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ES 2765573 T3

DESCRIPCION
Tratamiento y diagnostico de melanoma
Campo de la invencion
Esta invencion se refiere al diagndstico y tratamiento de canceres migratorios y melanoma.
Antecedentes de la invencion

El melanoma, un tumor maligno, se desarrolla a partir de melanocitos anormales en la epidermis inferior y puede
metastatizar en sitios distantes del cuerpo a través de los sistemas sanguineo y linfatico. Aunque representa menos
del 5 % de los casos de cancer de piel, el melanoma es mucho mas peligroso y es responsable de una gran mayoria
de las muertes asociadas con el cancer de piel. En todo el mundo, la incidencia del melanoma se ha incrementado a
una velocidad alarmante, con un riesgo vital de desarrollar melanoma tan alto como 1/58 para los hombres en los
EE.UU. (Jemal et al., 2008, CA: Cancer J. Clin. 58:71-96). La tasa de mortalidad del melanoma maligno también
continlia creciendo dramaticamente a lo largo del mundo. Segun un informe de la OMS de 2006, se producen
aproximadamente 48.000 muertes relacionadas con melanoma en todo el mundo por afio (Lucas et al. (2006)
Environmental Burden of Disease Series. 13. World Health Organization. ISBN 92-4-159440-3). En los Estados Unidos,
se estim6 que casi 70.000 personas fueron diagnosticadas con melanoma durante 2010 y se espera que
aproximadamente 9.000 personas mueran como consecuencia de la enfermedad (American Cancer Society;
WWW.cancer.org).

WO 2010/138598 describe compuestos, sales, isomeros, o profarmacos farmacéuticamente aceptables de los
mismos, que son Utiles como moduladores de la actividad de los receptores X hepaticos (LXR). También se describen
composiciones farmacéuticas que contienen los compuestos y métodos para usar los compuestos.

WO 2007/002563 describe compuestos y sales, isdmeros, o profarmacos farmacéuticamente aceptables de los
mismos, que son Utiles como moduladores de la actividad de los receptores X hepaticos. También se describen
composiciones farmacéuticas que contienen los compuestos y métodos para usar los compuestos.

Pencheva et al. (2013) Nature Cell Biology, 15(6): 54-554, describe el control de la progresién metastasica por redes
de reguladoras de microARN.

Zhang et al. (2014) Cancer Cell Int, 14:16, describe cémo la activacion del receptor X hepatico induce la apoptosis de
células de melanoma a través de la ruta de la caspasa.

Pencheva et al. (2014) Cell, 156(5): 986-1001, describe la supresion terapéutica de amplio espectro de melanoma
metastasico a través de la activacion de los receptores de hormonas nucleares.

Chuu et al. (2007) J Biomed Sci, 14: 543-553, describe la modulacion de la sefializacion del receptor X hepatico como
una nueva terapia para el cancer de prostata.

Aunque algunas terapias de cancer convencionales se han usado para tratar melanoma metastasico, estas no son
efectivas. El melanoma metastasico permanece, por lo tanto, como uno de los canceres mas dificiles de tratar y uno
de los neoplasmas mas temidos. De acuerdo con esto, existe una necesidad de nuevos agentes y métodos para el
diagndstico y tratamiento del melanoma.

Resumen de la invencion

Segun un primer aspecto de la presente invencion, se proporciona un agonista de LXRp, o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, para su uso en el tratamiento de un cancer metastasico en un sujeto que lo necesita segun la
reivindicacion 1 de la presente memoria.

Esta descripcion aborda la necesidad mencionada anteriormente proporcionando agentes y métodos para el
diagnéstico y tratamiento del melanoma. La descripcion se basa, al menos en parte, en un descubrimiento inesperado
de una red cooperativa de ARNmi-proteina desrregulada en el melanoma metastasico. Esta red incluye varios factores
supresores de metastasis y factores promotores de metastasis.

Esta descripcion presenta un método para tratar cancer, que incluye administrar a un sujeto que lo necesita, un
agonista de LXR, en donde el agonista de LXR se administra en una cantidad suficiente como para incrementar el
nivel de expresion o actividad de ApoE hasta un nivel suficiente como para ralentizar la diseminacién de las metastasis
del cancer.

Esta descripcion también presenta un método para tratar cancer, que incluye administrar a un sujeto que lo necesita,
un polipéptido ApoE en una cantidad suficiente como para tratar el cancer.

En otro aspecto, esta descripcion también presenta un método para ralentizar la diseminacién de un cancer migratorio,
que comprende administrar a un sujeto que lo necesita, un agonista de LXR o un polipéptido ApoE.
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En determinadas realizaciones, el agonista de LXR incrementa el nivel de expresion de ApoE al menos 2,5 veces in
vitro. En determinadas realizaciones, el agonista de LXR es selectivo para LXR[ sobre LXRa. En otras realizaciones,
el agonista de LXR tiene actividad para LXR que es al menos 2,5 veces mayor que la actividad de dicho agonista
para LXRa. En algunas realizaciones, el agonista de LXR} tiene actividad para LXR que es al menos 10 veces mayor
que la actividad de dicho agonista para LXRa. En realizaciones adicionales, el agonista de LXR} tiene actividad para
LXRB que es al menos 100 veces mayor que la actividad de dicho agonista para LXRa. En determinadas realizaciones,
el agonista de LXR tiene actividad para LXRB que esta al menos en 2,5 veces la actividad de dicho agonista para
LXRa.

En algunas realizaciones, el cancer migratorio es cancer metastasico. El cancer metastasico puede incluir células que
presentan migracion y/o invasion de células migratorias y/o incluir células que presentan reclutamiento endotelial y/o
angiogénesis. En otras realizaciones, el cancer migratorio es un cancer con migracion celular. En otras realizaciones
adicionales, el cancer con migracion celular es un cancer con migracion celular no metastasico.

El cancer migratorio puede ser un cancer que se disemina a través de la siembra de la superficie de los espacios
peritoneal, pleural, pericardico, o subaracnoideo. Alternativamente, el cancer migratorio puede ser un cancer que se
disemina a través del sistema linfatico, o un cancer que se disemina hematogéneamente.

En realizaciones particulares, el cancer migratorio es un cancer con migracion celular que es un cancer con migracion
celular no metastasico, tal como cancer de ovario, mesotelioma, o cancer de pulmén primario.

Esta descripcion también proporciona un método para inhibir o reducir las metastasis del cancer que comprende
administrar un agonista de LXR o un polipéptido ApoE.

Esta descripcion también proporciona un método para inhibir la proliferaciéon o crecimiento de células madre del cancer
o células iniciadoras del cancer, que incluye poner en contacto la célula con un agonista de LXR o un polipéptido ApoE
en una cantidad suficiente como para inhibir la proliferacién o crecimiento de dicha célula.

Esta descripcion también proporciona un método para reducir la tasa de siembra tumoral de un cancer que incluye
administrar a un sujeto que lo necesita un agonista de LXR o un polipéptido ApoE en una cantidad suficiente como
para reducir la siembra tumoral.

Esta descripciéon también proporciona un método para reducir o tratar la formacion de nédulos metastasicos del cancer
que incluye administrar a un sujeto que lo necesita un agonista de LXR o un polipéptido ApoE en una cantidad
suficiente como para tratar dicha formacién de nédulos metastasicos del cancer.

En otras realizaciones, el cancer es cancer de mama, cancer de colon, cancer de células renales, cancer de pulmon
de células no pequefas, carcinoma hepatocelular, cancer gastrico, cancer de ovario, cancer pancreatico, cancer
esofagico, cancer de prostata, sarcoma, o melanoma. En algunas realizaciones, el cancer es melanoma. En otras
realizaciones, el cancer es cancer de mama. En determinadas realizaciones, el cancer es cancer de células renales.
En realizaciones adicionales, el cancer es cancer pancreatico. En otras realizaciones, el cancer es cancer de pulmon
de células no pequefias. En algunas realizaciones, el cancer es cancer de colon. En realizaciones adicionales, el
cancer es cancer de ovario.

En otras realizaciones, el cancer es un cancer resistente a farmacos. En realizaciones adicionales, el cancer es
resistente a vemurafenib, dacarbazina, un inhibidor de CTLA4, un inhibidor de PD1, o un inhibidor de PDL1.

En algunas realizaciones, el método comprende administrar un agonista de LXR seleccionado de la lista que consiste
en un compuesto de una cualquiera de las Férmulas I-1V o cualquiera de los niUmeros de compuesto 1-39, o sales
farmacéuticamente aceptables de los mismos. En algunas realizaciones, el agonista de LXR es el compuesto 1 o una
sal farmacéuticamente aceptable del mismo. En otras realizaciones, el agonista de LXR es el compuesto 2 o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo. En determinadas realizaciones, el agonista de LXR es el compuesto 3 o una
sal farmacéuticamente aceptable del mismo. En realizaciones adicionales, el agonista de LXR es el compuesto 12 o
una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. En algunas realizaciones, el agonista de LXR es el compuesto 25 o
una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. En otras realizaciones, el agonista de LXR es el compuesto 38 o una
sal farmacéuticamente aceptable del mismo. En realizaciones adicionales, el agonista de LXR es el compuesto 39 o
una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

El método puede incluir ademas administrar un antiproliferativo, en donde dicho agonista de LXR y dicho
antiproliferativo se administran en una cantidad que, conjuntamente, es suficiente como para ralentizar la progresion
del cancer migratorio. Por ejemplo, el antiproliferativo y el agonista de LXR pueden administrarse en 28 dias de
separacion (p. €j., en 21, 14,10, 7, 5,4, 3, 2, 0 1 dias) o en 24 horas (p. €j., 12, 6, 3, 2, 0 1 horas; o concomitantemente)
de separacion en cantidades que, conjuntamente, son efectivas para tratar al sujeto.

En algunas realizaciones, el método comprende administrar un polipéptido ApoE. El fragmento del polipéptido ApoE
puede incrementar el nivel de actividad o el nivel de expresion de LRP1 o LRP8, y/o el polipéptido ApoE puede unirse
a LRP1 o LRPS8, el polipéptido ApoE puede ser la region de union al receptor (RBR) de ApoE. El método puede incluir
ademas administrar un antiproliferativo, en donde dicho polipéptido ApoE y dicho antiproliferativo se administran en
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una cantidad que, conjuntamente, es suficiente como para ralentizar la progresion del cancer migratorio. Por ejemplo,
el antiproliferativo y el polipéptido ApoE pueden administrarse en 28 dias de separacion (p. €j., en 21, 14,10, 7, 5, 4,
3,2, 0 1dias) o en 24 horas (p. €j., 12, 6, 3, 2, 0 1 horas; o concomitantemente) de separacién en cantidades que,
conjuntamente, son efectivas para tratar al sujeto.

En algunas realizaciones, la composiciéon farmacéutica puede comprender ademas un compuesto adicional que tiene
actividad antiproliferativa. El compuesto adicional que tiene actividad antiproliferativa puede seleccionarse del grupo
de compuestos tales como agentes quimioterapéuticos y citotdxicos, agentes inductores de la diferenciacion (p. €j.,
acido retinoico, vitamina D, citoquinas), agentes hormonales, agentes inmunolégicos y agentes anti-angiogénicos. Los
agentes quimioterapéuticos y citotdxicos incluyen, pero no estan limitados a, agentes alquilantes, antibidticos
citotoxicos, antimetabolitos, alcaloides de vinca, etopdsidos, y otros (p. €j., paclitaxel, taxol, docetaxel, taxotere, cis-
platino). Una lista de compuestos adicionales que tienen actividad antiproliferativa puede encontrarse en L. Brunton,
B. Chabner y B. Knollman (eds). Goodman and Gilman's The Pharmacological Basis of Therapeutics, Duodécima
Edicién, 2011, McGraw Hill Companies, Nueva York, NY.

El método puede incluir ademas administrar un compuesto antiproliferativo seleccionado del grupo que consiste en
agentes alquilantes, agentes de platino, antimetabolitos, inhibidores de topoisomerasa, antibiéticos antitumorales,
agentes antimitoticos, inhibidores de aromatasa, inhibidores de la timidilato sintasa, antagonistas de ADN, inhibidores
de farnesiltransferasa, inhibidores de bombas, inhibidores de histona acetiltransferasa, inhibidores de
metaloproteinasa, inhibidores de ribonucledsido reductasa, agonistas/antagonistas de TNF alfa, antagonista del
receptor de endotelina A, agonistas del receptor del acido retinoico, inmunomoduladores, agentes hormonales y
antihormonales, agentes fotodinamicos, inhibidores de tirosina quinasa, compuestos antisentido, corticosteroides,
inhibidores de HSP90, inhibidores de proteosoma (por ejemplo, NPI-0052), inhibidores de CD40, anticuerpos anti-CSl,
inhibidores de FGFR3, inhibidores de VEGF, inhibidores de MEK, inhibidores de ciclina D1, inhibidores de NF-kB,
antraciclinas, histona desacetilasas, inhibidores de quinesina, inhibidores de fosfatasa, inhibidores de COX2,
inhibidores de mTOR, antagonistas de calcineurina, IMID, u otros agentes usados para tratar enfermedades
proliferativas. Los ejemplos de dichos compuestos se proporcionan en las Tablas 1.

Esta descripcion también presenta un método para tratar melanoma (p. €j., melanoma metastasico) en un sujeto que
lo necesita. EI método incluye (a) incrementar en el sujeto el nivel de expresion o el nivel de actividad de un factor
supresor de metastasis seleccionado del grupo que consiste en DNAJA4, Apolipoproteina E (ApoE), LRP1, LRPS,
Receptor X Hepatico (LXR, p. €j., tanto LXR-alfa como LXR-beta), y miR-7 o (b) disminuir en el sujeto el nivel de
expresion o el nivel de actividad de un factor promotor de metastasis seleccionado del grupo que consiste en miR-
199a-3p, miR-199a-5p, miR-1908, y CTGF.

En el método, la etapa de incremento puede llevarse a cabo mediante la administracion al sujeto de uno o mas de los
siguientes: (i) un polipéptido que tiene una secuencia de DNAJA4, ApoE o un fragmento de ApoE, LRP1, LRPS, o
LXR; (ii) un acido nucleico que tiene una secuencia que codifica DNAJA4, ApoE, LRP1, LRP8, o LXR,; (iii) un ligando
para LRP1, LRP8, o LXR; y (iv) un agente ARNi que codifica miR-7. Los ejemplos del ligando de LRP1 o LRP8 incluyen
la parte de union al receptor de ApoE, anticuerpos anti-LRP1 o anti-LRP8, y ligandos que son moléculas pequefas.
En un ejemplo, el incremento del nivel de expresion de ApoE puede llevarse a cabo mediante el incremento del nivel
de actividad o el nivel de expresion de LXR. El incremento del nivel de expresion de DNAJA4 también puede llevarse
a cabo mediante el incremento del nivel de actividad o el nivel de expresion de LXR. El nivel de actividad de LXR
puede incrementarse mediante la administracion al sujeto de un ligando de LXR, tales como los compuestos de
Férmula I-IV como se describe mas adelante. La etapa de incremento también puede llevarse a cabo mediante la
disminucion del nivel de expresion o el nivel de actividad de un microARN seleccionado del grupo que consiste en
miR-199a-3p, miR-199a-5p, y miR-1908. Para este fin, se pueden usar varias técnicas conocidas en la técnica,
incluyendo, pero no limitado a, la tecnologia miR-Zip, Acido Nucleico Bloqueado (LNA), y tecnologia antagomir como
se describe en los ejemplos mas adelante.

Esta descripcion también proporciona un método para determinar si un sujeto tiene, o esta en riesgo de tener,
melanoma metastasico. El método incluye obtener del sujeto una muestra; medir en la muestra (i) un primer nivel de
expresion de un factor promotor de metastasis seleccionado del grupo que consiste en miR-199a-3p, miR-199a-5p,
miR-1908, y CTGF, o (ii) un segundo nivel de expresion de un factor supresor de metastasis seleccionado del grupo
que consiste en DNAJA4, ApoE, LRP1, LRP8, LXR, y miR-7; y comparar el primer nivel de expresion con un primer
valor de referencia predeterminado, o el segundo nivel de expresion con un segundo valor de referencia
predeterminado. Se determina que el sujeto tiene, o que esta en riesgo de tener, melanoma metastasico si (a) el primer
nivel de expresion esta por encima de un primer valor de referencia predeterminado o (b) el segundo nivel de expresion
esta por debajo de un segundo valor de referencia predeterminado. El primer y segundo valores de referencia
predeterminados pueden obtenerse a partir de un sujeto control que no tiene melanoma metastasico. En una
realizacion, la etapa de medicion incluye medir tanto el primer nivel de expresion como el segundo nivel de expresion.
La muestra puede ser una muestra de fluido corporal, una muestra de tumor, una muestra de nevo, o una muestra de
piel humana.

Esta descripcion también proporciona una matriz que tiene un soporte que tiene una pluralidad de localizaciones
Unicas, y cualquier combinacion de (i) al menos un acido nucleico que tiene una secuencia que es complementaria a
un acido nucleico que codifica un factor promotor de metastasis seleccionado del grupo que consiste en miR-199a-3p,
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miR-199a-5p, miR-1908, y CTGF o un complemento del mismo, o (ii) al menos un acido nucleico que tiene una
secuencia que es complementaria a un acido nucleico que codifica un factor supresor de metastasis seleccionado del
grupo que consiste en DNAJA4, ApoE, LRP1, LRP8, LXR, y miR-7 o un complemento del mismo. Preferiblemente,
cada acido nucleico se inmoviliza en una localizacién unica del soporte. Esta matriz puede usarse para el diagndstico
y pronostico del melanoma metastasico.

De acuerdo con esto, la descripcion también proporciona un kit para el diagnéstico de un potencial metastasico de
melanoma en un sujeto. El kit incluye un primer reactivo que se une especificamente a un producto de expresion de
un gen supresor de metastasis seleccionado del grupo que consiste en DNAJA4, ApoE, LRP1, LRP8, LXR, y miR-7;
o un segundo reactivo que se une especificamente a un producto de expresion de un gen promotor de metastasis
seleccionado del grupo que consiste en miR-199a-3p, miR-199a-5p, miR-1908, y CTGF. El segundo agente puede ser
una sonda que tiene una secuencia complementaria al gen supresor o promotor o un complemento del mismo. El kit
puede contener ademas reactivos para realizar un inmunoensayo, ensayo de hibridacion, o un ensayo de PCR. En
una realizacion, el kit contenia la matriz mencionada anteriormente.

Esta descripcién también proporciona un método para identificar un compuesto Util para tratar melanoma o para inhibir
el reclutamiento endotelial, invasion celular, o angiogénesis metastasica. EI método incluye (i) obtener una célula de
ensayo que expresa un gen informador codificado por un acido nucleico unido de forma operativa a un promotor de
un gen marcador seleccionado del grupo que consiste en miR-199a-3p, miR-199a-5p, miR-1908, y CTGF; (ii) exponer
la célula de ensayo a un compuesto de ensayo; (iii) medir el nivel de expresion del gen informador en la célula de
ensayo; (iv) comparar el nivel de expresion con un nivel control; y (v) seleccionar el compuesto de ensayo como un
candidato util para tratar melanoma o para inhibir el reclutamiento endotelial, invasiéon de células cancerosas, o
angiogénesis metastasica, si la comparacion indica que el nivel de expresion es menor que el nivel control.

La descripciéon proporciona otro método para identificar un compuesto Util para tratar melanoma o para inhibir el
reclutamiento endotelial, invasion celular, o angiogénesis metastasica. EI método incluye (i) obtener una célula de
ensayo que expresa un gen informador codificado por un acido nucleico unido de forma operativa a un promotor de
un gen marcador seleccionado del grupo que consiste en DNAJA4, ApoE, LRP1, LRP8, LXR, y miR-7; (ii) exponer la
célula de ensayo a un compuesto de ensayo; (iii) medir el nivel de expresion del gen informador en la célula de ensayo;
(iv) comparar el nivel de expresion con un nivel control; y (v) seleccionar el compuesto de ensayo como un candidato
util para tratar melanoma o para inhibir el reclutamiento endotelial, invasion de células cancerosas, o angiogénesis
metastasica, sila comparacion indica que el nivel de expresion es mayor que el nivel control.

En los métodos de identificacion mencionados anteriormente, el gen informador puede ser un gen informador estandar
(tal como gen de LaxZ, GFP, o luciferasa, o semejantes), conocido en la técnica, o uno de los genes supresores de
metastasis o genes promotores de metastasis mencionados anteriormente. En los métodos, el nivel control puede
obtenerse a partir de una célula control que es la misma que la célula de ensayo excepto porque la célula control no
se ha expuesto al compuesto de ensayo.

Esta descripcion también proporciona un método para inhibir el reclutamiento endotelial, inhibir la invasién de células
tumorales, o tratar cancer metastasico en un sujeto que lo necesita, mediante la administracion al sujeto de un agente
que inhibe la expresion o actividad de CTGF. El sujeto puede ser uno que tiene un trastorno caracterizado por
angiogénesis patologica, incluyendo, pero no limitado a, cancer (p. €j., melanoma metastasico), un trastorno ocular, y
un trastorno inflamatorio. Un ejemplo de la célula tumoral es una célula de melanoma metastasico. Los ejemplos del
agente incluyen un anticuerpo, un acido nucleico, un polipéptido, y un compuesto que es una molécula pequefia. En
una realizacion preferida, el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal.

Esta descripcion también proporciona un método para inhibir el reclutamiento endotelial, inhibir la invasion de células
tumorales, o tratar cancer metastasico en un sujeto que lo necesita, mediante la administracion al sujeto de un agente
que incrementa la expresion o actividad de miR-7. Un ejemplo de la célula tumoral es una célula de melanoma
metastasico. Los ejemplos del agente incluyen un anticuerpo, un acido nucleico, un polipéptido, y un compuesto que
es una molécula pequefia. En un ejemplo, el agente tiene actividad miR-7. El acido nucleico puede ser un
oligonucledtido. Y, el oligonuclestido puede incluir una secuencia seleccionado del grupo que consiste en las SEQ ID
No. 36-38.

Tal y como se usa en la presente memoria, "cancer migratorio" se refiere a un cancer en el que las células cancerosas
que forman el tumor migran y posteriormente crecen como implantes malignos en un sitio distinto al sitio del tumor
original. Las células cancerosas migran a través de la siembra de la superficie de los espacios peritoneal, pleural,
pericardico, o subaracnoideo para diseminarse en las cavidades corporales; mediante la invasion del sistema linfatico
a través de la invasion de células linfaticas y transporte a noddulos linfaticos regionales y distantes y después a otras
partes del cuerpo; mediante la diseminacion hematdgena a través de la invasion de células sanguineas; o a través de
la invasion del tejido circundante. Los canceres migratorios incluyen tumores metastasicos y canceres con migracion
celular, tales como cancer de ovario, mesotelioma, y cancer de pulmén primario, cada uno de los cuales se caracteriza
por la migracion celular.

Tal y como se usa en la presente memoria, "ralentizar la diseminacion de cancer migratorio" se refiere a reducir o
parar la formacion de nuevos loci; o reducir, parar, o revertir la carga tumoral.
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Tal y como se usa en la presente memoria, "tumor metastasico" se refiere a un tumor o cancer en el que las células
cancerosas que forman el tumor tienen un alto potencial para o han empezado a, metastatizar, o diseminarse desde
una localizacion a otra localizacion o localizaciones en un sujeto, a través del sistema linfatico o a través de una
diseminacion hematogena, por ejemplo, creando tumores secundarios en el sujeto. Dicho comportamiento metastasico
puede ser indicativo de tumores malignos. En algunos casos, el comportamiento metastasico puede estar asociado
con un incremento en la migracion celular y/o comportamiento invasivo de las células tumorales.

Tal y como se usa en la presente memoria, "ralentizar la diseminacién de metastasis" se refiere a reducir o parar la
formacion de nuevos loci; o reducir, parar, revertir la carga tumoral.

El término "cancer" se refiere a cualquier cancer causado por la proliferacion de células neoplasicas malignas, tales
como tumores, neoplasmas, carcinomas, sarcomas, leucemias, linfomas, y semejantes.

Tal y como se usa en la presente memoria, "cancer resistente a farmacos" se refiere a cualquier cancer que es
resistente a un antiproliferativo de la Tabla 2.

Los ejemplos de canceres que pueden definirse como metastasicos incluyen, pero no estan limitados a, cancer de
pulmén de células no pequefias, cancer de mama, cancer de ovario, cancer colorrectal, cancer del tracto biliar, cancer
de vejiga, cancer de cerebro incluyendo glioblastomas y meduloblastomas, cancer de cuello uterino, coriocarcinoma,
cancer endometrial, cancer esofagico, cancer gastrico, neoplasmas hematolégicos, mieloma multiple, leucemia,
neoplasmas intraepiteliales, cancer de higado, linfomas, neuroblastomas, cancer oral, cancer pancreatico, cancer de
prostata, sarcoma, cancer de piel incluyendo melanoma, cancer basocelular, cancer de células escamosas, cancer
testicular, tumores estromales, tumores de células germinales, cancer de tiroides, y cancer renal.

"Proliferacién”, tal y como se usa en esta solicitud, implica la reproduccion o multiplicacion de formas similares (células)
debido a elementos constituyentes (celulares).

"Migracion celular", tal y como se usa en esta solicitud, implica la invasion por las células cancerosas en el tejido
circundante y el cruce de la pared del vaso para salir de la vasculatura a 6rganos distales de la célula cancerosa.

Por "canceres con migracion celular" se quiere decir canceres que migran por la invasion por las células cancerosas
en el tejido circundante y el cruce de la pared del vaso para salir de la vasculatura a 6rganos distales de la célula
cancerosa.

"Cancer con migracion celular no metastasico", tal y como se usa en la presente memoria, se refiere a canceres que
no migran a través del sistema linfatico o a través de la diseminacion hematdgena.

Tal y como se usa en la presente memoria, "adhesion célula a célula" se refiere a la adhesion entre al menos dos
células a través de una interaccion entre una molécula de selectina y un ligando especifico de selectina. La adhesion
célula a célula incluye la migracion celular.

Un "trastorno relacionado con la adhesién celular" se define en la presente memoria como cualquier enfermedad o
trastorno que resulta de o esta relacionado con la adhesion célula a célula o la migracion. Un trastorno de adhesion
celular también incluye cualquier enfermedad o trastorno que resulta de la activacion inapropiada, aberrante, o anormal
del sistema inmune o del sistema inflamatorio. Dichas enfermedades incluyen, pero no estan limitadas a, infarto de
miocardio, infeccion bacteriana o viral, afecciones metastasicas, p. ej., cancer. La descripcion presenta ademas
métodos para tratar un trastorno de adhesién celular mediante la administracion de un agonista de LXR o polipéptido
ApoE.

Tal y como se usa en la presente memoria, "células madre del cancer" o "células iniciadoras del cancer" se refiere a
células cancerosas que poseen caracteristicas asociadas con células madre normales, especificamente la capacidad
de dar lugar a todos los tipos celulares encontrados en una muestra de cancer particular. Las células madre del cancer
son, por lo tanto, tumorogénicas o formadoras de tumores, quiza a diferencia de otras células cancerosas no
tumorogeénicas. Las células madre del cancer pueden persistir en los tumores como una poblacion distinta y causar la
recurrencia y metastasis del cancer dando lugar a nuevos tumores.

Tal y como se usa en la presente memoria, "siembra tumoral" se refiere al escape de agrupaciones de células
tumorales y su crecimiento posterior como implantes malignos en un sitio distinto del sitio del tumor original.

Tal y como se usa en la presente memoria, "nédulo metastasico" se refiere a una agregacion de células tumorales en
el cuerpo en un sitio distinto del sitio del tumor original.

Los detalles de una o mas realizaciones de la descripcidon se muestran en la descripcion mas adelante. Otras
caracteristicas, objetos, y ventajas de la descripcion seran evidentes a partir de la descripcion y a partir de las
reivindicaciones.
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Descripcion breve de los dibujos

Figura 1. Identificacion sistematica de miR-1908, miR-199a-3p, y miR-199a-5p como promotores enddgenos de
metastasis de melanoma humano (A) Mapa de calor que ilustra los valores de expresion de micromatrices
normalizados por varianza de miARN regulados al alza en derivados metastasicos MeWo y A375 independientes
respecto a sus células parentales respectivas. Los cambios en la desviacion estandar desde la media de cada fila del
mapa de calor se indican por el mapa de color. (B) Los miARN que se ha encontrado que estan regulados al alza por
hibridacion en micromatriz se validaron por qRT-PCR en derivados metastasicos MeWo-LM2. n=3. (C) Representacion
de la imagineria bioluminiscente de la colonizacion metastasica de pulmén después de la inyeccion intravenosa de
4 x 10* células MeWo parentales que sobreexpresan los precursores para miR-199a, miR-1908, miR-214, o una
horquilla control. Los pulmones se extrajeron 63 dias después de la inyeccion y se tifieron con H y E. n=5. (D)
Representacion de la imagineria bioluminiscente y pulmones tefiidos con H y E correspondientes a metastasis
pulmonares después de la inyeccion intravenosa de 4 x 10* células LM2 que expresan una horquilla corta (miR-Zip)
que inhibe miR-1908 (m1908 KD), miR-199a-3p (m199a3p KD), miR-199a-5p (m199a5p KD), o una secuencia control
(CTRLsh). Los pulmones se extrajeron y se tifieron con H y E 49 dias después de la inyeccion n=5-8. (E) La
colonizacion pulmonar por 2 x 10° derivados metastasicos A375-LM3 con silenciamiento inducido por miR-Zip de miR-
1908, miR-199a-3p, miR-199a-5p, o una secuencia control se cuantificd en el dia 42 por imagineria bioluminiscente.
n=5-8 (F) Los niveles de expresion de miR-199a-3p, miR-199a-5p, y miR-1908 se determinaron de una manera ciega
por gRT-PCR en una cohorte de lesiones cutaneas de melanoma primario no metastasicas (n=38) y metastasicas
(n=33) de pacientes del MSKCC. n=71. Todos los datos se representan como media + SEM. *p<0,05, **p<0,01,
***n<0,001. Véase también la Figura 12.

Figura 2. MiR-1908, miR-199a-3p, y miR-199a-5p presentan papeles duales autbnomos de células/no autbnomos de
células en la regulacion de la progresion metastasica de melanoma (A) Se inyectaron subcutaneamente 1 x 108 células
MeWo parentales que sobreexpresan miR-199a, miR-1908, o una horquilla control en ratones inmunodeficientes, y se
monitorizé el volumen tumoral primario con el tiempo. n=4-6. (B) Se dejé que 1 x 10° células MeWo parentales que
sobreexpresan miR-199a, miR-1908, o una horquilla control invadieran a través de un inserto recubierto con matrigel
trans-well durante 24 horas, y se cuantificé el nimero de células invasoras en el lado basal de cada inserto. n=7. (C-
D) Se sometieron 1 x 10° células MeWo-LM2 (C) y A375-LM3 (D) altamente metastasicas con inhibicién inducida por
miR-Zip de miR-199a-3p, miR-199a-5p, miR-1908, o una secuencia control al ensayo de invasion celular. n=6-8. (E)
Se sembraron 5 x 10* células MeWo que sobreexpresan miR-199a, miR-1908, o una horquilla control en el fondo de
un pocillo, y se dejo que 1 x 10° células endoteliales de la vena umbilical humana (HUVEC) migraran hacia las células
cancerosas durante 16 horas a través de un inserto trans-well. Se midi6é la capacidad de reclutamiento endotelial
cuantificando el nimero de HUVEC que migraron al lado basal de cada inserto. n=7. (F-G) Reclutamiento endotelial
por 5 x 10* células MeWo-LM2 (F) y A375-LM3 (G) inhibido para miR-199a-3p, miR-199a-5p, miR-1908, o una
secuencia control. n=6-10. (H) Representacion de la fraccion acumulativa del porcentaje de la distribucion de la
densidad de vasos sanguineos para nédulos metastasicos formados después de la inyeccion intravenosa de 2 x 10°
células MeWo-LM2 altamente metastasicas deplecionadas de miR-199-3p, miR-199a-5p, miR-1908, o una secuencia
control. Las secciones de pulmon se tifieron doblemente inmunohistoquimicamente para vimentina humana (azul) y
MECA-32 (rojo), y se cuantificd el porcentaje de area positiva para MECA-32 en cada nodulo metastasico, demarcada
sobre la base de la tincion con vimentina. n=211 nédulos (KD control); n=60 nodulos (KD m199a3p); n=138 nddulos
(KD m199a5p); n=39 nddulos (KD m1908). Todos los datos se representan como media + SEM. Barra de escala,
100 pm. Véase también la Figura 13.

Figura 3. Identificacion de ApoE y DNAJA4 como genes diana comunes de miR-199a y miR-1908 (A) Mapa de calor
que representa los niveles de ARNm de ApoE y DNAJA4, medidos por qRT-PCR, en células MeWo poco metastasicas
que sobreexpresan miR-199a, miR-1908, o una horquilla control y en células MeWo-LM2 altamente metastasicas. El
mapa de color ilustra los cambios en la desviacién estandar desde la media de cada columna de mapa de calor. (B)
Ensayos del informador luciferasa heterdlogo que miden la estabilidad de fusiones de 3'UTR/CDS de ApoE y DNAJA4
de tipo salvaje con luciferasa o fusiones de 3'UTR/CDS de ApoE y DNAJA4 mutante del sitio diana de miARN en
células MeWo parentales que sobreexpresan miR-199a, miR-1908, o una horquilla control. n=3-4. (C) Estabilidad de
las fusiones de 3'UTR/CDS de ApoE y DNAJA4 de tipo salvaje con luciferasa en células MeWo-LM2 con expresion
silenciada de miR-199a-3p, miR-199a-5p, miR-1908, o una secuencia control. n=4. (D) Esquema del modelo derivado
experimentalmente de 3'UTR/CDS de ApoE y DNAJA4 diana de miR-199a-3p, miR-199a-5p, y miR-1908. (E) Actividad
luciferasa de fusiones de 3'UTR/CDS de ApoE y DNAJA4 de tipo salvaje con luciferasa y mutante del sitio diana de
miARN en derivados MeWo-LM2 altamente metastasicos y su linea celular parental poco metastasica. n=4. (F)
Capacidad de invasion en matrigel por 1 x 105 células MeWo-LM2 que expresan un vector control o que sobreexpresan
ApoE o0 DNAJA4. n=4. (G) Capacidad de reclutamiento endotelial por 5 x 10* células MeWo-LM2 transducidas con un
vector control o un vector con sobreexpresion para ApoE o DNAJA4. n=6. (H-1) Se evaluaron células MeWo parentales
poco metastasicas transducidas con horquillas cortas lentivirales dirigidas a ApoE, DNAJA4, o una secuencia control
para determinar su capacidad de invasién de matrigel (H) y su capacidad de reclutar células endoteliales (I). n=6-8.
Todos los datos se representan como media + SEM. Barra de escala, 100 pm. Véase también la Figura 14.

Figura 4. La toma como diana directa de ApoE y DNAJA4 por miR-199a y miR-1908 promueve la invasion metastasica,

reclutamiento endotelial, y colonizacion (A-D) Se sometieron células LM2 altamente metastasicas que expresan un

ARNsh control o ARNsh dirigidos a ApoE o DNAJA4 en el contexto de la inhibicién de miR-1908 (KD m1908; A, B) o

inhibicion de miR-199a-5p (KD m199a5p; C, D) a ensayos de invasion celular (A, C) y reclutamiento endotelial (B, D).
7
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n=6-8. (E-F) Representacion de imagineria bioluminiscente y tincion con H y E de pulmones representativos de
metastasis pulmonar después de la inyeccién intravenosa de 1 x 10° células LM2 que expresan una horquilla control
u horquillas dirigidas a ApoE, DNAJA4, o una secuencia control en el entorno del silenciamiento de miR-1908 (E) o
silenciamiento de miR-199a-5p (F). n=5. (G-H) Se analizaron células MeWo parentales que sobreexpresan ApoE o
DNAJA4 o que expresan un vector control en el contexto de la sobreexpresion de miR-1908 para determinar los
fenotipos de invasion de matrigel (G) y reclutamiento endotelial (H). (I-J) Se transdujeron derivados A375-LM3 que
expresan un ARNsh control o ARNsh dirigidos a ApoE y DNAJA4 con una mezcla de LNA dirigidos a miR-199a-3p,
miR-199a-5p, y miR-1908 o un LNA control y se analizaron en los ensayos de invasion de matrigel (I) y reclutamiento
endotelial (J). n=4. (K) Distribucion de la densidad de los vasos sanguineos, representada en un grafico de fraccion
acumulativa, para nédulos metastasicos formados por células MeWo-LM2 inhibidas para miR-1908 y transducidas con
ARNSsh dirigidos a ApoE, DNAJA4, o una secuencia control. Las secciones pulmonares de la Figura 4E se tifieron
doblemente inmunocitoquimicamente para vimentina humana (azul) y el marcador endotelial MECA-32 (rojo). Se
cuantificd el porcentaje de area positiva para MECA-32 en cada nodulo positivo para vimentina. n=39 ndédulos
(CTRLsh); n=97 (APOEsh'); n=38 (APOEsh?); n=200 (DNAJA4sh'); n=19 (DNAJA4sh?). Todos los datos se
representan como media + SEM. Barra de escala, 100 ym. Véase también la Figura 15.

Figura 5. La ApoE secretada por células de melanoma inhibe la invasion de melanoma y el reclutamiento endotelial,
mientras la delecion genética de ApoE acelera la metastasis (A-B) Niveles de ApoE extracelular cuantificados por
ELISA en medio condicionado de derivados MeWo-LM2 metastasicos y sus células parentales (A) y células LM2
silenciadas para miR-199a-5p, miR-1908, o una secuencia control (B). n=3. (C) Se afiadi6 anticuerpo neutralizante de
ApoE 1D7 (10-40 pg/mL) o IgG (40 pg/mL) al medio celular, y se evalud la invasion de matrigel por las células MeWo
parentales. n=4-6. (D) Reclutamiento endotelial por células MeWo parentales en presencia de 1D7 (40 ug/mL) o un
anticuerpo 1gG control (40 pg/mL). n=4. (E) Los fenotipos de invasion de matrigel y reclutamiento endotelial se
evaluaron en células LM2 en presencia de albumina de suero bovino (BSA) (100 uM) o ApoE3 recombinante (100 uM)
afadidos al medio celular. n=7-10. (F-G) Se examinaron células LM2 con expresion silenciada de miR-199a-3p, miR-
199a-5p, miR-1908, o una secuencia control para determinar su capacidad de invasion de matrigel (F) y capacidad de
reclutamiento endotelial (G) en presencia de anticuerpos IgG o neutralizante de ApoE 1D7 (40 pg/mL). n=5-6. (H)
Niveles de ApoE cuantificados por ELISA en medio condicionado de células MeWo parentales transducidas con
ARNsh dirigidos a DNAJA4 o una secuencia control. n=3. (I-J) Se analizaron células MeWo parentales con
silenciamiento inducido por ARNsh de DNAJA4 para determinar los fenotipos de invasion de matrigel (1) y reclutamiento
endotelial (J) en presencia bien de BSA (100 uM) o ApoE3 recombinante (100 uM). n=4. (K) Niveles de expresién de
ApoE basados en matriz en muestras de nevi (n=9), melanomas primarios (n=6), y metastasis de melanoma distantes
(n=19). (L) Se incubaron células MeWo-LM2 altamente metastasicas en presencia de ApoE3 recombinante o BSA a
100 ug/mL. Después de 24 horas, se inyectaron intravenosamente 4 x 10* células en ratones NOD-SCID, y se
monitorizd la colonizacion pulmonar por imagineria bioluminiscente. n=6. (M) Metastasis pulmonares por 5 x 10*
células de melanoma de ratén B16F 10 inyectadas intravenosamente en ratones C57BL/6 con anulacion genética de
ApoE o sus comparieros de camada control de tipo salvaje. La cuantificacion de la bioluminiscencia pulmonar y los
pulmones tefiidos con H y E representativos corresponden a 19 dias después de la inyeccion. n=8-18. Todos los datos
se representan como media + SEM. Barra de escala, 100 pm.

Figura 6. Identificacion de receptores de células de melanoma y endoteliales distintos que median los efectos de ApoE
en la invasion y el reclutamiento endotelial del melanoma (A) Se examiné la capacidad de invasion de matrigel en 1 x
105 células LM2 transducidas con ARNsi dirigidos a LDLR, VLDLR, LRP8, LRP1, o una secuencia control en presencia
bien de BSA (100 uM) o ApoE3 recombinante (100 uM). n=4-7. (B) Se transfectaron 1 x 10% células MeWo-LM2
transducidas con horquillas cortas dirigidas a miR-1908 o una secuencia control con ARNSsi dirigidos a LRP1 o un
ARNSsi control y se sometieron al ensayo de invasion de matrigel. n=4. (C) Imagineria bioluminiscente de colonizacion
pulmonar por 1 x 10° células LM2 transducidas con ARNsi dirigidos a LRP1 o una secuencia control en el entorno de
la inhibicién de miR-1908. n=5. (D) Se analizaron 1 x 10° células endoteliales preincubadas con BSA (100 uM) o ApoE3
recombinante (100 uM) durante 24 horas para determinar el fenotipo de reclutamiento endotelial por 5 x 10° células
LM2. n=3-4. (E) Se transdujeron 1 x 10° células endoteliales con ARNsi dirigidos a LDLR, VLDLR, LRP1, LRP8, o una
secuencia control y se dejé que migraran en un sistema trans-well hacia células LM2 inhibidas para miR-1908 o una
secuencia control. n=4-12. (F) Migracién trans-well por 1 x 10° células endoteliales en presencia de anticuerpos IgG
(40 pg/mL) o 1D7 (40 ug/mL) afiadidos al medio celular. n=6-8. (G) Migracidn trans-well por 1 x 10° células endoteliales
transducidas con ARNSsi dirigidos a LRP8 o una secuencia control en presencia de BSA (100 uM) o ApoE3
recombinante (100 uM). n=6-7. (H) Se transdujeron 1 x 10° células endoteliales con ARNSsi dirigidos a LRP8 o una
secuencia control, y se evalud la migracion quimiotactica trans-well a lo largo de un gradiente de ApoE. n=6-8. (1)
Reclutamiento endotelial en tapones de matrigel, implantados subcutaneamente por encima del flanco ventral de
ratones, que contenian BSA (10 pg/mL), VEGF (400 ng/mL) + BSA (10 pg/mL), o VEGF (400 ng/mL) + ApoE3
recombinante (10 uyg/mL). n=3-6. (J) Densidad de los vasos sanguineos en nédulos metastasicos pulmonares
formados después de la inyeccion intravenosa de 5 x 10* células de melanoma de ratén B16F10 en ratones de tipo
salvaje o anulados genéticamente para ApoE. Las secciones pulmonares de la Figura 5M se tifieron
inmunohistoquimicamente para MECA-32, y se cuantificé el porcentaje del area positiva para MECA- 32 en cada
nodulo metastasico, indicado sobre la base de la pigmentacion celular. n= 17-20. Todos los datos se representan como
media + SEM. Barra de escala, 100 um.
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Figura 7. Cooperatividad clinica y terapéutica entre miR-199a-3p, miR-199a-5p, y miR-1908 en metastasis de
melanoma (A-D). Curvas de Kaplan-Meier para la cohorte de MSKCC (N=71) que representa la supervivencia sin
metastasis de pacientes como una funcién de sus niveles de expresion de miR-199a-3p (A), miR-199a-5p (B), miR-
1908 (C), o agregado de tres miARN de lesiones de melanoma primario (D). Los pacientes cuyos niveles de expresion
de miARN o expresion de miARN agregado (suma de los valores de expresion de miR-199a-3p, miR-199a-5p, y miR-
1908) en los tumores primarios fueron mayores de la mediana para la poblacion se clasificaron como positivos para la
expresion de miARN (rojo), mientras aquellos cuyos tumores primarios expresaban los miARN dados a un nivel por
debajo de la mediana se clasificaron como negativos para la expresion de miARN (azul). (E) Metastasis pulmonares
por células LM2 altamente metastasicas transfectadas con LNA dirigidos individualmente a cada miR-1908, miR-199a-
3p, 0 miR-199a-5p, una combinacion de LNA dirigida a todos los tres miARN, o un LNA control. 48 horas después de
la transfeccion, se inyectaron intravenosamente 1 x 10° células en ratones inmunodeficientes. n=5-6. (F) Metastasis
sistémicas por 1 x 10° células MeWo-LM2 transfectadas con un LNA control (LNA-CTRL) o una mezcla de LNA dirigida
a miR-1908, miR-199a-3p, miR-199a-5p (MiARN LNA-3) 48 horas antes de la inyeccion intracardiaca en ratones
desnudos atimicos. n=5. (G) Numero de foci metastasicos sistémicos que surgen de células LM2 con miARN de LNA-
CTRL y LNA-3 en el dia 28 después de la inyeccion intracardiaca. n=5. (H-I) Cuantificacion de la sefial de
bioluminiscencia de metastasis dseas (H) y metastasis cerebrales (1) en el dia 28 después de la inyeccion intracardiaca
de células LM2 con miARN de LNA-CTRL y LNA-3. n=5. (J) Se inyectaron en la vena de la cola 4 x 10* células MeWo-
LM2 altamente metastasicas en ratones inmunocomprometidos, y los ratones se trataron intravenosamente con una
mezcla de LNA optimizados in vivo dirigidos a miR-1908, miR-199a-3p, y miR-199a-5p a una dosis total de 12,5 mg/kg
o un control de PBS simulado en una base bisemanal durante cuatro semanas. La colonizacién pulmonar se evalué
por imagineria bioluminiscente, y se muestran los pulmones tefiidos con H y E representativos extraidos en el dia 56.
n=5-6. (K) Modelo de regulacion dependiente de miARN de invasion metastasica, reclutamiento endotelial, y
colonizaciéon en melanoma a través del direccionamiento de la sefializacion del receptor LRP1 de células de melanoma
y LRP8 de células endoteliales mediada por ApoE.

Figura 8. La toma como diana de la sefializacion de ApoE/LRP1 dependiente de miARN promueve la invasion de
células cancerosas y el reclutamiento endotelial a través de la induccion de CTGF. (A) Un mapa de calor de los niveles
de expresion de CTGF normalizado por varianza, determinado por analisis por gqRT-PCR, en (1) células MeWo
parentales y células MeWo-LM2, (2) células MeWo parentales que sobreexpresan miR-199a, miR-1908, o una
horquilla control, y (3) células MeWo parentales transducidas con horquillas cortas dirigidas a ApoE o una secuencia
control. El mapa de color indica el cambio de las desviaciones estandar de la media. (B) Niveles de CTGF en medio
condicionado de células MeWo parentales con inactivacion de ApoE determinados por ELISA. n=6; valores p basados
en un ensayo de la t de student de una via. (C) Niveles de CTGF, cuantificados por ELISA, en medio condicionado de
células MeWo-LM2 altamente metastasicas tratadas con ApoE recombinante en el entorno de inactivacion de LRP1 o
un control de inactivaciéon. n=3-4; valores p basados en un ensayo de la t de student de una via. (D-E) Las células
MeWo parentales con inactivacion de ApoE inducida por ARNsh se (1) transfectaron con ARNsi independientes
dirigidos a CTGF o una secuencia control o (2) incubaron en presencia de un anticuerpo neutralizante de CTGF
(20 pg/mL) o un anticuerpo IgG control (20 pg/mL), y las células se sometieron a ensayos de invasion celular (D) y
reclutamiento endotelial (E). n=6-8; valores p basados en un ensayo de la t de student de una via; la barra de escala
indica 100 yM. Todos los datos se representan como media + SEM.

Figura 9. CTGF media la invasion metastasica, reclutamiento endotelial, y colonizacién dependiente de miARN. (A)
Se sometieron 1 x 10° células MeWo parentales que expresan una horquilla control o que sobreexpresan miR-199a o
miR-1908 a un ensayo de invasion celular trans-well en presencia de un anticuerpo bloqueante dirigido a CTGF
(20 pg/mL) o un anticuerpo IgG control (20 ug/mL) como se indica en la figura. n=4-10; valores p basados en un ensayo
de la t de student de una via. Todos los datos se representan como media + SEM. (B) Reclutamiento endotelial por
células MeWo parentales que expresan una horquilla control o que sobreexpresan miR-199a o miR-1908. Al comienzo
del ensayo, se afiadieron un anticuerpo neutralizante dirigido a CTGF (20 pg/mL) o un anticuerpo IgG control
(20 pg/mL) a las células endoteliales como se indica, y se dejoé que 1 x 10° células endoteliales migraran hacia 5 x 10*
células cancerosas en un ensayo de migracion trans-well. n=3-8; valores p basados en un ensayo de la t de student
de una via. (C) Imagineria bioluminiscente de metastasis pulmonares por 5 x 10* células MeWo parentales inactivadas
para CTGF en el entorno de sobreexpresion de miR-199a o miR-1908. n=5-6; valores p obtenidos usando un ensayo
de la t de Mann-Whitney de una via. Todos los datos se representan como media + SEM.

Figura 10. El tratamiento con el agonista de LXR GW3965 eleva los niveles de ApoE de las células de melanoma y
suprime la invasion de células cancerosas, el reclutamiento endotelial, y la colonizaciéon metastasica. (A-B) Se
incubaron células MeWo parentales en presencia de DMSO o GW3965 a las concentraciones indicadas. Después de
48 horas, se extrajo el ARN total, y se determinaron los niveles de ApoE (A) y DNAJA4 (B) por gqRT-PCR. n=3. (C)
Invasion celular por 1 x 10° células MeWo parentales pretratadas con GW3965 o DMSO durante 48 horas. n=6-7.
valores p basados en un ensayo de la t de student de una via. Todos los datos se representan como media + SEM.
(D) Reclutamiento endotelial por 5 x 10* células MeWo parentales pretratadas con GW3965 o DMSO durante 48 horas.
n=6-7. valores p basados en un ensayo de la t de student de una via. (E) Los ratones se alimentaron con dieta de
pienso basado en grano que contenia GW3965 (20mg/kg) o una dieta control. Después de 10 dias, se inyectaron 4 x
10* células MeWo parentales en la vena de la cola en ratones, y los ratones se alimentaron continuamente con pienso
que contenia GW3965 o una dieta control durante todo el experimento. Se evalud la colonizacién pulmonar por
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imagineria bioluminiscente. n=5-6; valores p obtenidos usando un ensayo de la t de Mann-Whitney de una via Todos
los datos se representan como media + SEM.

Figura 11. Identificacion de miR-7 como un supresor endoégeno de metastasis de melanoma. (A) Grafico de imagineria
bioluminiscente de colonizacion metastasica pulmonar después de la inyeccion intravenosa de 4 x 104 células MeWo
parentales que expresan una horquilla corta (miR-Zip) que inhibe miR-7 (miR-7 KD). Los pulmones se extrajeron 63
dias después de la inyeccion y se tifieron con H y E. n=5. (B). Metastasis pulmonar por 4 x 10* células LM2 que
sobreexpresan el precursor para miR-7 o una horquilla control. La colonizaciéon pulmonar se monitorizé semanalmente
por imagineria bioluminiscente, y los pulmones se extrajeron en el dia 77 después de la inyeccion. n=5. Todos los
datos se representan como media + SEM; los valores p se determinaron usando un ensayo de la t de Mann-Whitney
de una via. *p<0.05, **p<0.01.

Figura 12. Seleccién in vivo de derivados de lineas celulares de melanoma humano altamente metastasicas e
identificacion de miR-199a-3p, miR-199a-5p, y miR-1908 como miARN promotores de metastasis (A-B) Imagineria
bioluminiscente de metastasis pulmonares e imagenes representativas de pulmones teflidos con H y E
correspondientes a derivados metastasicos MeWo-LM2 (A) y A375-LM3 (B) y sus lineas celulares parentales
representativas. Se inyectaron intravenosamente 4 x 10* células MeWo-Par/MeWo-LM2 y 1 x 105 células A375-
Par/A375-LM3 en ratones NOD-SCID, y se extrajeron los pulmones y se tifieron con H'y E en el dia 72 y dia 49,
respectivamente. n=4-5. (C) Se determinaron los niveles de expresion de miR-199a-5p, miR-199a-3p, miR-1908, y
miR-214 por gRT-PCR en derivados metastasicos A375-LM3y sus células parentales. n=3. (D) Se transdujeron células
MeWo parentales con retrovirus que expresan una horquilla control o una construccion de horquilla de pre-miARN
dando lugar a miR-199a (ambos miR-199a-3p y miR-199a-5p), miR-1908, o miR-214. Se determinaron los niveles de
expresion de los miARN diana por gRT-PCR. n=3. (E) Se analizaron secciones de pulmén tefidas con H y E de la
Figura 1C para determinar el nimero de nddulos metastasicos que resultan de células MeWo parentales que
sobreexpresan miR-199a, miR-1908, o una horquilla control. n=3. (F) Se analizé el numero de nédulos metastasicos
formados por células LM2 con expresion silenciada de miR-199a-3p, miR-199a-5p, miR-1908, o una secuencia control
en secciones de pulmones tefiidas con H y E de la Figura 1D. n=3. Todos los datos se representan como media +
SEM.

Figura 13. MiR-199a y miR-1908 inhiben la proliferacion in vitro y promueven selectivamente la invasion celular y el
reclutamiento endotelial (A) Se sembraron 2,5 x 10* células MeWo que sobreexpresan miR-199a, miR-1908, o una
horquilla control en triplicado, y se contaron las células viables después de 5 dias. n=3. (B) Se compararon 1 x 10°
células MeWo parentales poco metastasicas y células LM2 altamente metastasicas para determinar su capacidad de
invadir a través de matrigel en un ensayo trans-well. n=3-4. (C) Se sembraron 1 x 10° células endoteliales en una placa
de 6 pocillos y se dejo que formaran una monocapa. Se sembraron 2 x 10° células MeWo parentales que
sobreexpresan miR-199a, miR-1908, o una horquilla control en la parte superior de la monocapa endotelial y se incubd
durante 30 minutos. Cada monocapa se sometid posteriormente a imagineria, y se cuantificd el nimero de células
cancerosas que se adhirieron a las células endoteliales. n=3. (D) Se sembraron 1 x 10° células MeWo parentales que
sobreexpresan miR-199a, miR-1908, o una horquilla control en placas con baja adherencia que contenian medio
celular suplementado con metilcelulosa al 0,2 %. Después de 48 horas en suspension, se cuantificaron los numeros
de células muertas y viables. n=3. (E) Se sembraron 5 x 10° células MeWo parentales que sobreexpresan miR-199a,
miR-1908, o una horquilla control en una placa de 6 pocillos y se incubé en medio con bajo contenido en suero durante
48 horas, después de lo cual se cuantifico el nimero de células viables. n=4. (F) Formacion de colonias por células
MeWo parentales que sobreexpresan miR-199a, miR-1908, o una horquilla control. Se sembraron 50 células en una
placa de 6 cm, y se cuantific el nimero de colonias formadas 2 semanas después. n=4. (G) Se sembraron 5 x 10*
células MeWo parentales y LM2 en la parte inferior de un pocillo y se evalud su capacidad de reclutar células
endoteliales. n=6-8. (H) Porcentaje de densidad de vasos sanguineos, mostrado como una representacion de fraccion
acumulativa, para ndédulos metastasicos formados por células MeWo parentales que sobreexpresan miR-199a, miR-
1908, o wuna horquilla control. Las secciones pulmonares de la Figura 1C se tifieron doblemente
inmunohistoquimicamente para vimentina humana y MECA-32, y se cuantifico el area positiva para MECA-32 respecto
al area total del nédulo, proporcionada por la tincién con vimentina humana, usando ImageJ. n=43 nédulos (control);
n=117 nddulos (miR-199a OE); n=55 ndédulos (miR-1908 OE). Todos los datos se representan como media + SEM.
Barra de escala, 100 um.

Figura 14. MiR-199a y miR-1908 de manera convergente y cooperativa toman como diana ApoE y DNAJA4 (A)
Diagrama Venn que muestra la estrategia experimental integradora que da lugar a la identificacion de genes diana
potenciales comunes para miR-199a-3p, miR-199a-5p, y miR-1908. El perfilado transcriptémico de genes regulados a
la baja mas de 1,5 veces después de la sobreexpresion de cada miARN se superpuso con genes regulados al alza
mas de 1,5 veces después del silenciamiento de cada miARN y con genes regulados a la baja mas 1,5 veces en
células LM2 metastasicas respecto a su linea celular parental. (B-D) Niveles de expresion de ApoE y DNAJA4 medidos
por gRT-PCR en células MeWo parentales que sobreexpresan miR-199a, miR-1908, o una horquilla control (B), en
células MeWo parentales y su linea celular derivada LM2 altamente metastasica (C), y en células MeWo-LM2 con
silenciamiento basado en miR-Zip de miR-199a-3p, miR-199a-5p, miR-1908, o una secuencia control (D). n=3. (E)
Ensayos de informador luciferasa heterélogo que miden la estabilidad de fusiones de 3'UTR/CDS de ApoE y DNAJA4
mutante en el sitio diana de miR-199a-3p, miR-199a-5p, o miR-1908 con luciferasa en células LM2 altamente
metastasicas con inhibicion de miR-199a-3p, miR-199a-5p, miR-1908, o una secuencia control. n=3-4. (F) Se
transdujeron células MeWo-LM2 con retrovirus que expresan un vector control o un vector de sobreexpresion dando
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lugar a ApoE o DNAJA4. Se determinaron los niveles de expresion de los genes diana por qRT-PCR. (G) Los niveles
de expresion de ApoE y DNAJA4, determinados por qRT-PCR, en células MeWo parentales se transdujeron con
ARNSsh lentivirales dirigidos a ApoE, DNAJA4, o una secuencia control. Todos los datos se representan como media
+ SEM.

Figura 15. Interacciones epistaticas entre miR-199a/miR-1908 y ApoE/DNAJA4 (A-D). Se transdujeron células MeWo-
LM2 con ARNsh lentivirales dirigidos a ApoE (A, C), DNAJA4 (B, D), o un ARNsh control en el entorno de silenciamiento
inducido por miR-Zip de miR-1908 (A, B), miR-199a-5p (C, D), o una secuencia control. Los niveles de los genes diana
se analizaron por gRT-PCR. (E) Imagineria bioluminiscente de metastasis pulmonares por 1 x 105 células LM2 que
expresan una horquilla control o ARNsh (independientes de los ARNsh usados en la Figura 4E) dirigidos a ApoE,
DNAJA4, o una secuencia control en el entorno de la inhibicion de miR-1908. Imagenes bioluminiscentes
representativas y pulmones tefiidos con H y E correspondientes al dia 42 después de la inyeccion. n=5. (F-G) Los
niveles de expresion de ApoE y DNAJA4 se analizaron por gRT-PCR en células MeWo parentales transducidas con
retrovirus que expresan un vector control o un vector de sobreexpresion para ApoE o DNAJA4 en el entorno de la
sobreexpresion de miR-1908 (F) o miR-199a (G). (H-1). Se examinaron células MeWo parentales que sobreexpresan
ApoE o DNAJA4 o que expresan un vector control en el entorno de la sobreexpresion de miR-199a para determinar
los fenotipos de invasion (H) y reclutamiento endotelial (l). n=7-8. (J) Imagineria bioluminiscente de metastasis
pulmonares por 4 x 10* células MeWo parentales que sobreexpresan ApoE o DNAJA4 o que expresan un vector
control en el entorno de la sobreexpresion de miR-1908. Imagenes bioluminiscentes representativas y pulmones
tefiidos con H y E correspondientes al dia 56 después de la inyeccion n=4-8. (K). Niveles de expresion de ApoE y
DNAJA4, determinados por qRT-PCR, en derivados A375-LM3 altamente metastasicos transducidos con lentivirus
que expresan construcciones de ARNsh dirigidas a ApoE y DNAJA4 o una secuencia control. Todos los datos se
representan como media + SEM. Barra de escala, 100 um.

Figura 16. La ApoE extracelular inhibe los fenotipos de invasiéon y reclutamiento endotelial de melanoma
independientemente de cualquier efecto en la proliferacion y supervivencia de las células cancerosas o endoteliales
(A) Se midieron los niveles extracelulares de ApoE por ELISA en medio condicionado de células MeWo que
sobreexpresan miR-199a, miR-1908, o una horquilla control. n=3. (B-C) Se cultivaron 3 10* células MeWo-LM2 (B) o
células endoteliales (C) en presencia de BSA (100 uM) o APOE (100 uM), y se monitorizé la proliferacion celular con
el tiempo mediante el recuento del nimero de células viables en cada punto de tiempo indicado. n=3. (D-E)
Supervivencia de células MeWo-LM2 (D) o células endoteliales (E) en el contexto de privacion de suero en presencia
de BSA (100 pM) o APOE (100 uM). n=3. (F-G) Se evaluaron los niveles de expresion de ARNm de ApoE en células
MeWo parentales transducidas con lentivirus que expresa una horquilla control o construcciones de horquilla corta
dirigidas a DNAJA4 (F) y en células LM2 transducidas con retrovirus que expresan un vector control o un vector de
sobreexpresion para DNAJA4 (G). n=3. (H-1) Se evaluaron las células LM2 transducidas con retrovirus que expresa
un vector control o un vector de sobreexpresion para DNAJA4 para determinar su capacidad de invadir a través de
matrigel (H; n=6-8) y reclutar células endoteliales en un ensayo trans-well (I; n=4) en presencia de anticuerpos IgG (40
pg/mL) o neutralizante de ApoE 1D7 (40 ug/mL). Todos los datos se representan como media + SEM.

Figura 17. ApoE inhibe la invasion celular y el reclutamiento endotelial por la toma como diana de los receptores LRP1
de células de melanoma y LRP8 de células endoteliales (A) Se analizaron 1 x 10° células LM2 transducidas con ARNSi
frente a LRP1 o una secuencia control para determinar su capacidad de invadir a través de matrigel. n=9-12. (B) Se
transfectaron 1 x 10° células MeWo-LM2 inhibidas para miR-199a-5p o una secuencia control con ARNSsi dirigidos a
LRP1 o un ARNSi control y se examinaron para determinar su capacidad de invasion de matrigel. n=4. (C) Pulmones
tefiidos con H y E representativos extraidos en el dia 56 de ratones NOD-SCID a los que se inyectd células MeWo-
LM2 miR-1908 KD transducidas con un ARNSsi control o ARNsi dirigidos a LRP1 (Véase la Figura 6C). (D-E) Se
transfectaron 1 x 10° células endoteliales con ARNsi dirigidos a LRP8 o una secuencia control y se dejé que migraran
en trans-well hacia 5 x 10* células MeWo-LM2 que expresan una horquilla corta control (D; n=8) o 5 x 10* células
MeW o-LM2 inhibidas para miR-199a-5p o una secuencia control (E; n=4). Todos los datos se representan como media
+ SEM. Barra de escala, 100 um.

Figura 18. La inhibicion basada en LNA de miR-199a y miR-1908 suprime las metastasis de melanoma (A) Proliferacion
celular in vitro de 2,5 x 10* células MeWo-LM2 transducidas con un LNA control o una mezcla de LNA dirigidos a miR-
199a-3p, miR199a-5p y miR-1908. Se cuantificd el numero de células viables después de cinco dias. n=3. (B)
Colonizacién pulmonar por derivados A375-LM3 altamente metastasicos transfectados con un LNA control o una
mezcla de LNA dirigidos a miR-199a-3p, miR199a-5p, y miR-1908. 48 horas después de la transfeccion, se inyectaron
intravenosamente 5 x 10° células en ratones NOD-SCID, y se determind la colonizacion pulmonar mediante la medicion
de bioluminiscencia 35 dias después. n=5-6. (C) El peso de los ratones tratados con una mezcla de LNA dirigidos a
los tres miARN o un tratamiento control con PBS simulado (Figura 7J) se monitorizé bisemanalmente. n=5-6. Todos
los datos se representan como media + SEM.

Figura 19. La activacion de la sefalizacion de LXRB suprime la invasion celular y reclutamiento endotelial del
melanoma. (A) Mapa de calor que representa los niveles de expresion basados en micromatriz de las isoformas LXR
y RXR en la coleccion de lineas celulares de melanoma NCI-60. El mapa de calor para estos genes se extrae del
mapa de calor mayor de la familia de receptores de hormonas nucleares (Figura 20). La clave del mapa de color indica
el cambio en las desviaciones estandar para el valor de la expresion de cada receptor respecto al valor de expresion
promedio de todos los genes perfilados en la micromatriz (> 39.000 variantes de transcritos) en cada linea celular. (B)
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Invasion celular por las células de melanoma humano 1 x 10° MeWo, 5 x 10* HT-144, 5 x 10° SK-Mel-2, y 5 x 10* SK-
Mel-334.2. Las células se trataron con DMSO, GW3965, T0901317, o Bexaroteno a 1 pyM durante 72 horas y se
sometieron a un ensayo de invasion de matrigel en trans-well. n=4-8. (C) Se ensayaron las células de melanoma
humano 5 x 10* MeWo, HT-144, SK-Mel-2, y SK- Mel-334.2 para determinar su capacidad de reclutar 1 x 10° células
endoteliales en un ensayo de migracion trans-well, después del tratamiento de las células de melanoma con DMSO,
GW3965, T0901317, o Bexaroteno a 1 uM durante 72 horas. n=4-8. (D-E) Se sometieron las células de melanoma 1
x 105 MeWo (D) y 1 x 10° HT-144 (E) que expresan un ARNsh control o ARNsh dirigidos a LXRa o LXRg al ensayo de
invasion celular después del tratamiento de las células con DMSO, GW3965, o T0901317 a 1 uM durante 72 horas.
n=4-12. (F-G) Se trataron las células 5 x 10* MeWo (F) y 5 10* HT-144 (G), transducidas con ARNsh lentivirales
dirigidos a LXRa o LXRB o un ARNsh control, con DMSO, GW3965, o T0901317 a 1 uM durante 72 horas y se
ensayaron para determinar su capacidad de reclutar 1 x 10° células endoteliales en un ensayo de migracion trans-
well. n=7-8. Todos los datos se representan como media + SEM. Barra de escala, 50 ym. *p<0,05, **p<0,01,
***p<0,001, ****p<0,0001.

Figura 20. Analisis de la expresion de receptores hormonales nucleares en melanoma y efectos de agonistas de LXR
y RXR en el crecimiento celular in vitro, relacionado con la Figura 19(A-G). (A) Mapa de calor que muestra los niveles
de expresién basados en micromatriz de todos los miembros de la familia de receptores hormonales nucleares a lo
largo de la coleccion NCI-60 de lineas de melanoma. Los niveles de expresion de cada receptor se presentan como
el nimero de desviaciones estandar por debajo o por encima de los niveles de expresion promedio de todos los genes
(> 39.000 variantes de transcritos) detectados por la micromatriz en cada linea celular respectiva. (B) Se sembraron
las células de melanoma humano 2,5 x 10* MeWo, HT-144, o SK-Mel-334.2 en placas de 6 pocillos y se cultivaron en
presencia de DMSO, GW3965, T0901317, o Bexaroteno a 1 uM. Las células viables se contaron en el dia 5 posterior
a la siembra. n=3-6. (C) Se sembraron en placas 2,5 x 10 células MeWo, HT-144, o SK-Mel-334.2 en triplicado y se
incubaron en medio que contenia DMSO, GW3965, T0901317, o Bexaroteno a 1 uM durante 5 dias, después de lo
cual se cuantifico el nimero de células muertas usando la tincion de células muertas de azul de tripan. n=3. (D-G)
Expresion relativa de LXRa y LXRp, determinada por gqRT-PCR, en células de melanoma humano MeWo (D, E) y HT-
144 (F, G) que expresan un ARNsh control o ARNsh dirigidos a LXRa o LXRg. Todos los datos se representan como
media + SEM.

Figura 21. La activacion terapéutica de LXR inhibe el crecimiento tumoral del melanoma. (A-B) Crecimiento tumoral
primario por 5 x 10* células de melanoma de raton B16F10 inyectadas subcutaneamente en ratones C57BL/6-WT.
Después del crecimiento tumoral hasta un volumen de 5-10 mm3, los ratones se alimentaron continuamente con un
pienso control o un pienso suplementado con GW3965 (20 mg/kg/dia o 100 mg/kg/dia) (A) o T0901317 (20 mg/kg/dia)
(B). Las imagenes tumorales representativas mostradas corresponden a tumores extraidos en el dia final (d12). n=10-
18 (A), 8-10 (B). (C-E) Crecimiento tumoral primario por las células de melanoma humano 1 x 106 MeWo (C), 7,5 x 10°
SK-Mel-334.2 (D), y 2 x 108 SK-Mel-2 (E) inyectadas subcutaneamente en ratones inmunocomprometidos. Después
del crecimiento tumoral hasta un volumen de 5-10 mm?3, los ratones se asignaron aleatoriamente a una dieta control o
una dieta suplementada con GW3965 (20 mg/kg o 100 mg/kg, segun se indica). Las imagenes tumorales mostradas
corresponden al Gltimo dia de mediciones. n=6-34 (C), 8 (D), 5 (E). (F) Se inyectaron subcutaneamente 5 x 10* células
B16F10 en ratones C57BL/6-WT. Después del crecimiento tumoral hasta 150 mm?3, los ratones se alimentaron
continuamente con un pienso control o un pienso que contenia GW3965 (150 mg/kg), y el crecimiento tumoral se midié
diariamente. n=6-13. (G-l) Supervivencia global de los ratones después del injerto subcutaneo de las células 5 x 10*
B16F10 (G), 1 x 10 MeWo (H), y 7,5 x 10° SK-Mel-334.2 (1) en ratones a los que se administré un pienso normal o un
pienso suplementado con GW3965 (100 mg/kg) después de la formacion de los tumores que tenian un volumen de 5-
10 mm3. n=6-9 (F), 4-7(H), 3-6 (l). (J-L) Densidad de las células endoteliales tumorales, determinada por tincion
inmunohistoquimica para el antigeno de células endoteliales de raton MECA-32 (J), proliferacion de las células
tumorales, determinada por tincion para el marcador proliferativo Ki-67 (K), y apoptosis de las células tumorales,
determinada por tincion para caspasa-3 escindida (L), en tumores de melanoma subcutaneos formados por 1 x 108
células de melanoma humano MeWo en respuesta al tratamiento de los ratones con una dieta control o una dieta
suplementada con GW3965 (20 mg/kg) durante 35 dias. n=5. El volumen tumoral se calculé como (diametro pequefio)?
x (diametro grande)/2. Todos los datos se representan como media + SEM. Barra de escalas, 5 mm (A-D), 50 um (J,
K), 25 ym (L).

Figura 22. El agonismo de LXRf suprime el crecimiento tumoral de melanoma, relacionado con la Figura 21(A-E). (A)
Mediciones de peso de ratones alimentados con una dieta control o una dieta suplementada con GW3965
(20 mg/kg/dia o 100 mg/kg/dia) o T0901317 (20 mg/kg) durante 65 dias. n=5-6.

Figura 23. El agonismo de LXR suprime las metastasis de melanoma al pulmén y cerebro. (A) Se pretrataron células
MeWo con DMSO o GW3965 (1 uM) durante 48 horas y se inyectaron intravenosamente 4 x 10* células a través de
la vena de la cola en ratones NOD Scid. La colonizaciéon pulmonar se monitorizd por imagineria bioluminiscente
semanalmente. Se muestran los pulmones tefiidos con H y E representativos que corresponden al dia final (d70). n=4-
5. (B-C) Imagineria bioluminiscente de metastasis pulmonares por 4 x 10* células MeWo inyectadas intravenosamente
en ratones NOD Scid que se alimentaron con un pienso control o un pienso que contenia GW3965 (20 mg/kg) o
T0901317 (20 mg/kg) empezando 10 dias antes de la inyeccion de las células cancerosas. Los pulmones tefiidos con
H y E representativos corresponden al dia final de imagineria n=5-6. (B-C) Imagineria bioluminiscente de metastasis
pulmonares por 4 x 10* células MeWo inyectadas intravenosamente en ratones NOD Scid que se alimentaron con un
pienso control o un pienso que contenia GW3965 (20 mg/kg) o T0901317 (20 mg/kg) empezando 10 dias antes de la
12
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inyeccion de las células cancerosas. Los pulmones tefiidos con H y E representativos corresponden al dia final de
imagineria n=5-6. (F) Flujo fotonico sistémico y cerebral después de la inyeccion intracardiaca de 1 x 10° células
derivadas de metastasis cerebral MeWo en ratones desnudos atimicos que se alimentaron con una dieta control o una
dieta suplementada con GW3965 (100 mg/kg) empezando el dia 0 después de la inyeccion. n=7. (G) Esquema del
modelo de metastasis ortotépica experimental usado para evaluar la capacidad del tratamiento con GW3965 de
suprimir las metastasis pulmonares después de la escision del tumor. (H) Flujo fotonico pulmonar ex vivo, determinado
por imagineria bioluminiscente, en ratones NOD Scid a los que se administré un pienso control o un pienso que
contenia GW3965 (100 mg/kg) durante 1 mes después de la escision de tumores de melanoma subcutaneos con
tamario concordante (~300 mm? de volumen) formados por 1 x 108 células de melanoma MeWo. También se muestran
los pulmones representativos tefiidos para vimentina humana. n=7-9. (I) Se inyectaron intravenosamente 4 x 10*
células MeWo en ratones NOD Scid. Después del inicio de las metastasis, detectadas por imagineria bioluminiscente
en d42, se administro a los ratones una dieta control o una dieta con GW3965 (100 mg/kg) como se indica, y se midié
semanalmente la progresion de la colonizacion pulmonar. n=6. (J) Nimero de nédulos metastasicos macroscopicos
en pulmones tefiidos con H y E extraidos en el dia final (d77) de ratones NOD Scid a los que se administré una dieta
control o una dieta suplementada con GW3965 (100 mg/kg), como se indica en (l). n=4-5. (K) Supervivencia global de
los ratones después de la inyeccion intravenosa de 4 x 10* células MeWo en ratones NOD-Scid que se alimentaron
continuamente con un pienso control o un pienso suplementado con GW3965 (20 mg/kg) empezando 10 dias antes
de la inyeccion de las células cancerosas. n=5-6. Todos los datos se representan como media + SEM.

Figura 24. Supresion de la progresion de melanoma dirigida genéticamente por terapia de activacion de LXR. (A)
Supervivencia global de ratones C57BL/6 Tyr::CreER; Braf’¢%%%*; Pten'* después de la induccion de melanoma
general por la administracion intraperitoneal de 4-HT (25 mg/kg) en tres dias consecutivos. Después de la primera
inyeccion de 4-HT, los ratones se asignaron aleatoriamente a una dieta control o una dieta suplementada con GW3965
(100 mg/kg). n=10-11. (B) Carga de tumor de melanoma, expresada como el porcentaje de area de la piel dorsal,
medida en el dia 35 en ratones Tyr::CreER; Braf'®%%%"*; Pten/®/°x a los que se administré un pienso control o un pienso
suplementado con GW3965 (100 mg/kg) después de la induccion del melanoma como se describe en (A). n=4-5. (C)
Numero de nodulos metastasicos macroscopicos en los ndédulos linfaticos de la glandula salivar detectados post-
mortem en ratones Tyr::CreER; Braf'%%%F"*; Pten'®/°x que se alimentaron con un pienso control o un pienso que
contenia GW3965 (100 mg/kg) después de la induccion global de la progresion del melanoma como se describe en
(A). n=7-8. (D) Crecimiento tumoral después de la inyeccion subcutanea de 1 x 10° células de melanoma primario
BrafV60%*: Pten’; CDKN2A”- en ratones C57BL/6-WT singénicos. Después del crecimiento tumoral hasta un volumen
de 5-10 mm?3, los ratones se alimentaron con un pienso control o un pienso suplementado con GW3965 (100 mg/kg).
n=16-18. (E) Supervivencia global de ratones C57BL/6-WT a los que se inyectaron subcutaneamente 1 x 10° células
de melanoma Braf"6%%%”*; Pten”; CDKN2A” y se trataron con una dieta con GW3965 (100 mg/kg) o una dieta control
después del crecimiento tumoral hasta un volumen de 5-10 mm3. n=7-8. (F) Colonizacién pulmonar por 1 x 10° células
de melanoma primario Braf'6%F"*; Pten”’; CDKN2A” inyectadas intravenosamente en ratones C57BL/6-WT.
Inmediatamente después de la inyeccion de las células cancerosas, los ratones se asignaron aleatoriamente a una
dieta control o una dieta suplementada con GW3965 (100 mg/kg) para el resto del experimento. n= 14-15. Todos los
datos se representan como media + SEM. Barra de escala, 2 mm (B), 5 mm (D).

Figura 25. Supresiéon mediada por LXR de la progresion del melanoma en un modelo de melanoma en ratén dirigido
genéticamente, relacionado con la Figura 24 (A-C). (A) Supervivencia global de ratones C57BL/6 Tyr::CreER;
BrafV600&*. PtenloXiox después de la induccién de melanoma general por administracion intraperitoneal de 4-HT
(25 mg/kg) en tres dias consecutivos. Después de la primera inyeccién de 4-HT, los ratones se asignaron
aleatoriamente a una dieta control o una dieta suplementada con GW3965 (100 mg/kg). n=7. (B) Imagenes
representativas de ratones C57BL/6 Tyr:CreER; Braf’6%%F*; Pten/o°x alimentados con una dieta control o dieta
suplementada con GW3965 (100 mg/kg) tomada 43 dias después de la induccion del melanoma por administracion
intraperitoneal de 4-HT.

Figura 26. Una lista de los 50 genes mas regulados al alza en células de melanoma humano MeWo en respuesta al
tratamiento con GW3965.

Figura 27. La activacion de LXRp induce la expresion de ApoE en células de melanoma; ApoE media la supresion
dependiente de LXR[ de los fenotipos de la progresion del melanoma in vitro. (A- C) Se trataron células de melanoma
humano MeWo (A), HT-144 (B), y WM-266-4 (C) con GW3965 o T0901317 a las concentraciones indicadas durante
48 horas, y los niveles de expresion de ApoE se analizaron por qRT-PCR. n=3. (D) Niveles extracelulares de proteina
ApoE, cuantificados por ELISA, en medio condicionado sin suero recogido de células de melanoma humano HT-144
tratadas con DMSO, GW3965, 0 T0901317 a 1 yM durante 72 horas. n=3-4. (E-F) Se ensayaron 5 x 10* células HT-
144, tratadas con DMSO, GW3965, o T0901317 a 1 uM durante 72 horas, para determinar los fenotipos de invasion
celular (E) y reclutamiento endotelial (F) en presencia de un anticuerpo neutralizante de ApoE (1D7) o un anticuerpo
IgG control afadidos a 40 pg/mL a cada trans-well al inicio del ensayo. n=4. (G-H) Invasion celular (G) y reclutamiento
endotelial (F) por 1 x 10° y 5 x 10* células MeWo, respectivamente, que expresan un ARNsh control o un ARNsh
dirigido a ApoE y tratadas con DMSO o GW3965 a 1 uM durante 72 horas antes de cada ensayo. n=7-8. (I- J) Expresion
relativa de ApoE, cuantificada por qRT- PCR, en células MeWo (l) y HT-144 (J) transducidas con un ARNsh control o
un ARNsh dirigido a LXRa o LXRp y tratadas posteriormente con DMSO, GW3965, o T0901317 a 1 uyM durante 48
horas. n=3-9. (K) Niveles extracelulares de la proteina ApoE, medidos por ELISA, en medio condicionado sin suero
recogido de células HT-144 transducidas con un ARNsh control o un ARNsh dirigido a LXRa o LXRp y tratadas con
13
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DMSO o GW3965 a 1 uM durante 72 horas. n=3. Todos los datos se representan como media + SEM. Barra de escala,
50 um.

Figura 28. La activacion de LXR suprime la invasion y el reclutamiento endotelial del melanoma mediante el aumento
transcripcional de la expresion de ApoE en las células de melanoma. (A) La actividad luciferasa accionada por el
promotor de ApoE fusionado en 3' de las secuencias del elemento multipotenciador 1 (ME. 1) o del elemento
multipotenciador 2 (ME.2) y transfectado en células MeWo tratadas con DMSO, GW3965, o T0901317 a 1 uM durante
24 horas. n= 4-8. (B) Los niveles extracelulares de la proteina ApoE se cuantificaron por ELISA en medio condicionado
sin suero recogido de células MeWo tratadas con DMSO, GW3965, 0 T0901317 a 1 uM durante 72 horas. n=3-4. (C)
Invasion celular por 1 x 10° células MeWo pretratadas con DMSO, GW3965, o0 T0901317 a 1 uM durante 72 horas. Al
inicio del ensayo, se afiadié un anticuerpo neutralizante de ApoE (1D7) o un anticuerpo IgG control a 40 yg/mL a cada
trans-well, como se indica. n=7-8. (D) Se ensayaron 5 x10* células MeWo, pretratadas con DMSO, GW3965, o
T0901317 a 1 uM durante 72 horas, para determinar su capacidad de reclutar 1 x 10° células endoteliales en presencia
de los anticuerpos 1D7 o IgG a 40 pg/mL. n=6-8. (E) Niveles extracelulares de la proteina ApoE, cuantificados por
ELISA, en medio condicionado sin suero de células de melanoma primario humano SK-Mel-334.2 tratadas con DMSO
0 GW3965 a 1 uM durante 72 horas. n=4. (F-G) Se sometieron 5 x 10* células SK-Mel-334.2, pretratadas con GW3965
a 1 uM durante 72 horas, a los ensayos de invasion celular (F) y reclutamiento endotelial (G) en presencia de
anticuerpos 1D7 o IgG a 40 pg/mL. n=7-8. (H) Se determind la actividad del promotor de ApoE fusionado con los
elementos potenciadores ME.1 o ME.2 a través de la medicion de la actividad del informador luciferasa en células
MeWo que expresan un ARNsh control o ARNsh dirigidos a LXRa o LXRB en presencia de DMSO o GW3965 (1 uM)
durante 24 horas. n=3-8. () Los niveles extracelulares de la proteina ApoE, cuantificados por ELISA, se evaluaron en
medio condicionado sin suero recogido de células de melanoma humano MeWo que expresan un ARNsh control o
ARNSsh dirigidos a LXRa o LXRp en respuesta al tratamiento con GW3965 o T0901317 (1 uM) durante 72 horas. n=3-
8. Todos los datos se representan como media + SEM. Barra de escala, 50 um.

Figura 29. La administracion terapéutica de agonistas de LXR regula al alza la expresion de ApoE derivada de
melanoma y sistémica. (A-B) Niveles de expresion de ApoE, cuantificados por gRT-PCR, en tumores subcutaneos
formados por células de melanoma de raton B16F10 inyectadas en ratones C57BL/6. Después de la formacion de
tumores de 5 mm3, los ratones se alimentaron con una dieta control o una dieta que contenia GW3965 (20 mg/kg) (A)
0 T0901317 (20 mg/kg) (B) durante 7 dias. n=3-4. (C-E) Expresion del transcrito de ApoE en tumores primarios (C),
metastasis pulmonares (D), y metastasis cerebrales (E) formadas por células de melanoma humano MeWo injertadas
en ratones NOD Scid a los que se administré pienso control o pienso suplementado con GW3965 (20 mg/kg). Se
evaluaron los niveles de ApoE en el dia 35 (C), dia 153 (D), y dia 34 (E) después de la inyeccion de las células
cancerosas. n=3-5. (F) Los niveles de expresion relativa de LXRa, LXRB, y ApoE se determinaron por qRT- PCR en
células de melanoma de ratén B16F10 que expresan una horquilla control o un ARNsh dirigido a LXRa (sh_mLXRa),
LXRB de raton (sh_mLXRB), o ApoE de ratdon (sh_mApoE). (G-H) Niveles de ARNm de ApoE (G) y ABCA1 (H),
medidos por qRT-PCR, en células B16F 10 que expresan un ARNsh control o ARNsh dirigidos a LXRg de ratéon o ApoE
de ratén. Las células se trataron con DMSO o GW3965 a 5 uM durante 48 horas. n=3. (I) Niveles de ARNm de ABCAT,
medidos por qRT-PCR, en células sanguineas blancas sistémicas extraidas de ratones LXRa -/- o LXRB -/-
alimentados con una dieta control o una dieta suplementada con GW3965 (20 mg/kg) durante 10 dias. n=3-4. (J) Se
determind la expresion relativa del ARNm de ApoE, expresada como la frecuencia de etiquetas SAGE, en los tejidos
de piel y pulmon de los ratones usando la base de datos publica de Matriz de Expresion de mSAGE disponible en el
Cancer Genome Anatomy Project (CGAP) con fondos del NCI. (K) Expresion relativa del ARNm de ApoE, determinada
por gqRT-PCR, en células de melanoma MeWo disociadas de nédulos metastasicos pulmonares (LM2) o tumores
primarios respecto a células parentales MeWo control no seleccionadas. n=3.

Figura 30. El agonismo de LXRf suprime el crecimiento tumoral y metastasis del melanoma mediante la induccion de
la expresion de ApoE derivada de melanoma y sistémica. (A) Mediciones por transferencia Western de los niveles de
la proteina ApoE en lisados de tejido adiposo, pulmonar, y cerebral extraidos de ratones de tipo salvaje alimentados
con un pienso control o un pienso suplementado con GW3965 (20 mg/kg) o T0901317 (20 mg/kg) durante 10 dias. (B)
Cuantificacion de la expresion de la proteina ApoE sobre la base de las transferencias western mostradas en (A). Se
uso tubulina total como un control endégeno para la normalizacion. n=3-5. (C) Niveles de expresion de ApoE,
determinados por gRT-PCR, en células sanguineas blancas sistémicas de ratones alimentados con una dieta control
o0 una dieta suplementada con GW3965 o T0901317 a 20 mg/kg durante 10 dias. n=3-6. (D) Se inyectaron
subcutaneamente células control B16F10 o células B16F10 que expresan ARNsh dirigidos a LXRa de raton (sh
m_LXRa) o LXR de raton (sh_mLXRg) en ratones C57BL/6-WT, LXRa -/- o LXRpB -/-. Una vez los tumores alcanzaron
un volumen de 5-10 mm?, los ratones se alimentaron con una dieta control o una dieta suplementada con GW3965
(20 mg/kg) durante 7 dias, después de lo cual se midié el volumen tumoral final. Las imagenes tumorales
representativas extraidas en el punto final se muestran en el panel derecho. n=6-18. (E) Niveles del transcrito de ApoE,
cuantificados por gqRT-PCR, en células sanguineas blancas sistémicas extraidas de ratones LXRa -I- o LXRS -/-
alimentados con una dieta control o una dieta suplementada con GW3965 (20 mg/kg) durante 10 dias. n=3-5. (F)
Crecimiento tumoral subcutaneo por 5 x 10* células control B16F 10 o células B16F10 que expresan un ARNsh dirigido
a ApoE de ratén (sh_mApoE) en ratones C57BL/6-WT o ApoE-/-. Después de la formacion de tumores con un volumen
de 5-10 mm?, los ratones se alimentaron con una dieta control o una dieta suplementada con GW3965 (20 mg/kg)
durante 7 dias, y se cuantificé el volumen tumoral final. Las imagenes representativas de los tumores extraidos en el
dia final de la medicion (d12) se muestran a la derecha. n=8-18. (G) Colonizacion pulmonar por 5 x 10* células B16F10
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transducidas con un ARNsh control o sh_mApoE e inyectadas intravenosamente en ratones C57BL/6-WT o ApoE-/-.
Empezando a los 10 dias antes de la inyeccion de las células cancerosas, los ratones se asignaron a un tratamiento
con una dieta control o una dieta suplementada con GW3965 (20 mg/kg). Se cuantificaron las metastasis pulmonares
en d22 por imagineria bioluminiscente. Los pulmones representativos extraidos en el punto final (d22) se muestran en
el panel derecho. n=5-10. (H) Expresion de la proteina ApoE, determinada por analisis de inmunohistoquimica ciegos,
en muestras de lesiones cutaneas de melanoma primario no metastasico (n=39) y metastasico (n=34) obtenidas de
pacientes en MSKCC. La fraccion del area celular tefiida positivamente para ApoE se cuantificé como un porcentaje
del area tumoral total. (I) Curvas de Kaplan-Meier para la cohorte de MSKCC (n=71) que representan la supervivencia
sin metastasis de pacientes como una funcién de la expresion de la proteina ApoE en las lesiones de melanoma
primario de los pacientes. Los melanomas que tenian niveles de ApoE por encima de la mediana de la poblacion se
clasificaron como positivos para ApoE (pos), mientras que los tumores con una expresion de ApoE por debajo de la
mediana se clasificaron como negativos para ApoE (neg). Todos los datos se representan como media + SEM. Barra
de escala, 5 mm (D y F), 100 pm (H).

Figura 31. La activacion de LXR[ suprime el crecimiento in vivo de lineas de melanoma resistentes a dacarbazina y
vemurafenib. (A) Crecimiento celular in vitro por 2,5 x 10* células parentales B16F10 y células B16F 10 resistentes a
DTIC derivadas in vitro en respuesta a varias dosis de dacarbazina (DTIC) afiadida al medio celular durante 4 dias.
n=3. (B-D) Crecimiento tumoral por 5 x 10* células parentales B16F10 sensibles a DTIC (B) 0 5 x 10* células B16F10
resistentes a DTIC (C) inyectadas subcutaneamente en ratones C57BL/6-WT. Después del crecimiento tumoral hasta
un volumen de 5-10 mm?3, los ratones se trataron con dacarbazina (50 mg/kg, i.p., diariamente) o un vehiculo control
y se asignaron aleatoriamente a pienso regular o un pienso suplementado con GW3965 (100 mg/kg). Las mediciones
del volumen tumoral en el dia final se muestran en (D). n=8-16 (B), 7-8 (C). (E-F) Crecimiento tumoral por células
parentales MeWo sensibles a DTIC y células de melanoma humano MeWo resistentes a DTIC derivadas in vitro en
respuesta a tratamientos con DTIC o GW3965. Se inyectaron subcutaneamente 5 x 10° células en ratones NOD Scid
gamma. Después de la formacion de tumores con un volumen de 5-10 mm3, los ratones se asignaron de forma ciega
a un tratamiento control, un tratamiento con DTIC (50 mg/kg, administrado i.p., diariamente en ciclos de 5 dias con
intervalos sin tratamiento de 2 dias), o un tratamiento con una dieta suplementada con GW3965 (100 mg/kg). Las
mediciones de los tumores en el dia final se muestran en (F). n=6-8. (G) Crecimiento tumoral por 2 x 10° células SK-
Mel-239 de clon resistente a vemurafenib inyectadas subcutaneamente en ratones NOD Scid gamma que se asignaron
a una dieta control o una dieta suplementada con GW3965 (100 mg/kg) posteriormente al crecimiento de los tumores
hasta un volumen de 5-10 mm?3. n=7-8. (H) Supervivencia global de los ratones después del injerto de 2 x 10° células
SK-Mel-239 resistentes a vemurafenib. Después del crecimiento de los tumores hasta un volumen de 5-10 mm?, los
ratones se alimentaron continuamente con una dieta control o una dieta suplementada con GW3965 (100 mg/kg). n=7.
(I) Modelo derivado experimentalmente que representa la activacion de ApoE sistémica y auténoma de melanoma por
la terapia de activacion de LXRB en la mediaciéon de la supresion de los fenotipos de progresion de melanoma. La
ApoE extracelular suprime las metastasis de melanoma mediante la inhibicidon coordinada de la invasion celular del
melanoma y el reclutamiento endotelial no auténomo de células a través de la toma como diana de los receptores
LRP1 de células de melanoma y LRP8 de células endoteliales, respectivamente. Todos los datos se representan como
media + SEM. Barra de escala, 5 mm.

Figura 32. Supresion inducida por dacarbazina del crecimiento tumoral por células de melanoma humano. (A)
Crecimiento tumoral por 5 x 10° células parentales MeWo sensibles a DTIC inyectadas subcutaneamente en ratones
Nod SCID gamma. Cuando los tumores alcanzaron un volumen de 5-10 mm?, los ratones se trataron con un vehiculo
control o DTIC (50 mg/kg, administrado i.p., diariamente en ciclos de 5 dias con intervalos sin tratamiento de 2 dias),
y se midio el volumen tumoral dos veces a la semana. n=6.

Figura 33. Supresion mediada por ApoE de la invasion celular en multiples tipos de cancer. Se ensayaron (A-B) 5 x
10* células de melanoma uveal humano MUM2B y OCM1, (C-E) 5 x 10* células de cancer de mama triple negativo
humano MDA-231, MDA-468, y BT 549, (F-G) 5 x 10* células de cancer pancreatico humano PANC1 y BXPC-3, y (H-
[) 5 x 10* células de cancer renal humano 786-00 y RCC4 para determinar su capacidad de invasion a través de
insertos trans-well recubiertos con matrigel in vitro. Se afadieron BSA o ApoE recombinante al medio celular a
100 pg/mL al inicio del ensayo. n=4. Todos los datos se representan como media + SEM; *p<0,05, **p<0,01,
***p<0,001.

Figura 34. Efectos de los agonistas de LXR LXR-623, WO-2007-002563 Ej. 19, WO- 2010-0138598 E;j. 9, y SB742881
en la expresion de ApoE en células de melanoma humano. (A-D) Se trataron células MeWo de melanoma humano
con DMSO o los agonistas de LXR LXR-623 (A), WO-2007-002563 (B), WO-2010-0138598 (C), o SB742881 (D) a
500 nM, 1 uM, o 2 uM durante 48 horas. Los niveles de expresién de ApoE se cuantificaron posteriormente por qRT-
PCR. n=3. Todos los datos se representan como media + SEM. *p<0,05, **p<0,01.

Figura 35. El tratamiento con el agonista de LXR GW3965 inhibe la invasion in vitro de células tumorales de cancer
renal, cancer pancreatico, y cancer de pulmon. (A-C) Invasion de matrigel trans-well por 5 x 10* células de cancer
renal humano RCC (A), 5 x 10 células de cancer pancreatico humano PANC1 (B), y 5 x 10* células de cancer de
pulmén humano H460 (C) que se trataron con DMSO o GW3965 a 1 uM durante 72 horas antes del ensayo. n=4.
Todos los datos se representan como media £ SEM. *p<0,05, **p<0,01.
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Figura 36. El tratamiento con el agonista de LXR GW3965 inhibe el crecimiento tumoral del cancer de mama in vivo.
Crecimiento tumoral primario por 2 x 108 células de cancer de mama humano MDA-468 inyectadas en los paniculos
adiposos mamarios de ratones NOD Scid gamma. Dos dias antes de la inyeccion de las células cancerosas, los
ratones se asignaron a un tratamiento con una dieta control o una dieta suplementada con GW3965 (75 mg/kg) y se
mantuvieron en la dieta correspondiente a lo largo del experimento. n=8. Todos los datos se representan como media
+ SEM. ***p<0,001.

Figura 37. Efectos de los agonistas de LXR LXR-623, WO-2007-002563 Ej. 19, WO-2010-0138598 Ej. 9, y SB742881
en los fenotipos de progresion de melanoma in vitro. (A) Invasién celular por 1 x 10° células de melanoma humano
MeW o pretratadas con DMSO, LXR-623, WO-2007-002563 Ej. 19, WO-2010-0138598 Ej. 9, o SB742881 a 1 uM cada
uno durante 72 horas. Se cuantificé el nimero de células que invadieron el lado basal de los insertos trans-well
recubiertos con matrigel. n=5. (B) Reclutamiento endotelial por 5 x 10* células MeWo pretratadas con DMSO, LXR-
623, WO-2007-002563 Ej. 19, WO-2010-0138598 Ej.9, o SB742881 a 1 uM cada uno durante 72 horas. Las células
cancerosas se sembraron en la parte inferior de una placa de 24 pocillos. Las células endoteliales se sembraron en
un inserto trans-well ajustado en cada pocillo y se dejoé que migraran hacia las células cancerosas. Se cuantifico el
numero de células endoteliales que migraban hacia el lado basal de cada inserto trans-well. n=4-5. Todos los datos
se representan como media + SEM. *p<0,05, **p<0,01.

Figura 38. Efectos de los agonistas de LXR LXR-623, WO-2007-002563 Ej. 19, WO- 2010-0138598 Ej. 9, y SB742881
en el crecimiento tumoral in vivo. (A-D) Crecimiento tumoral por 5 x 10* células de melanoma de raton B16F10
inyectadas subcutaneamente en ratones C57BL/6 de 7 semanas de edad. Después de que los tumores alcanzaran
un volumen de 5-10 mm3, los ratones se asignaron aleatoriamente a un tratamiento con una dieta control, un
tratamiento con una dieta suplementada con LXR-623 a 20 mg/kg/dia (A) un tratamiento con una dieta suplementada
con WO-2007-002563 Ej. 19 a 100 mg/kg/dia (B), un tratamiento con una dieta suplementada con WO-2010-0138598
Ej. 19 a 10 mg/kg/dia o 100 mg/kg/dia (C), o un tratamiento con una dieta suplementada con SB742881 a
100 mg/kg/dia (D). n=8-10. Todos los datos se representan como media + SEM.

Descripcion detallada de la invencién

La presente descripcion presenta métodos para prevenir o reducir la proliferacion, diferenciacion, o supervivencia
aberrante de células. Por ejemplo, los compuestos de la descripcion pueden ser Utiles para reducir el riesgo de, o
prevenir, el incremento del tamafo de tumores o que alcancen un estado metastasico. Los compuestos objeto pueden
administrarse para parar la progresion o avance del cancer. Ademas, la descripcion incluye el uso de los compuestos
objeto para reducir el riesgo de, o prevenir, una recurrencia del cancer.

La progresion metastasica requiere que conjuntos de proteinas efectoras implicadas en los fenotipos celulares
comunes se expresen de forma coherente (Gupta y Massagué, 2006 Cell 127, 679-695; Hanahan y Weinberg, 2011
Cell 144, 646-674; Talmadge y Fidler, 2010 Cancer Res. 70, 5649-5669; Hynes, 2003 Cell 113, 821-823). Dichos
estados de expresion concertada son aparentes en perfiles de expresion génica de canceres de mama primarios que
metastatizan (Wang et al., 2005 Lancet 365, 671-679), asi como en perfiles de clones de células cancerosas humanas
que presentan una actividad metastasica aumentada (Kang et al., 2003 Cancer Cell 3, 537-549; Minn et al., 2005
Nature 436, 518-524). En los ultimos afios, la regulacion posterior a la transcripcion ha emergido como un modo
generalizado y robusto de un estado de expresion concertada y control del nivel fenotipico. La clase mas estudiada
de reguladores posteriores a la transcripcion con actividad reguladora metastasica son ARN no codificadores
pequefios (MiARN) (Bartel, 2009 Cell 136, 215-233; Fabian et al, 2010 Annu. Inv. Biochem, 79, 351-379; Filipowicz et
al, 2008 Nat. Inv. Genet. 9, 102-114). Los miARN promotores de la metastasis (Ma et al, 2007 Nature 449, 682-688;
Huang et al, 2008 Nat. Cell Biol. 10, 202-210) y los miARN supresores de la metastasis (Tavazoie et al, 2008 Nature
451, 147-152) se descubrieron originariamente en el cancer de mama. Los estudios posteriores revelaron muchos
mas miARN con papeles reguladores en la tumorogénesis y metastasis de otros tipos de cancer (Hatziapostolou et al,
2011 Cell 147, 1233-1247; Hurst et al, 2009 Cancer Res. 69, 7495-7498; Olson et al, 2009 Genes Dev. 23, 2152-2165;
Zhang et al, 2010 Oncogene 29, 937-948). En muchos casos, los niveles de expresion de estos miARN en las muestras
de cancer humano han apoyado sus papeles experimentales en la metastasis. Asi, la expresion desrregulada de
miARN (Garzon et al, 2010 Nat. Rev. Drug Discov. 9, 775-789; Lujambio y Lowe, 2012 Nature 482, 347-355) y, mas
recientemente, la expresion desrregulada de ARN no codificadores largos (Calin et al, 2007 Nat. Rev. Cancer 6, 857-
866; Gupta et al, 2010 Nature 464, 1071-1076; Guttman et al, 2009 Nature 458, 223-227; Huarte et al, 2010 Cell 742,
409-419; Loewer et al, 2010 Nat. Genet. 42, 1113-1117), asi como pseudogenes no codificadores que compiten con
la unién de miARN endogenos (Poliseno et al, 2010 Nature 465, 1033-1038) parece que son caracteristicas
generalizadas del cancer humano. Las claves respecto al control robusto ejercido por miARN especificos en la
progresion metastasica provienen de un trabajo temprano que muestra que la toma como diana concertada de
multiples genes de metastasis por un tunico miARN supresor de metastasis era responsable de los efectos dramaticos
en la supresion de la metastasis (Tavazoie et al, 2008 Nature 4517, 147-152). Dicha toma de diana de genes divergente
por miARN ha surgido como una caracteristica definitoria de estos reguladores.

A un nivel conceptual, la necesidad de una regulacién divergente de la expresion génica en el cancer se entiende
facilmente. Un miARN podria ejercer una supresion metastasica robusta gracias a su capacidad de tomar como diana
multiples genes requeridos para la metastasis. El silenciamiento por los miARN a través de mecanismos genéticos o
epigenéticos promoveria faciimente la progresion del cancer mediante la desrrepresion de multiples promotores de la
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metastasis (Png et al., 2011 Nature 4871, 190-194). Es mas sutil un papel para la regulacion convergente de un Unico
gen por multiples miARN reguladores de la metastasis. Este escenario emergeria si existiera un gen clave que actuara
como un supresor robusto de la progresion metastasica. La toma como diana convergente y cooperativa de este gen
por multiples miARN podria conseguir un silenciamiento maximo de dicho gen clave supresor de la metastasis. Este
escenario, a diferencia de la delecion genética, puede observarse en casos en los que una pérdida completa de un
gen diana no podria ser tolerada por la célula, y el gen se requiriera a niveles bajos para mediar acciones metabdlicas,
por ejemplo. Dada esta posibilidad, una busqueda de miARN promotores de la metastasis cooperativos puede
descubrir nuevos genes que son cruciales para la supresion de la metastasis y puede proporcionar informacion
terapéutica para dar lugar a tratamientos mas efectivos para la prevencion de la metastasis.

Como se describe en la presente memoria, a través de una estrategia sistematica basada en la seleccion in vivo, se
identifico que un conjunto de miARN estaba desrregulado en multiples lineas metastasicas independientes derivadas
de multiples pacientes con melanoma - un cancer altamente prevalente con una incidencia creciente (Garbe y Leiter,
2009 Clin. Dermatol. 27, 3-9). Como se describe en la presente memoria, miR-1908, miR-199a-3p, y miR-199a-5p
actuan como promotores enddgenos robustos de la metastasis del melanoma a través de la toma como diana
convergente del gen metabdlico de ApoE y la proteina de choque por calor DNAJA4. A través de analisis de pérdida
de funcion, ganancia de funcion, y epistaticos, se delinea una red de miARN cooperativos que silencia de forma
maxima la sefializacion de ApoE. La ApoE secretada por las células cancerosas inhibe la invasion metastasica y el
reclutamiento endotelial, que esta mediado a través de sus acciones en distintos receptores en células de melanoma
y endoteliales. Estos miARN presentan una capacidad de prondstico significativa para identificar pacientes que
desarrollan una recidiva metastasica de melanoma, mientras la administracion terapéutica de LNA dirigidos a estos
miARN inhibe significativamente las metastasis de melanoma. La falta actual de terapias efectivas para la prevencion
de metastasis de melanoma después de la reseccion quirirgica (Garbe et al., 2011 Oncologist 16, 5-24) requiere una
comprension molecular y mecanisitica mejorada acerca de la progresion metastasica del melanoma. Para este fin, los
descubrimientos descritos en la presente memoria revelan varios genes nuevos no codificadores y codificadores clave
implicados en la progresion del melanoma y ofrecen una nueva posibilidad tanto para identificar a pacientes con alto
riesgo de metastasis de melanoma como para tratarlos.

A continuacion, se listan secuencias de acido nucleico y de aminoacidos de los miembros de la red mencionada
anteriormente y varias otras secuencias.

APOE - Secuencia de ARN (SEQ ID NO: 1)

gggatccttgagtectactcagecccageggaggtgaaggacgtecttccccaggagecgactggecaatcacaggcaggaag
atgaaggttctgtggectgegttgctggtcacattcctggcaggatgecaggecaaggtggageaageggtggagacagagec
ggageecgagetgegecageagaccgagtggeagageggcecagegetgggaactggeactgggtegettttgggattacctg
cgctgggtgcagacactgtetgageagetgcaggagpagctgctcageteccaggicacccaggaactgaggecgetgatgg
acgagaccatgaaggagttgaaggcctacaaatcggaactggaggaacaactgaccecggtggeggagoeapgacgcgegocac
ggctgtccaaggagetgeaggeggegeaggececggcetgggcgegeacatggaggacgtgtgeggecegectggtgeagtace
geggegaggtgcaggecatgeteggecagageaccgaggagetgegggtgegectegecteccacetgegeaagetgegtaa
geggcetectecgegatgecgatgacctgcagaagegectggcagtgtaccaggecgggecccgegagggcgccgagegcy
gectcagegecatccgegagegectgggpgeccetggtggaacagggecgegtgcgggecgecactgtgggetecctggecg
gecagecgcetacaggagegggcccaggectggggcgageggctgegegegeggatggaggagatgggcagecggacecy
cgaccgectggacgaggtgaaggageaggtgecggaggtgegegecaagetggaggageaggeccageagatacgectge
aggccgaggccttccaggeccgectcaagagetggeticgagecectggtggaagacatgecagegecagtgggecggpctggt
ggagaaggtgcaggcetgecgtgggeaccagegecgeccctgtgeccagegacaatcactgaacgecgaagectgeagecatg
cgacccecacgecaccecgtgectectgectecgegceagectgcagegggagaccctgteccegececcagecegtecteetgggey

APOE - Secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 2)

mkvlwaallv tflagcqakv eqavetepep elrqqtewqs gqrwelalgr fwdylrwvqt Iseqvqeell
ssqvtqelra Imdetmkelk aykseleeql tpvaeetrar Iskelqaaqa rigadmedve grivqyrgev
qamlgqstee Irvrlashir kirkrllrda ddigkrlavy qagaregaer glsairerlg plveqgrvra atvgslagqp
Igeraqawge rlrarmeemg srtrdrldev keqvaevrak leeqaqqirl qacafqarlk swfeplvedm
qrgwaglvek vqaavgtsaa pvpsdnh

(Los residuos 136-150 subrayados representan el dominio de unién a LRP de Apo E)
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DNAJA4 isoforma 1 - Secuencia de ARN (SEQ ID NO: 3)

agucccacccuucggegeagggeuccggecaacacageecuccaggecgecuacucuccagecageeggeuccacgga
cecacggaaggecaaggegpcegcCcucgggecgecgggacaguugucggaggececceuccaggeccaagecgecu
ucuccggeecccgecauggeeccggggeggeagucagageuggageuccggggaaucagacgggeagecaaaggagea
gacgeccgagaageccagacacaagauggugaaggagacccaguacuaugacauccugggegugaageccagegcgu
ccecggaggagaucaagaaggecuaucggaageuggegeucaaguaccacceggacaagaacceggaugagegegag
aaguuuaaacucauaucccaggceauaugaagugcuuucagauccaaagaaaagggauguuuaugaccaaggeggaga
gcaggcaauuaaagaaggaggcucaggeagecccagcuucucuucacccauggacaucuuugacauguucuuuggug
gugguggacggauggeuagagagagaagaggeaagaauguuguacaccaguuaucuguaacucuugaagaucuaua
uaauggagucacgaagaaauuggeccuccagaaaaauguaauuugugagaaaugugaagguguuggugggaagaag
ggaucgguggagaagugeccgeugugeaaggggegggggaugeagauccacauccageagaucgggecgggeaugg
uacagcagauccagaccgugugeaucgagugcaagggecagggugagegeaucaaccecaaggaccgeugegagage

ugcageggggeccaaggugauccgugagaagaagauuaucgagguacauguugaaaaagguaugaaagaugggcaaa
agauacuauuucauggagaaggagaucaggagecugageuggagecuggugaugucauaauugugeuugaucagaa
ggaucauagugucuuucagagacgaggecaugacuugaucaugaaaaugaaaauucagceuuucugaageucuuugu
ggeuucaagaagacgauaaaaacauuggacaaucgaauucuuguuauuacauccaaageaggugaggugauaaagea
cggggaccugagaugegugegegaugaaggaaugeccaucuacaaageaccecuggaaaaagggauucugaucauac
aguuuuuaguaaucuuuccugaaaaacacuggeuuucucuggaaaageuuccucageuggaageuuuacucccuccu
cgacagaaagugaggauuacagaugacauggaucagguggageugaaggaguuuugucccaaugageagaacuggc
gucagcacagggaggccuacgaggaggacgaagacgggccccaggeuggagugeagugecagacggeaugacgugg
ugcggggeageguggeeccaccggacuageacaugaugaauguaaaguuggeacaaugaaaaugacaucgeuuuaau
ggccuuguguuugggauguccuguguauguguucagcauucuuaauugeugagugucuuuuuggcuuuucuuuy
gguuguaacuuaaguuauagcuuaauuuauauuuaaauguuuuaaguauaaaucaccucuagucugeanauggaau
cuguucauuucuauuuucaggauauacuuuugagaugucagugauugeaccaauacuuugugcuucuaguggeuu
ugccauaauucagugucaccaauaaggcacageccaguuageageuuagecccccuageaaaccecaaggeacaaagu
gggeauccugacucaucucuaggucugugguuucuccecucuucccuuggeagaguuauugagggcaugaucucag
ggcugcuaagauaacauuucugaggauucuagaugauccucuuaaagaauaaaageacauccguggaucggacaugg
cugcaugugecugeuuaacagggecaacuuaguuccuacuguucugugeccuucaguggauggaacgugagugucu
gaucaucucucuuggaaguuuucugaaccuuccaageucuguggugaggacaaaccaguguuugaaucauaugeug
auaacuguuugccugugacccucacaccuuguucuucaggguuuuaaugauuuucuguugacaacuuuugeaauge
uuucccaccaaagugeuuacuuguaaagaaaacuaaauccuucuguguecccggeagecucagugeageaacagaage
caagggagaaugcugcugguuuggeccauggeacagecageuucucugaccaguaauccggggugacuugaggguc
ugcaaaggcauagaacuccccaguguuuuccaccucauucucccagauugageucccuuccaaaggaucguuccucu
cauugcacagecauauuacaaaggguuuccugeucaagugauguuuugguaagaacuucgeugaguuccacugugg
auuacaguuuguauggacuacuacuguaaauuauageuuguuuggaggeauauuagucauuauuuuauucaugaca
gguagacuacaauucgaacuuaggguuaccucagucuuuagecauuacugcuuauuucuuuuccecaagucacaaaa
aacuuguaagcugcuggguuaaagcagaggecaccugucagaucuacccuacccuuauuugguuacauggeaccuga
gaguuucacucagaccagggaucuuccuuaggagggucaaagugeagaucagaccaugcagguaaggugaaccageu
geacggaccagguucccgeaaaacauugecageuagugaggeanaauuugeucaaaguauagaaacageccaccugu
gceccacuuugaccauuggugaggauagauauaaaaucacuucuuccaacgaagecuaggugaaaaucuauuuauaaa
uggaccacaacucuggggugucguuuuugugcugugacuuccuaauuauugcuaaagaacuacuguuuaguuggua
augguguaaaauuacauucageuccuucuugucauauaaaaggaauuuggagggugucgeuuaaaauuuuauucca
ccuguacauuugucacuuuaaaauuadaauugageugguaugagagauaaaaaaaaaaaanaaaaaa

DNAJA4 isoforma 1 - Secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 4)
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marggsqsws sgesdgqpke qtpekprhkm vketqyydil gvkpsaspee ikkayrklal kyhpdknpde
gckfklisqa yevisdpkkr dvydqggeqa ikeggsgsps fsspmdifdm ffggggrmar errgknvvhq
Isvtledlyn gvtkklalgk nvicekcegv ggkkgsveke plckgrgmai higqigpgmv qqiqtveice
kgqgerinpk drcescsgak virekkiiev hvekgmkdgq kilfhgegdq epelepgdvi ivldgkdhsv
fqrrghdlim kmkiqlseal cgfkktiktl dnrilvitsk agevikhgdl revrdegmpi ykaplekgil iigflvifpe
khwisleklp qleallpprq kvritddmdq velkefcpne qnwrghreay eededgpqag

vqeqta

DNAJA4 isoforma 2 - Secuencia de ARN (SEQ ID NO: 5)

ZuUgaccgugacgegegageggEcggcgeggececgggecagggacycgegccagggugccggcaguggcguccgy

ZECLCUCULZACCZLCCUCECCCECCCeeeecgeagacacaagauggugaaggagacccaguacuaugacauccugggec
gugaageccagegeguccccggaggagaucaagaaggecuaucggaageuggegeucaaguaccacceggacaagaac
ceggaugagggegagaaguuuagacucauaucccaggeauaugaagugeuuucagauccaaagaaaagggauguuua
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ugaccaaggeggagagcaggcaauuaaagaaggaggeucaggeagecccageuucucuucacccauggacaucuuug
acauguucuuugguggugguggacggauggcuagagagagaagaggcaagaauguuguacaccaguuaucuguaac
ucuugaagaucuauauaauggagucacgaagaaauuggcccuccagaaaaauguaauuugugagaaaugugaaggu
guuggugggaagaagggaucgguggagaagugeccgeugugeaagggecgggggaugeagauccacauccageaga
ucgggecgggeaugguacageagauccagaccgugugeaucgagugeaagggecagggugagegeaucaaccecaag
gaccgeugegagageugeageggggecaaggugauccgugagaagaagauuaucgagguacauguugaaaaaggua
ugaaagaugggcaaaagauacuauuucauggagaaggagaucaggagecugageuggagecuggugaugucauaau
ugugcuugaucagaaggaucauagugucuuucagagacgaggecaugacuugaucaugaaaaugaaaauucageuu
ucugaagcucuuuguggcuucaagaagacgauaaaaacauuggacaaucgaauucuuguuauuacauccaaageagg
ugaggugauaaageacggggaccugagaugegugegegaugaaggaaugeccaucuacaaageaccecuggaaaaag
ggauucugaucauacaguuuuuaguaaucuuuccugaaaaacacuggeuuucucuggaaaageuuccucageugga
agcuuuacucccuccucgacagaaagugaggauuacagaugacauggaucagguggageugaaggaguuuugucce
aaugagcagaacuggcgucagcacagggaggecuacgaggaggacgaagacgggecccaggeuggagugeagugeca
gacggcaugacguggugeggggcageguggecccaccggacuageacaugaugaauguaaaguuggeacaaugaaaa
ugacaucgeuuuaauggecuuguguuugggauguccuguguanguguucageauucuuaauugeugagugucuuu
uuggcuuuucuuuugguuguaacuuaaguuauagcuuaauuuauauuuaaauguuuuaaguauaaaucaccucuag
ucugcauauggaaucuguucauuucuauuuucaggauauacuuuugagaugucagugauugeaccaauacuuugug
CuuCuagUEECuuUgCcauaauucagugucaccaauaaggcacagececaguuageageuuagecccecuageaaacce
caaggcacaaagugggcauccugacucaucucuaggucugugguuucuccccucuucccuuggeagaguuauugag
ggcaugaucucagggeugcuaagauaacauuucugaggauucuagaugauccucuuaaagaauaaaageacauccgu
ggaucggacauggeugcaugugecugeuuaacagggecaacuuaguuccuacuguucugugeccuucaguggaugg
aacgugagugucugaucaucucucuuggaaguuuucugaaccuuccaageucuguggugaggacaaaccaguguuy
gaaucauaugcugauaacuguuugecugugacccucacaccuuguucuucaggguuuuaaugauuuucuguugaca
acuuuugcaaugcuuucccaccaaagugcuuacuuguaaagaaaacuaaauccuucuguguecceggeagecucagu
geagcaacagaagecaagggagaaugeugeugguuuggeccauggeacagecageuucucugaccaguaauccgggg
ugacuugagggucugceaaaggcauagaacuccccaguguuuuccaccucauucucccagauugageucccuuccaaa
ggaucguuccucucauugeacagecauauuacaaaggguuuccugeucaagugauguuuugguaagaacuucgeug
aguuccacuguggauuacaguuuguauggacuacuacuguaaauuauagcuuguuuggagggauauuagucauuau
uuuauucaugacagguagacuacaauucgaacuuaggguuaccucagucuuuagecauuacugeuyauuucuuuue
cccaagucacaaaaaacuuguaageugeuggguuaaageagaggecaccugucagaucuacccuacccuuauuuggu
uacauggeaccugagaguuucacucagaccagggaucuuccuuaggagggucaaagugeagaucagaccaugeaggu
aaggugaaccageugcacggaccagguuccegeaaaacauugecageuagugaggeauaauuugeucaaaguauaga
aacagcccaccugugeccacuuugaccauuggugaggauagauauaaaaucacuucuuccaacgaagecuaggugaa
aaucuauuuauaaauggaccacaacucuggggugucguuuuugugeugugacuuccuaauuauugeuaaagaacua
cuguuuaguugguaaugguguaaaauuacauucagcuccuucuugucauauaaaaggaauuuggaggeugucgeuu
aaaauuuuauuccaccuguacauuugucacuuuaaaauuaaaauugageugguaugagagauaaaaaaaaaaaaaaaa
ada
DNAJA4 isoforma 2 - Secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 6)

mvketqyydi Igvkpsaspe cikkayrkla Ikyhpdknpd egekfklisq ayevisdpkk rdvydqggeq
aikeggsgsp sfsspmdifd mffggggrma rerrgknvvh qlsvtledly ngvtkklalq knvicekeeg
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vggkkgsvek cplckgrgmgq ihiqqigpgm vqqiqtveie ckgqgerinp kdrcescsga kvirekkiie
vhvekgmkdg gkilfhgegd qepelepgdv iividgkdhs vigrrghdli mkmkiqlsea legfkktikt
Idnrilvits kagevikhgd Ircvrdegmp iykaplekgi liqflvifp ekhwislekl pqleallppr gkvritddmd
qvelkefcpn eqnwrghrea yeededgpqa gvqeqta

DNAJA4 isoforma 3 - Secuencia de ARN (SEQ ID NO: 7)

acauuucageaageuggcuaaagacaugugggaaagecugacccuggauucaggucaaaucucageacucacaagau
uuaaacucauaucccaggcauaugaagugcuuucagauccaaagaaaagggauguuuaugaccaaggeggagageag
gcaauuaaagaaggaggcucaggeagecccageuucucuucacccauggacaucuuugacauguucuuugguggug
guggacggauggcuagagagagaagaggcaagaauguuguacaccaguuaucuguaacucuugaagaucuauauaa
uggagucacgaagaaauuggeccuccagaaaaauguaauuugugagaaaugugaagguguuggugggaagaaggga
ucgguggagaagugeccgeugugeaaggggeggggeaugeagauccacauccageagaucgggeegggcaugguac
agcagauccagaccgugugcaucgagugcaagggecagggugagegeaucaaccccaaggaccgeugegagageuge
agcggggecaaggugauccgugagaagaagauuaucgagguacauguugaaaaagguaugaaagaugggcaaaaga
uacuauuucauggagaaggagaucaggagecugageuggagecuggugaugucauaauugugeuugaucagaagga
ucauagugucuuucagagacgaggecaugacuugaucaugaaaaugaaaauucageuuucugaageucuuuguggec
uucaagaagacgauaaaaacauuggacaaucgaauucuuguuauuacauccaaagcaggugaggugauaaageacgg
ggaccugagaugegugegegaugaaggaaugeccaucuacaaageaccecuggaaaaagggauucugaucauacagu
uuuuaguaaucuuuccugaaaaacacuggeuuucucuggaaaageuuccucageuggaageuuuacucccuccucga
cagaaagugaggauuacagaugacauggaucagguggagcugaaggaguuuugucccaaugageagaacuggeguc
agcacagggaggccuacgaggaggacgaagacgggecccaggeuggagugeagugecagacggeaugacgugguge
ggggeageguggecccaccggacuageacaugaugaauguaaaguuggeacaaugaaaaugacaucgeuuuaauggc
cuuguguuugggauguccuguguauguguucageauucuuaauugeugagugucuuuuuggeuuuucuuuuggu
uguaacuuaaguuauagcuuaauuuauauuuaaauguuuuaaguauaaaucaccucuagucugcauauggaaucug
uucauuucuauuuucaggauauacuuuugagaugucagugauugeaccaauacuuugugcuucuaguggcuuugee
auaauucagugucaccaauaaggeacageccaguuageageuuagecceccuageaaaccecaaggracaaaguggec
auccugacucaucucuaggucugugguuucuccccucuucccuuggeagaguuauugagggcaugaucucagggcu
gcuaagauaacauuucugaggauucuagaugauccucuuaaagaauaaaagcacauccguggaucggacauggeuge
augugecugcuuaacagggecaacuuaguuccuacuguucugugeccuucaguggauggaacgugagugucugauc
aucucucuuggaaguuuucugaaccuuccaagcucuguggugaggacaaaccaguguuugaaucauaugeugauaa
CUZUUUZCCUZUZACCCUCACACCUUZUUCUUCAZEEUUUUAAUZAUUUUCUZUTZACAACUUUUEZCAAUZCUUUC
ccaccaaagugcuuacuuguaaagaaaacuaaauccuucuguguecccggeagecucagugeageaacagaagecaag
ggagaaugcugcugguuuggeccauggeacagecageuucucugaccaguaauccggggugacuugagggucugea
aaggcauagaacuccccaguguuuuccaccucauucucccagauugageucccuuccaaaggaucguuccucucauu
gcacagccauauuacaaaggguuuccugeucaagugauguuuugguaagaacuucgeugaguuccacuguggauua
caguuuguauggacuacuacuguaaauuauagcuuguuuggagggauauuagucauuauuuuauucaugacaggua
gacuacaauucgaacuuaggguuaccucagucuuuagecauuacugeuuauuucuuuuccecaagueacaaaaaacu
uguaagcugeuggguuaaageagaggecaccugucagaucuacccuacccunauuugguuacauggeaccugagag
uuucacucagaccagggaucuuccuuaggagggucaaagugeagaucagaccaugeagguaaggugaaccageugea
cggaccagguucccgeaaaacauugecageuagugaggeauaauuugeucaaaguauagaaacageccaccugugeee
acuuugaccauuggugaggauagauauaaaaucacuucuuccaacgaagecuaggugaaaaucuauuuanaaaugga
ccacaacucuggggugucguuuuugugcugugacuuccuaauuauugeuaaagaacuacuguuuaguugguaaugg
Uguaa4auuacauuCageuCCuUCUUZuCauauaaaageaauuuggaggeugucgcuuaaaauuuuauuccaccug
uacauuugucacuuuaaaauuaaaauugageugguaugagagauaaaaaaaaaaaaaaaaaaa

DNAJA4 isoforma 3 - Secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 8)
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mwesltldsg qisaltrfkl isqayevlsd pkkrdvydqg geqaikeggs gspsfsspmd ifdmffgggg
rmarerrgkn vvhqlsvtle dlyngvtkkl algknvicek cegvggkkgs vekeplekgr gmqihiqqig
pgmvqqiqtv cieckgqger inpkdrcesc sgakvirekk lievhvekgm kdgqkilthg egdqepelep
gdviivldgk dhsvfqrrgh dlimkmkiql sealcgfkkt iktldnrilv itskagevik hgdlrcvrde gmpiykaple
kgiliigflv ifpekhwlsl eklpqleall pprgkvritd dmdqvelkef cpneqnwrgh reayeededg

pgagvqcqta
LRP1 - Secuencia de ARN (SEQ ID NO: 9)

cagcggugegageuccaggeccaugeacugaggaggecggaaacaagggeageccecagageuccaucaageccecucc
aaaggeuccccuaccegguecacgecccccacceccccuccecgecuccucccaauugugeanuuuugeagecggagg
cggeuccgagaugggecugugageuucgeeeggggagggegaangageagegageagugaageggegegegugess
ugaageguuugeauuucggegcagegeacecaccecegucageaggeccuccecaagggecucggaacucuaccuc
uucacccacgecccuggugegcuuugecgaaggaaagaauaagaacagagaaggageaggeeeaaageageaaaagg
gggaccecccaacuggggggggugaaggagagaaguageaggaccagaggggaaggggeugeugeuugeaucagece
Cacaccaugeugacceegecguugeuccugeugeugecccugeucucageucugguegeggcggcuaucgacgecce
uaagacuugeageeecaageaguuugecugeagagaucaaauaaccuguaucucaaagggcugecggugcgacggug
agagggacugeccagacggaucugacgaggecccugagauuuguccacagaguaaggeccagegaugecagecaaac
gagcauaacugccuggguacugagcuguguguucccaugucccgecucugeaaugggguecaggacugeauggacg
geucagaugaggggeccccacugecgagageuccaaggeaacugeucucgecugggcugecageaccauuguguecce
acacucgaugggceccaccugeuacugeaacageageuuucageuucaggeagauggeaagaccugeaaagauuuuga
ugagugcucaguguacggeaccugeagecagcuaugeaccaacacagacggeuccuucanauguggeuguguugaag
gauaccuccugcagecggauaaccgeuccugeaaggecaagaacgagecaguagaccggeccccugugeuguugaua
gccaacucccagaacaucuuggecacguaccugaguggggeccaggugucuaccaucacaccuacgageacgeggeag
accacagccauggacuucageuaugecaacgagaccguaugeugggugeauguuggggacagugeugeucagacgea
geucaagugugeccgraugecuggccuaaaggecuucguggaugageacaccaucaacaucucccucagueugeace
acguggaacagauggccaucgacuggeugacaggeaacuucuacuuuguggaugacaucgaugauaggaucuuugu
cugcaacagaaauggggacacaugugucacauugeuagaccuggaacucuacaaccccaagggeauugeccuggacce
ugccauggggaagguguuuuucacugacuaugggcagaucccaaagguggaacgeugugacauggauggecagaac
cgcaccaageucgucgacagcaagauuguguuuccucauggeaucacgeuggaccuggucagecgecuugucuacug
ggeagaugecuaucuggacuauauugaagugguggacuaugagggeaagggecgecagaccaucauccagggeauce
ugauugageaccuguacggecugacuguguuugagaauuaucucuaugecaccaacucggacaaugecaaugeecag
cagaagacgagugugauccgugugaaccgeuuuaacageaccgaguaccagguugucacccggguggacaagggug
gugcccuccacaucuaccaccagaggegucageccegagugaggagecaugecugugaaaacgaccaguaugggaag
ccggguggcugcucugacaucugecugeuggecaacagecacaaggegeggaccugecgeugecguuccggeuucag
ccugggcagugacgggaagucaugeaagaagecggageaugageuguuccucguguauggeaagggecggccagac
aucauccggggeauggauaugggeeccaaggucccggaugageacaugauccecauugaaaaccucaugaacceecg
agceccuggacuuccacgeugagaccggeuucaucuacuuugecgacaccaccageuaccucauuggecgecagaagau
ugauggeacugagegggagaccauccugaaggacggeauccacaauguggaggguguggecguggacuggauggga
gacaaucuguacuggacggacgaugggceccaaaaagacaaucageguggecaggcuggagaaageugeucagacceeg
caagacuuuaaucgagggeaaaaugacacaccccagggeuauugugguggauccacucaauggguggauguacugga
cagacugggaggaggaccccaaggacagucggegugggeggeuggagagggcguggauggauggeucacacegaga
caucuuugucaccuccaagacagugeuuuggeccaaugggeuaagecuggacaucecggeugggegecucuacuggg
uggaugccuucuacgaccgeaucgagacgauacugeucaauggeacagaccggaagauuguguaugaagguccugag
cugaaccacgecuuuggecugugucaccauggeaacuaccucuucuggacugaguaucggaguggeagugucuace
geuuggaacgggguguaggaggcgeaceececcacugugacceuucugegeagugageggecccccaucuuugagauc
cgaauguaugaugcccageageageaaguuggeaccaacaaaugecgggugaacaauggeggeugeageagecugug
cuuggecaccccugggagecgecagugegecugugeugaggaccagguguuggacgeagacggegucacuugeuug
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gegaacccauccuacgugecuccaccecagugecagecaggegaguuugecugugecaacagecgeugeauccaggag
cgeuggaagugugacggagacaacgauugecuggacaacagugaugaggecccageccucugecaucageacaccug
cecccucggaccgauucaagugegagaacaaccggugeauccecaaccgeuggeucugegacggggacaaugacugug
ggaacagugaagaugaguccaaugecacuuguucagecegeaccugeeceeecaaccaguucuccugugecagugec
cgeugcauccccaucuccuggacgugugaucuggaugacgacuguggggaccgeucugaugagucugeuucgugug
ccuauccecaccugeuucceccugacucaguuuaccugcaacaauggeagauguaucaacaucaacuggagaugegaca
augacaaugacuguggggacaacagugacgaagecggeugeagecacuccuguucuageacccaguucaagugeaac
agegggceguugcauccecgageacuggaccugegauggggacaaugacugeggagacuacagugaugagacacacgce
caacugcaccaaccaggecacgaggeccccugguggeugecacacugaugaguuccagugecggeuggauggacuau
geaucceecugegguggegeugegauggggacacugacugeauggacuccagegaugagaagageugugaggegagu
gacccacgucugegaucccagugucaaguuuggeugeaaggacucageucggugeaucageaaagegugggugugu
gauggegacaaugacugugaggauaacucggacgaggagaacugegagucccuggecugeaggecacceucgeacce
uugugccaacaacaccucagucugecugeccccugacaageugugugauggeaacgacgacuguggegacggeucag
augagggcegageucugegaccagugeucucugaauaacgguggeugeagecacaacugeucaguggeaccuggegaa
ggcauuguguguuccugeccucugggeauggageuggggeccgacaaccacaccugecagauccagageuacuguge
caagcaucucaaaugeagecaaaagugegaccagaacaaguucagegugaagugeuccugeuacgagggcuggeguce
uggaaccugacggegagageugecgeagecuggaccccuucaagecguucaucauuuucuccaaccgecaugaaauc
cggegeaucgaucuucacaaaggagacuacageguccuggugeccggecugegeaacaccaucgeccuggacuuccac
cucageeagagegeccucuacuggaccgacgugguggageacaagaucuaccgcgggaagcugcuggacaacggagc
ccugacuaguuucgagguggugauucaguauggecuggecacacccgagggecuggeuguagacuggauugeaggec
aacaucuacuggguggagaguaaccuggaucagaucgagguggccaageuggaugggacccuccggaccacccugeu
ggecggugacauugageacccaagggeaaucgeacuggauccecgggaugggauccuguuuuggacagacugggau
£CCagrcugeccegrauugaggeagecuccaugaguggeecuggecgecgeaccgugraccgggagaccggeucugy
gggeuggeccaacgggeucaccguggacuaccuggagaagegeauccuuuggauugacgecaggucagaugecauu
uacucagceccguuacgacggeucuggecacauggaggugeuucggggacacgaguuccugucgeacccguuugeag
ugacgeuguacgggegeeageucuacuggacugacuggegaacaaacacacuggeuaaggecaacaaguggaccggec
cacaaugucaccgugguacagaggaccaacacccageccuuugaccugeagguguaccacceeuccegecageccaug
geucccaaucccugugaggecaaugggggecagggecccugeucccaccugugucucaucaacuacaaccggaccgu
guccugegecugeecccaccucaugaageuccacaaggacaacaccaccugeuaugaguuuaagaaguuccugeugua
cgeacgucagauggagauccgagguguggaccuggaugeucccuacuacaacuacaucaucuccuucacggugeecg
acaucgacaacgucacagugcuagacuacaugeccgegageageguguguacuggucugacgueceeacacaggece
aucaagcgggecuucaucaacggeacaggeguggagacagucgucucugeagacuugecaaaugeecacggecuggc
uguggacugggucucccgaaaccuguucuggacaageuaugacaccaauaagaageagaucaauguggeccggeugg
auggceuccuucaagaacgeaguggugeagggecuggageagecccauggecuugucguccacccucugegugggaa
geucuacuggaccgauggugacaacaucagcauggecaacauggauggcageaaucgeacccugeucuucaguggcce
agaagggccccgugggecuggeuanugacuucccugaaageaaacucuacuggaucageuccgggaaccauaccauc
aaccgeugceaaccuggaugggagugggeuggaggucaucgaugecaugeggagecageugggeaaggeeacegeecu
ggecaucaugggggacaageuguggugggeugaucaggugueggaaaagaugggeacaugeageaaggeugacgge
ucgggeuccgugguecuucggaacageaccacccuggugaugeacaugaaggucuaugacgagageauccageugga
ccauaagggcaccaaccccugeagugucaacaacggugacugeucccageucugecugeccacgucagagacgacceg
cuccugcaugugeacagecggeuauagecuccggaguggecageaggecugegagggeguagguuccuuucuccug
uacucugugeaugaggeaaucaggeeaauucceCuggaucccaaugacaagucagaugeccuggucccaguguccgg
gaccucgeuggceugucggeaucgacuuccacgeugaaaaugacaccaucuacuggguggacaugggecugageacga
ucagecgggecaagegggaccagacguggegugaagacguggugaccaauggeauuggecguguggagggeauuge
aguggacuggaucgeaggeaacaucuacuggacagaccagggeuuugaugucaucgaggucgeceggeucaaugge
uccuuccgeuacguggugaucucccagggucuagacaagecccgggecaucaccguccacceggagaaaggguacuu
guucuggacugaguggggucaguauccgeguauugageggucucggeuagauggeacggageguguggugeuggu
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caacgucagcaucageuggeccaacggeaucucaguggacuaccaggaugggaageuguacuggugegaugeacgga
cagacaagauugaacggaucgaccuggagacaggugagaaccgegaggugguucuguccageaacaacauggacaug
uuuucagugucuguguuugaggauuucaucuacuggagugacaggacucaugecaacggeucuaucaagegeggga
£0aaagacaaugecacagacuccgugecceugegaaccgecaucggeguccageuuaaagacaucaaagucuucaacc
gggaccggcagaaaggcaccaacgugugcgcgguggecaaugecggugcecageagcugugccuguaccgggeccg
ugggeagegggecugegecugugeccacgggaugeuggeugaagacggageaucgugeegegaguaugecggeuac
cugcucuacucagagegeaccauucucaagaguauccaccugucggaugagegeaaccucaaugegeecgugeageee
uuCgagEacccugagracaugaagaacgucaucgeccuggecuuugacuaccggecaggeraccucuccggecaccee
caaucgcaucuucuucagcgacauccacuuugggaacauccaacagaucaacgacgauggeuccaggaggaucaccau
uguggaaaacgugggcuccguggaaggecuggecuaucaccguggeugggacacucucuauuggacaageuacacy
acauccaccaucacgegecacacaguggaccagacecgeccaggggecuucgagegugagaccgucaucacuaugucu
ggagaugaccacccacgggecuucguuuuggacgagugecagaaccucauguucuggaccaacuggaaugageagea
ucccagcaucaugegggeggegeucucgggagecaauguccugacccuuaucgagaaggacauccguacceccaaug
gecuggecaucgaccaccgugecgagaageucuacuucucugacgecacccuggacaagaucgageggugegaguau
gacggeucceaccgeuaugugauccuaaagucagagecuguccaceccuucgggeuggecguguauggggageacau
UUUCUZEAaCcCUZacuggegugCeECcEEEcaguecagcegeccaacaagCacgugggecageaacaugaageugeugesc
guggacaucccccageageccaugggeaucaucgecguggecaacgacaccaacageugugaacucucuccaugecga
aucaacaacgguggcugecaggaccugugucugeucacucaccagggecaugucaacugeucaugecgagggggecg
aauccuccaggaugaccucaccugecgageggugaauuccucuugecgageacaagaugaguuugagugugecaaug
gegagugeaucaacuucagecugaccugegacggegucccccacugeaaggacaaguccgaugagaagecauccuacu
gcaacucccgecgeugeaagaagacuuuccggeagugeageaaugggegeuguguguecaacaugeuguggugeaac
ggggeegacgacuguggggauggeucugacgagaucccuugeaacaagacagecuguggugugggegaguuccgeu
geegggacgggaccugeaucgggaacuccagecgeugeaaccaguuuguggauugugaggacgecucagaugagau
gaacugcagugccaccgacugcageageuacuuccgecugggegugaagggegugeucuuccageccugegagegga
ccucacucugcuacgeaccecageugggugugugauggegecaaugacuguggggacuacagugaugagegegacug
cccaggugugaaacgecccagaugeccucugaauuacuucgecugeccuagugggegeugeauccccaugageugga
cgugugacaaagaggaugacugugaacauggegaggacgagacccacugeaacaaguucugeucagaggeccaguuu
gagugccagaaccaucgeugeaucuccaageaguggeugugugacggeagegaugacuguggggauggeucagacg
aggeugcucacugugaaggeaagacgugeggecccuccuccuucuccugeccuggeacccacgugugegueccegag
cgeuggeucugugacggugacaaagacugugeugauggugeagacgagageaucgeageugguugeuuguacaaca
geacuugugacgaccgugaguucaugueccagaaccgecagugcauccecaageacuucgugugugaccacgaccgu
gacugugcagauggeucugaugagucceccgagugugaguaccegaccugeggecccagugaguuccgeugugeca
augggcgeugucugageuccegecagugggagugugauggegagaaugacugecacgaccagagugacgaggeuce
caagaacccacacugeaccagecaagageacaagugeaaugecucgucacaguuccugugeageagugggegeugug
uggcugaggeacugeucugeaacggecaggaugacuguggegacageucggacgageguggeugecacaucaauga
gugucucagecgeaageucaguggeugeagecaggacugugaggaccucaagaucggeuucaagugecgeugucgee
cuggeuuccggeugaaggacgacggeeggacgugugeugauguggacgagugeageaccaccuuceccugeagecag
cgeugcaucaacacucauggeageuauaagugucuguguguggagggcuaugeaceccgeggeggegacceccacag
cugcaaggcugugacugacgaggaaccguuucugaucuucgecaaccgguacuaccugegeaageucaaccuggacg
gguccaacuacacguuacuuaageagggecugaacaacgecguugecuuggauuuugacuaccgagageagaugauc
uacuggacagaugugaccacccagggcageaugauccgaaggaugeaccuuaacgggagcaaugugeagguccuaca
CCEUACAZECCUCAZCaacceegauggecugecugugeacugeguggguggcaaccuguacuggugcgacaaaggec
cgggacaccaucgagguguccaageucaauggggecuaucggacggugeuggucageucuggecuccgugagecca
gggcucuggugguggaugugcagaauggguaccuguacuggacagacuggggugaccauucacugaucggecgeau
cggcauggauggguccagecgeagegucaucguggacaccaagaucacauggeccaauggecugacgeuggacuaug
ucacugagegeaucuacugggecgacgecegegaggacuacauugaauuugecagecuggauggeuccaaucgeeac
guugugcugagecaggacaucccgeacaucuuugeacugacccuguuugaggacuacgucuacuggaccgacuggg
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aaacaaaguccauuaaccgageccacaagaccacgggeaccaacaaaacgeuccucaucageacgeugeaccggeecau
ggaccugcaugucuuccaugeccugegecagecagacgugeccaaucaccecugeaaggucaacaaugguggeugea
geaaccugugecugeuguecceegggggagggeacaaaugugecugecccaccaacuucuaccugggeagegauggg
cgeaccuguguguccaacugeacggeuagecaguuuguaugeaagaacgacaagugeauccccuucugguggaagug
ugacaccgaggacgacugeggggaccacucagacgageccecggacugeccugaguucaagugecggeecggacagu
uccagugceuccacagguaucugceacaaacccugecuucaucugegauggegacaaugacugecaggacaacagugac
gaggecaacugugacauccacgucugeuugeccagucaguucaaaugeaccaacaccaaccgeuguauucceggeauc
uuccgeugcaaugggcaggacaacugeggagauggggaggaugagagggacugecccgaggugaccugegeccccaa
ccaguuccagugeuccauuaccaaacggugceaucceecgggucugggucugegaccgggacaaugacuguguggau
ggcagugaugageccgecaacugeacccagaugaccugugguguggacgaguuccgeugeaaggauucgggecgeu
geaucccagegeguuggaagugugacggagaggaugacuguggggauggeucggaugageccaaggaagaguguga
ugaacgcaccugugagecauaccaguuccgeugeaagaacaaccgeugegugeccggecgeuggeagugegacuacg
acaacgauugcggugacaacuccgaugaagagageugeaccccucggeccugeucegagagugaguucuccugugee
aacggecgeugceaucgeggggegeuggaaaugegauggagaccacgacugegeggacggeucggacgagaaagacug
caccececcgeugugacauggaccaguuccagugeaagageggecacugeaucceccugegeuggegeugugacgeag
acgecgacugeauggacggeagegacgaggaggecugeggeacuggegugeggaccugeccccuggacgaguuccag
ugcaacaacaccuugugceaagecgeuggecuggaagugegauggegaggaugacuguggggacaacucagaugagaa
cecegaggagugugecegguucgugugeccucccaaccggeccuuccguugeaagaaugaccgegucugucugugg
aucgggcgecaaugegauggeacggacaacuguggggaugggacugaugaagaggacugugagececcccacageeca
caccacccacugcaaagacaagaaggaguuucugugecggaaccagegeugecucuccuccucccugegeugeaacau
guucgaugacugeggggacggeucugacgaggaggacugeageaucgaccccaageugaccageugegecaccaaug
ceageaucuguggegacgaggecacgeugegugegcaccgagaaageggccuacugugecugecgeucgggcuuccac
accgugceceggecageecggaugecaagacaucaacgagugecugegeuucggeaccugeucceageucugeaacaac
accaagggeggecaccucugeageugegeucggaacuucaugaagacgeacaacaccugcaaggecgaaggeucugag
uaccagguccuguacaucgcugaugacaaugagauccgeagecuguuccecggecacccccauucggeuuacgagea
ggcauuccagggugacgagaguguecgeauugaugeuauggauguccaugucaaggougeecgugucuauuggace
aaCuEECacacgggeaccaucuccuaccgeagecugecaccugeugegecuccuaccacuuccaaccgecaccgecga
cagauugaccggggugucacccaccucaacauuucagggecugaagaugeccagaggeaucgecaucgacuggguggec
cggaaacguguacuggaccgacucgggecgagaugugauugagguggegeagaugaagggegagaaccgeaagacy
cucaucucgggeaugauugacgagecccacgecauugugguggacccacugagggggaccauguacuggucagacu
ggggcaaccaccecaagauugagacggeagegauggaugggacgeuucgggagacacuggugeaggacaacauucag
uggeccacaggecuggecguggauuaucacaaugageggeuguacugggeagacgecaageuuucagucaucggeag
cauccggeucaauggeacggaccecauuguggeugeugacageaaacgaggecuaagucacceeuucageaucgacy
uCUUUZaggauuacauCuaugEuEUCaccuacaucaauaaucgugucuucaagauccauaaguuuggecacagecce
uuggucaaccugacagggeeccugagecacgecucugacgugguccuuuaccaucageacaageageccgaagugac
caacccaugugaccgceaagaaaugegaguggeucugecugeugageeccagugggecugucugeaccugucccaaug
ggaageggeuggacaacggeacaugegugecugugeccucuccaacgeeccecccagaugeuccceggecuggaaccu
guaaccugeagugeuucaacgguggrageuguuuccucaaugeacggaggecageccaagugecgeugecaacceege
uacacgggugacaagugugaacuggaccagugeugggagcacugucgeaaugggggceaccugugeugecucceccu
cuggcaugeccacgugecggugecccacgggeuucacgggecccaaaugeacccageaggugugugegggeuacugu
geeaacaacageaccugeacugucaaccaggeraaccagecccagugecgaugecuacceggeuuccugggcgacege
ugccaguaccggeagugeucuggeuacugugagaacuuuggeacaugecagauggeugeugauggeuccegacaau
geegeugeacugecuacuuugagggaucgaggugugaggugaacaagugeagecgeugucucgaaggggecugugu
ggucaacaagcagaguggggaugucaccugeaacugeacggauggecggguggeccccageugucugaccugeguc
ggecacugeageaauggeggeuccuguaccaugaacageaaaaugaugecugagugeeagugeeeaceeccacaugaca
gggecccggugugaggageacgucuucagecageageagecaggacauauagecuccauccuaaucccucugeuguu
geugcugeugeugguucugguggecggagugguanucugguauaageggegaguccaaggggcuaagggeuucca
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£Caccaacggaugaccaacggggccaugaacguggagauuggaaaccecaccuacaagauguacgaaggeeggagagec
ugaugaugugggaggecuacuggacgeugacuuugeccuggacccugacaageccaccaacuucaccaacceegugu
augccacacucuacauggggggccauggeagucgecacucccuggecageacggacgagaagegagaacuccugggc
cgggecccugageacgagauaggggaccccuuggecauagggcceugecccgucggacugeceecagaaagecuccug
CCCCCUZCCZEuEZaaguccuucagugageeccucceeagecageccuucccuggeccegecggauguanaaauguaaa
aaugaaggaauuacauuuuauaugugagegageaagecggeaagegageacaguauuauuucuccauccccucccug
ccugeuccuuggeacccccaugeugecuucagggagacaggeagggagggeuuggggeugeaccuccuacecuceea
CCagaacgeaccecacuggagageuggugeugcagccuuccecucccuguanaagacacuuugecaaggcucucce
cucucgecccaucccugeuugeccgeucccacageuuccugagggcuaauucugggaagggagaguucuuugeugec
ccugucuggaagacgugecucuggeugageuagecggeaaageauggaguguuuuaguucuuggeegageccace
€Caa4ccecagecccaacuccaggggraccuaugagauggecaugeucaacceeecucceagacaggeccucccugue
uccagggeccccaccgagguucccagggeuggagacuuccucugguaaacauuccuccagecuccecuccecugggg
acgccaaggaggugggcecacacccaggaagggaaagegggcagecccguuuuggggacgugaacguuuuaauaauu
uuugcugaauuccuuuacaacuaaauaacacagauauuguuauaaauadaaunuguadaaaaaaaaaaaaanaa

LRP1 - Secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 10)

mltpplllll pllsalvaaa idapktcspk gfacrdqitc iskgwredge rdepdgsdea peicpgskaq regpnehnel
gtelevpmsr lengvgdemd gsdegphere Iqgnesrlge ghhevptldg pteyenssfq Iqadgktekd
fdecsvygtc sqlctntdgs ficgevegyl Igpdnrscka knepvdrppy lliansgnil atylsgaqvs titptstrqt
tamdfsyanc tvewvhvgds aaqtqlkcar mpglkgfvde htinislslh hveqmaidwl tgnfyfvddi
ddrifvenrn gdtevtlldl elynpkgial dpamgkvfft dygqipkver cdmdgqnrtk Ivdskiviph gitldlvsrl
vywadayldy ievvdyegkg rqtiiqgili chlygltvfe nylyatnsdn anaqgktsvi rvarfnstey qvvtrvdkgg
alhiyhqrrq prvrshacen dqygkpggcs dicllanshk artcrersgf slgsdgksck kpehelflvy gkgrpgiirg
mdmgakvpde hmipienlmn praldfhact gfiyfadtts yligrgkidg teretilkdg ihnvegvavd
wmgdnlywtd dgpkktisva rlckaaqtrk tliegkmthp raivvdplng wmywtdweed pkdsrrgrie
rawmdgshrd ifvtsktviw pnglsldipa grlywvdafy drietiling tdrkivyegp elnhafglich hgnylfwtey
rsgsvyrler gvggapptvt llrserppif eirmydaqqq qvgtnkervn nggesslcla tpgsrqcaca edqvldadgy
tclanpsyvp ppqcqpgefa cansrciger wkedgdndcl dnsdeapale hqhtepsdrf kcennrcipn
rwlcdgdnde gnsedesnat csarteppnq fscasgreip iswtedlddd cgdrsdesas cayptefplt qftenngrei
ninwrcdndn degdnsdeag cshscsstqf kensgreipe hwtedgdnde gdysdethan ctngatrppg
gchtdefqer ldglciplrw redgdtdemd ssdekscegv thvedpsvkf gekdsarcis kawvedgdnd
cednsdeenc eslacrppsh pcanntsvel ppdkledgnd degdgsdege ledqesinng geshnesvap
gegivesepl gmelgpdnht cqigsycakh lkesqkedgn kfsvkescye gwvlepdges crsldpfkpf
iifsnrheir ndlhkgdys vlvpglmti aldfhlsqsa lywtdvvedk 1yrgklldng altsfevviq yglatpegla
vdwiagniyw vesnldqicv akldgtirtt llagdichpr aialdprdgi Ifwtdwdasl pricaasmsg agrrtvhret
gsgewpnglt vdylekrilw idarsdaiys arydgsghme virgheflsh pfavtlygge vywtdwrtnt
lakankwtgh nvtvvqrtnt qpfdlqvyhp srgpmapnpc eanggqgpcs hlclinynrt vscacphlmk
Ihkdnttcye fkkfllyarq meirgvdlda pyynyiisft vpdidnvtvl dydareqrvy wsdvrtqaik rafingtgve
tvvsadlpna hglavdwvsr nlfwtsydtn kkqinvarld gsfknavvqg leqphglvvh plrgklywtd
gdnismanmd gsnrtllfsg qkgpvglaid fpesklywis sgnhtinren Idgsglevid amrsqlgkat
alaimgdklw wadqvsekmg teskadgsgs vvlmsttlv mhmkvydesi gqldhkgtnpe svnngdesql
clptsettrs cmctagyslr sgqqacegvg sfllysvheg irgipldpnd ksdalvpvsg tslavgidfh aendtiywvd
mglstisrak rdqtwredvyv tngigrvegi avdwiagniy wtdqgfdvie varlngsfry vvisqgldkp
raitvhpekg ylfwtewgqy priersrldg tervvlvnvs iswpngisvd yqdgklywed artdkierid
letgenrevv Issnnmdmfs vsvfedfiyw sdrthangsi krgskdnatd svplrtgigv qlkdikvinr
drgkgtnvca vanggcqqlc lyrgrgqrac acahgmlaed gascreyagy llysertilk sihlsdernl
napvqpfedp chmknviala fdyragtspg tpnriffsdi hfgniqqind dgsrritive nvgsveglay
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hrgwdtlywt syttstitrh tvdqtrpgaf eretvitmsg ddhprafvld ecqnlmfwtn wneghpsimr aalsganvit
lickdirtpn glaidhrack lyfsdatldk ierceydgsh ryvilksepv hpfglavyge hifwtdwvrr avqrankhvg
snmklIrvdi pgqgpmgiiav andtnscels perinnggeq dlellthqgh vnescrggri Iqddlterav nsscraqdef
ecangecinf sltedgvphe kdksdekpsy ensrrekktf rqesngrevs nmlwengadd cgdgsdeipe
nktacgvgef rerdgtcign ssrengfvde edasdemncs atdessyfrl gvkgvlfgpe ertsleyaps
wvedgandeg dysderdepg vkrpreplny facpsgreip mswtedkedd cehgedethe nkfeseaqfe
cqnhreiskq wledgsddeg dgsdeaahce gktegpssfs cpgthvevpe rwledgdkde adgadesiaa
gelynstedd refmeqnrqe ipkhfvedhd rdcadgsdes peceyptegp sefrcangre Issrqwecedg
endchdgsde apknphctsq chkcenassqf Icssgrevace allengqdde gdssdergeh incclsrkls
gesqdeedlk igfkererpg frikddgrte advdecsttf pesqreinth gsykcleveg yaprggdphs ckavtdeepf
lifanryylr kinldgsnyt llkqglnnav aldfdyreqm iywtdvttqg smirrmhing snvqvlhrtg Isnpdglavd
wvggnlywed kgrdtievsk Ingayrtvlv ssglrepral vvdvqngyly wtdwgdhsli grigmdgssr
svivdtkitw pngltldyvt eriywadare dyicfasldg snrhvvlsqd iphifaltlf edyvywtdwe tksinrahkt
tgtnktllis tthrpmdlhy fhalrqpdvp nhpckvnngg csnlcllspg gghkcacptn fylgsdgrte vsnctasqfv
ckndkcipfw wkedteddeg dhsdeppdep efkerpgqfq cstgictnpa ficdgdndeq dnsdeancdi
hvelpsqfke tntnrcipgi frenggdneg dgederdepe vtcapngfqe sitkreipry wvedrdndey
dgsdepanct qmtegvdefr ckdsgreipa rwkedgedde gdgsdepkee cdertcepyq freknnrevp
grwqedydnd cgdnsdeesc tprpesesef scangreiag rwkedgdhde adgsdekdet predmdqfqe
ksghciplrw redadademd gsdeeacgtg vrtepldefq enntlckpla wkedgeddeg dnsdenpeec
arfveppnrp frckndrvel wigrqedgtd negdgtdeed cepptahtth ckdkkefler nqrelsssir
cnmfddegdg sdeedesidp kltscatnas icgdearcvr tekaaycacr sgfhtvpgqp geqdineclr

fgtesqlenn tkgghlesca rnfmkthnte kacgseyqvl yiaddneirs Ifpghphsay eqafqgdesy
ridamdvhvk agrvywtnwh tgtisyrslp paappttsnr hrrqidrgvt hinisglkmp rgiaidwvag
nvywtdsgrd vievagmkge nrktlisgmi dephaivvdp Irgtmywsdw gnhpkictaa mdgtlretlv
qdniqwptgl avdyhnerly wadaklsvig sirlngtdpi vaadskrgls hpfsidvfed yiygvtyinn rvfkihkfgh
splvnltggl shasdvvlyh ghkqpevtnp cdrkkcewlc llspsgpvct cpngkridng tevpvpsptp
ppdaprpgtc nlgefnggsc flnarrgpke reqprytgdk celdqewehce rnggtcaasp sgmptcerept
gftgpkctqq veagycanns tctvnqgnqp qerelpgflg dreqyrqesg yeenfgtcqm aadgsrqere
tayfegsrce vnkesrcleg acvvnkqsgd vtenctdgrv apscltevgh csnggsctmn skmmpecqep
phmtgpreee hvfsqqqpgh iasiliplll lHlvlivagy viwykrrvqg akgfghqrmt ngamnveign
ptykmyegge pddvggllda dfaldpdkpt nftnpvyat! ymgghgsrhs lastdekrel Igrgpedeig dpla

LRP8 isoforma 1 - Secuencia de ARN (SEQ ID NO: 11)
geuggeggeggecgeecagggecggggecgegegeecagecugageecgeeccgecgeegagegucaccgaaccuge
Uugaaaugeageegageagerggegcegecegcaglegcggcegregceecgecegrerageraacceegecy
cecgeggeaaggacucgeaggecugagacgeggcggreggrggcecgggeageacggrecgrgeegaccggagecceg
ggeeegecaugggecuccecgagecgggeccucuccggeuucuggegeugeugeugeugeugeugeugeugeugeu
geugcageuccageaucuugeggeggeageggeugauccgeugeucggeggecaagggecggecaaggauugegaaa
aggaccaauuccagugeeggaacgagegeugeauccccucuguguggagaugegacgaggacgaugacugeuuagac
cacagcgacgaggacgacugecccaagaagaccugugeagacagugacuucaccugugacaacggecacugeauccac
gaacgguggaagugugacggegaggaggaguguccugauggeuccgaugaguccgaggecacuugeaccaageagg
uguguccugeagagaagecugageuguggacceaccagecacaaguguguaccugecucguggegeugegacgggga
gaaggacugcgaggguggagcggaugaggccggeugugeuaccuugugegeeccgeacgaguuccagugeggeaac
cgeucgugecuggecgecguguucgugugegacggegacgacgacuguggugacggeagegaugagegeggeugug
cagacceggecugegggeccegegaguuccgeugeggeggegauggeggeggegecugeauceeggagegeugggu
cugcgaccgecaguuugacugegaggaccgeucggacgaggeagecgageucugeggecguccgggeeceggggecea
cguccgegeecgecgecugegecaccgecucccaguucgecugecgeageggegagugegugeaccugggeuggcgc
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ugcgacggegaccgegacugeaaagacaaaucggacgaggecgacugeccacugggeaccugecguggggacgaguu
ccaguguggggaugggacauguguccuugcaaucaageacugeaaccaggageaggacuguccagaugggagugau
gaageuggeugecuacaggggeugaacgagugucugeacaacaauggeggeugeucacacaucugeacugaccucaa
gauuggeuuugaaugeacgugeecageaggeuuccageuccuggaccagaagaccuguggegacauugaugaguge
aaggacccagaugecugcagecagaucugugucaauuacaagggcuauuuuaagugugagugeuacccuggeuacga
gauggaccuacugaccaagaacugcaaggeugcugeuggeaagageccaucccuaaucuucaccaaccggeacgaggu
geggaggaucgaccuggugaageggaacuauucacgecucauccccaugeucaagaaugucguggeacuagaugugg
aaguugccaccaaucgeaucuacuggugugaccucuccuaccguaagaucuauagegecuacauggacaaggecagu
gacccgaaagageaggagguccucauugacgageaguugeacucuccagagggecuggeaguggacuggguccacaa
geacaucuacuggacugacucgggcaauaagaccaucucaguggecacaguugauggugeccgecgacgeacucucu
ucagccguaaccucagugaaccccgggecaucgeuguugacccecugegaggguucauguauuggucugacugggg
ggaccaggecaagauugagaaaucugggcucaacgguguggaccggeaaacacuggugucagacaauauugaaugge
ccaacggaaucacccuggaucugceugagecagegeuuguacuggguagacuccaageuacaccaacuguccageauu
gacuucaguggaggcaacagaaagacgeugaucuccuccacugacuuccugagecacccuuuugggauageuguguu
ugaggacaagguguucuggacagaccuggagaacgaggecauuuucagugeaaaucggeucaauggecuggaaauc
uccauccuggeugagaaccucaacaacccacaugacauugucaucuuccaugageugaageagecaagageuccagau
gecugugageugaguguccagecuaauggaggeugugaauaccugugecuuccugeuccucagaucuccagecacuc
ucccaaguacacaugugecuguccugacacaauguggcuggguccagacaugaagaggugeuaccgageaccucaau
cuaccucaacuacgacguuagcuucuaccaugacgaggeacaguaccugecaccacaagagecceegggaccaccgucc
acagauccaccuaccagaaccacagcacagagacaccaagecugacageugeagucccaageucaguuagugueccca
gggeucccageaucageccgucuacccuaageccugeaaccageaaccacucccageacuaugcaaaugaagacagua
agaugggcucaacagucacugecgeuguuaucgggaucaucgugeccauaguggugauageccuccugugeaugag
uggauaccugaucuggagaaacuggaageggaagaacaccaaaageaugaauuuugacaacccagucuacaggaaaac
aacagaagaagaagacgaagaugagcuccauauagggagaacugcucagauuggecaugucuauccugeageaauca
geagcuuugaucgeccacugugggeagageccugucuuggggagaccagagaaccggaagacccagecccugeccuc
aaggageuuuuUguUCuuZecgggegaaccaaggucacageugeaccaacucccgaagaacccucuuuccgageugec
ugucgucaaauccaagegaguggcauuaagecuugaagaugauggacuacccugaggaugggaucacceccuucgug
ccucauggaauucagucccaugeacuacacucuggaugguguaugacuggaugaauggguuucuauauaugggucu
gugugaguguaugugugugugugauuuuuuuuuuagauuuauguugeggaaagguaaccacaaaguuaugaugaa
cugcaaacauccaaaggaugugagaguuuuucuauguauaauguuuuauacacuuuuuaacugguugeacuaccca
ugaggaauucguggaauggcuacugeugacuaacaugaugeacauaaccaaaugggggccaauggeacaguaccuua
cucaucauuuaaaaacuauauuuacagaagauguuugguugeuggggeggcuuuuuuagguuuuggggcauuugu
uuuuUgUAdauaagaugauuaugCuUUZUEECuauCCaucaacauaaguasaaaaaaaaaaaaaacacuucaacucee
ucccccauuuagauuauuuauuaacauauuuuaaaaaucagaugaguucuauaaauaauuuagagaagugagaguau
uuauuuuuggeauguuuggeccaccacacagacucuguguguguauguguguguuuanauguguaugugugugac
agaaaaaucuguagagaagaggcacaucuauggeuacuguucaaauacauaaagauaaauuuauuuucacacaguce
acaagggguauaucuuguaguuuucagaaaagecuuuggaaaucuggaucagaaaauagauaccaugguuugugea
auuauguaguaaaaaaggcaaaucuuuucaccucuggeuauuccugagaccecaggaagucaggaaaagecuuucag
cucacccauggeugeugugacuccuaccagggcuuucuuggeuuuggegaaggucaguguacagacauuccauggu
accagagugcucagaaacucaagauaggauaugecucacccucagcuacuccuuguuuuaaaguucageucuuugag
uaacuucuucaauuucuuucaggacacuuggguugaauucaguaaguuuccucugaageacccugaagggugecau
ccuuacagageuaaguggagacguuuccagaucageccaaguuuacuauagagacuggeccaggeacugaaugucua
ggacaugcuguggaugaagauaaagaugguggaauagguuuuaucacaucucuuauuucucuuuuccecuuacucu
cuaccauuuccuuuauguggggaaacauuuuaagguaauaaauagguuacuuaccaucauauguucauauagauga
aacuaauuuuuggeuuaagucagaacaacuggecaaaauugaagucauauuugaggggggaaauggcauacgcaaud
uuauauuauauuggauauuuauguucacacaggaauuugguuuacugeuuuguaaauaaaaggaaaaacuccgggu
auauguauagauguucuucauuauagacaucuucuuugcuuuucuugEecuuggeeeageaageeagaagugcuc
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UUUUCUACUUZUZEZEZUCUCCCAaUUZZaaacauaauccuauagueccagaaggauucaguccecaguggeuuucceea
uccaaagagaaagaguuugaguuucuuaacucugcuguucugecacuuacucccacuagacaaccagggacaaggug
caacauggaaguguuugacuuaaguaggageagaggageugeaucuaaucucaucanaccuggaacuugacacacuu
aagcaaaugccuucccaucccuaccugecagaugeccecaacucaaugaaguuggaugucucaccageuugauacceeu
uugaauuuucagucagacauucuggaguucuageauccuguaccuaggaccuuccucugugucacucuuggecuce
uaaacucuaagaaaauaacuauauucuggageuugggeaguguguuuugeauaauccageaaucuccucaugacaug
cauguguugauaguccugaaacauucauugagaggguaaaugeaguugaccuagaaugaccaauaccaaacagaauu
uuaagaacagguggccaacuccuauggageuuacucacauauuacuauucuuuuaagaacggaaaguaaaauuauuu
uugacugaagaaaaaugaugacagugaaaaacauggaaauguacucaaaacaagugacuuuuucuguaaccuuccaa
agaaacugaauuuuccaaggaauuaaaugauaacaguggcuaagecauaguuucuaaacuuucaguaagauccugec
auucacagaaaaaaaugaugaauggggucuggacauacagcecugagaucucaaaaugacaaugaaauucacaacuuu
uucucagagacauucauguuuccugcauaugecuacaacugcaguuugaaagaggcageaaugggageaacccuuuac
aagaaacaaauugugauauauucauguguuggacggcaguaaauaagaugaaaccugaggagucagauccaccuuce
cccauucauagaggeuuuucagecucauuuugagguacaguuacauaucuuuugecuuuugeccecgugeauageu
aucuacagccaaucacagaucacagagucacuggacuauagageuggaaggaageucagagacaaugecaagggeeca)
gaaaauuuaucagaagccagucccagugeguuuccuccauuuccuucugeaggaagacuauuuugggeugecugaac
auuguaucaaaccugcuaccuauacuauggucuaccuuuccuccaguggaauuacaaaggeacuaacugaaaugecu
ucuagaaacagagaaaacgaaacuguacuuauuuacucuugauacacagauuauuuauaaaacagauugaaguaacc
uguuaacuggcaaaaagagaaugagaucggauuuaaauguauggcaguaaguccuauugaucccuccaguuaucuca
guaugacugcaguauauucauucacuaaaaccacucacuagauaccaacuacacaccuggeacugeagauguaaaggu
cagucacacauguucugacuuuacagaguucacaguagcaguggaggaugauauauguggaaacaaaaaaggcauug
auucuauucagageacuguuagggeucaaaggagagaggggucuuuccaccuaagaaaugaggaauagggucauca
uagaagugaccuuaagucuuaaaaanuaagaagggeauuccaageugeuucagacagagacacaucgageuaaaacac:
agagguaugaaagagcacagggacuuuaggaauugeacaguucauucuaacaggaacaaaaggeucaaggeggecaa
gaaaugaggcuguauggaaagagauucaauguaagcacuuuauaaaauagauuaauuucugauucaaugaageauu
ucuugaucauuguguacaaggcacuacaugcaucauggaaaauucauuaggaugeauugecageacuuugeagaacu
gauauuauucagccucaageuuuccaguggccaaagggaaaugeugacugeuuuucauauauuugagucaaagauu
uuuuauauggucaaugaagacuaauauaagggcagugggauuuucacagaugcaugecauguugucgagagecucu
uagauuuucucaacugugagaaagaaaaacgaaaauguugaagacguugagucuggagaggggauacuaaucacug
ucCCaguUZEECacuggugEgaaugggeaaauggcacaggaaugcaagecucuccacccuacceecegaacuccagee
auacacucaucguuucacaadauauaaaugaguuageauuaaauguuucagaguaaanaauuccuuuuccegaaaug
caugaagauagaguaacagacuucucacacuguauuuuuaggguauggagaauuuagaagguuaaagaauuacuge
uucaauuuuucaguuaaaaaaaaaucaggaagcucuguucauucaggeuaugeaccaugugeacagucaagaauuag
Cagaaacccucugeauuuacaaacaculugugeuauaaaaaaguaauuuuuaaaaagecacguguguguguguguan
auauauauauauauauauauuuaaagecaagguuuugauacuuuuuuacaaaaacuacaagagaaaacaaauaunacc
uguccaaaccauauacuuuuaaaagagcauuuuuuuuuccauacaagcuguuguuaauuuggggguaaagugcuga
uuugcaaacuucaucaaauuguucccaaguggauucuccuuguuugucucceccuaccaaccccaaaguuaccauau
uugauguaagaaucaggeauguuagaauguugugucacacuaacugauucugcucuuuuugucuugucauucaagu
uccguuageuucuguacgeggugecculugeagucuggugucucuuccagaggeegaggegecugaggauggeegug
cugcaucucacuagecuauacuggeaucaucuugguaaacugaaaaccaaauguggacauuuguaaaaucagugeacu
guuucuagagagagauuaaauucauuuaaaaaaaa

LRP8 isoforma 1 - Secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 12)
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mglpepgplr lalllllll 1llqlqhla aaaadpllgg qgpakdcekd qfqernerci psvwrededd deldhsdedd
cpkktcadsd ftedngheih erwkedgeee cpdgsdesea tetkqvepae klsegptshk cvpaswredg
ekdceggade agcatlcaph efgegnrscl aavfvedgdd degdgsderg cadpacgpre freggdggga
ciperwvcedr qfdcedrsde aaelcgrpgp gatsapaaca tasqfacrsg ecvhlgwred gdrdckdksd
cadeplgter gdefqegdgt cvlaikhenq eqdepdgsde agelqginec lhnnggeshi ctdlkigfec tepagfqlld
qktcgdidec kdpdacsqic vnykgyfkee cypgyemdll tknckaaagk spslifinrh evrridlvkr
nysrlipmlk nvvaldveva tnriywcedls yrkiysaymd kasdpkeqev lideqlhspe glavdwvhkh
iywtdsgnkt isvatvdggr rrtifsrnls epraiavdpl rgfmywsdwg dqakicksgl ngvdrqtlvs
dniewpngit ldllsqrlyw vdsklhqlss idfsggnrkt lisstdflsh pfgiavfedk viwtdlenca ifsanringl
eisilaenln nphdivifhe Ikgprapdac elsvqpngge eylclpapqi sshspkytca cpdtmwlgpd
mkrcyrapqs tstttlastm trtvpattra pgttvhrsty qnhstetpsl taavpssvsv prapsispst Ispatsnhsq
hyanedskmg stvtaavigi ivpivviall cmsgyliwrn wkrkntksmn fdnpvyrktt eeededelhi
grtaqighvy paaissfdrp lwaepclget repedpapal kelfvipgep rsqlhqlpkn plselpvvks krvalsledd
glp

LRP8 isoforma 2 - Secuencia de ARN (SEQ ID NO: 13)
ZCUZECEECLLCCYCCCAZEECCELEECCLCLCLCCCAZCCUZAZCCCECCCCLCCLCCLAZCZUCACCLAACCULC
UUZAAAUECALCCLALLAZCCLLLEUCLILCLLCAZCLLCLLCLLECLLCLLCLLCLYLTLECATCLECAACCCCLLECY
ccgeggcaaggacucggageecugagacgcgeceplCegleececegpeagcecegeececgpcgeccggapccccy
ggeecgecaugggecuccecgagecgggeccucuccggeuucuggegeugeugeugeugeugeugeugeugeugeu
geugceageuccageaucuugeggeggeageggeugauccgeugeucggeggecaagggecggecaaggauugegaaa
aggaccaauuccagugecggaacgagegeugeauccccucuguguggagaugegacgaggacgaugacugeuuagac
cacagcgacgaggacgacugecccaagaagaccugugeagacagugacuucaccugugacaacggecacugeauccac
gaacgguggaagugugacggcgaggaggaguguccugauggeuccgaugaguccgaggecacuugeaccaageagg
uguguccugcagagaageugageuguggacccaccagecacaaguguguaccugecucguggegeugegacgggga
gaaggacugcgaggguggageggaugaggecggeugugeuaccuggeugaacgagugucugeacaacaauggcgge
ugcucacacaucugeacugaccucaagauuggeuuugaaugeacgugeccageaggeuuccageuccuggaccagaa
gaccuguggegacauugaugagugeaaggacccagaugecugeagecagaucugugucaauuacaagggeuauuuu
aagugugagugcuacccuggeuacgagauggaccuacugaccaagaacugeaaggeugeugeuggeaagageccauc
ccuaaucuucaccaaccggeacgaggugeggaggaucgaccuggugaageggaacuauucacgecucauccccauge
ucaagaaugucguggeacuagauguggaaguugecaccaaucgeaucuacuggugugaccucuccuaccguaagauc
uauagcgecuacauggacaaggecagugacccgaaagageaggagguccucauugacgageaguugeacucuccaga
gggccuggeaguggacuggguccacaageacaucuacuggacugacucgggeaauaagaccaucucaguggecacag
uugaugguggecgeegacgeacucucuucagecguaaccucagugaaccecgggecaucgeuguugacccccugega
ggguucauguauuggucugacuggggggaccaggecaagauugagaaaucugggeucaacgguguggaccggcaaa
cacuggugucagacaauauugaauggeccaacggaaucacccuggaucugeugagecagegeuuguacuggguagac
uccaagcuacaccaacuguccagecauugacuucaguggaggeaacagaaagacgeugaucuccuccacugacuuccug
agccacccuuuugggauageuguguuugaggacaagguguucuggacagaccuggagaacgaggecauuuucagug
caaaucggeucaauggecuggaaaucuccauccuggeugagaaccucaacaacccacaugacauugucaucuuccaug
agcugaagcagecaagageuccagaugecugugageugaguguccagecuaauggaggeugugaauaccugugecu
uccugeuccucagaucuccagecacucucccaaguacacaugugecuguccugacacaauguggeuggguccagaca
ugaagaggugcuaccgageaccucaaucuaccucaacuacgacguuageuucuaccaugacgaggacaguaccugeca
ccacaagageccccgggaccaccguccacagauccaccuaccagaaccacagcacagagacaccaagecugacageuge
agucccaageucaguuaguguceccagggeucccageaucageccgucuacccuaageccugeaaccageaaccacuc
ccagcacuaugcaaaugaagacaguaagaugggcucaacagucacugecgeuguuaucgggaucaucgugeccauag
uggugauageccuccugugcaugaguggauaccugaucuggagaaacuggaageggaagaacaccaaaageaugaau
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uuugacaacccagucuacaggaaaacaacagaagaagaagacgaagaugageuccauauagggagaacugeucagauu
ggecaugucuauccugeageaaucageageuuugaucgeccacugugggeagageccugucuuggggagaccagaga
accggaagacccagecccugeccucaaggageuuuuugucuugecgggggaaccaaggucacageugeaccaacucee:
gaagaacccucuuuccgageugecugucgucaaauccaagegaguggcauuaagecuugaagaugauggacuacecu
gaggaugggaucacccecuucgugecucauggaauucagucccaugeacuacacucuggaugguguaugacuggau
gaauggguuucuauauaugggucugugugaguguaugugugugugugauuuuuuuuuuaaauuuauguugegga
aagguaaccacaaaguuaugaugaacugcaaacauccaaaggaugugagaguuuuucuauguauaauguuuuauaca
cuuuuuaacugguugeacuacccaugaggaauucguggaauggcuacugeugacuaacaugaugeacauaaccaaau
gggggecaauggeacaguaccuuacucaucauuuaaaaacuauauuuacagaagauguuugguugeugggeggecu
uuuuuaggUUUUggEEcautugUUUNUUZUaaauaagaugauuaugcuuuguggcuauccaucaacauaaguaaa
aaaaaaaaaaaaacacuucaacucccucceccauuuagauuauuuauuaacauauuuuaaaaaucagaugaguucuau
aaauaauuuagagaagugagaguauuuauuuuuggeauguuuggeccaccacacagacucuguguguguaugugug
uguuuauauguguaugugugugacagaaaaaucuguagagaagaggcacaucuauggeuacuguucaaauacauaa
agauaaauuuauuuucacacaguccacaagggguauaucuuguaguuuucagaaaagecuuuggaaaucuggauca
gaaaauagauaccaugguuugugeaauuauguaguaaaaaaggcaaaucuuuucaccucuggeuauuccugagacce
caggaagucaggaaaagccuuucageucacccauggeugeugugacuccuaccagggeuuucuuggeuuuggegaa
ggucaguguacagacauuccaugguaccagagugeucagaaacucaagauaggauaugecucacccucageuacuce
uuguuuuaaaguucagcucuuugaguaacuucuucaauuucuuucaggacacuuggguugaauucaguaaguuuce
ucugaagcacccugaagggugecauccuuacagageuaaguggagacguuuccagaucageccaaguuuacuauaga
gacuggcccaggeacugaaugucuaggacaugcuguggaugaagauaaagaugguggaauagguuuuaucacaucu
cuuauuucucuuuuccccunacucucuaccauuuccunuauguggggaaacauuuuaagguaauaaauagguuacu
uaccaucauauguucauauagaugaaacuaauuuuuggeuuaagucagaacaacuggecaaaauugaagucanauuu
gagggeggaaauggeauacgeaauauuauauuauauuggauauuuauguucacacaggaauuugguuuacugeuuu
guaaauaaaaggaaaaacuccggguauauguauagauguucuucauuauagacaucuucuuugeuuuucuuggecu
ugggggaggaagggagaagugcucuuuucuacuuguggggucucccauuggaaacanaauccuanagucccagaag
gauucaguccccaguggcuuucccauccaaagagaaagaguuugaguuucuuaacucugeuguucugecacuuacuc
ccacuagacaaccagggacaaggugeaacauggaaguguuugacuuaaguaggageagaggageugeaucuaaucuc
aucauaccuggaacuugacacacuuaagcaaaugccuucccaucccuaccugecagaugeccccaacucaaugaaguu
ggaugucucaccagcuugauacccuuugaauuuucagucagacauucuggaguucuageauccuguaccuaggace
uuccucugugucacucuuggecuccuaaacucuaagaaaauaacuauauucuggageuugggcaguguguuuugea
uaauccagcaaucuccucaugacaugeauguguugauaguccugaaacauucauugagaggguaaaugeaguugace
uagaaugaccaauaccaaacagaauuuuaagaacagguggecaacuccuauggageuuacucacauauuacuauucu
uuudagaacggaaaguaaaauuauuuuugacugaagasaaaugaugacagugaaaaacauggaaauguacucaaaac
aagugacuuuuucuguaaccuuccaaagaaacugaauuuuccaaggaauuaaaugauaacaguggeuaaggcauagu
uucuaaacuuucaguaagauccuggcauucacagaaaaaaaugaugaauggggucuggacauacagecugagaucuc
aaaaugacaaugaaauucacaacuuuuucucagagacauucauguuuccugcauaugeuacaacugeaguuugaaag
aggcagcaaugggagcaacccuuuacaagaaacaaauugugauauauucauguguuggacggcaguaaauaagauga
aaccugaggagucagauccaccuuccecccauucanagaggeuuuucagecucauuuugagguacaguuacauaucuu
uugecuuuugecceccgugeauageuaucuacagecaaucacagaucacagagucacuggacuauagageuggaagga
agecucagagacaaugecaagggggcagaaaauuuaucagaagecagucccagugeguuuccuccauuuccuucugea
ggaagacuauuuugggcugecugaacauuguaucaaaccugeuaccuauacuauggucuaccuuuccuccaguggaa
uuacaaaggceacuaacugaaaugecuucuagaaacagagaaaacgaaacuguacuuauuuacucuugauacacagauu |
auuuauaaaacagauugaaguaaccuguuaacuggcaaaaagagaaugagaucggauuuaaauguauggcaguaagu
ccuauugaucccuccaguuaucucaguaugacugeaguauauucauucacuaaaaccacucacuagauaccaacuaca
caccuggeacugeagauguaaaggucagucacacauguucugacuuuacagaguucacaguageaguggaggaugau
auauguggaaacaaaaaaggcauugauucuauucagageacuguuagggcucaaaggagagaggggucuuuccaccu
aagaaaugaggaauagggucaucauagaagugaccuuaagucuuaaaaauuaagaaggggauuccaageugeuucag
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acagagacacaucgagcuaaaacacagagguaugaaagagceacagggacuuuaggaauugeacaguucauucuaacag,
gaacaaaaggcucaaggggggcaagaaaugaggcuguauggaaagagauucaauguaageacuuuauaaaaunagauu
aauuucugauucaaugaagcauuucuugaucauuguguacaaggeacuacaugeaucauggaaaauucauuaggau
gcauugecageacuuugeagaacugauauuauucagecucaagcuuuccaguggecaaagggaaaugeugacugeuu
uucauauauuugagucaaagauuuuuuauauggucaaugaagacuaauauaagggcagugggauuuucacagauge
augccauguugucgagagecucuuagauuuucucaacugugagaaagaaaaacgaaaauguugaagacguugaguc
uggagaggggauacuaaucacuguccaguugggcacuggugggaauggggaaauggcacaggaaugeaagecucuc
cacceuaccecccgaacuccagecauacacucaucguuucacaaaauauaaaugaguuageauuaaauguuucagagu
aaauaauuccuuuucccgaaaugcaugaagauagaguaacagacuucucacacuguauuuuuaggguauggagaauu
uagaagguuaaagaauuacugcuucaauuuuucaguuaaaaaaaaaucaggaageucuguucauucaggeuaugeac
caugugcacagucaagaauuagcagaaacccucugeauuuacaaacacuuugugeuauaaaaaaguaauuuuuaaaaa
gecacguguguguguguguanauauauauauauauauauauuuaaagecaagguuuuganacuuuuuuacaaaaac
uacaagagaaaacaaauauaccuguccaaaccauauacuuuuaaaagagcauuuuuuuuuccauacaagceuguuguu
aauuuggggeuaaagugcugauuugeaaacuucaucaaauuguucccaaguggauucuccuuguuugucucceecu
accaaccccaaaguuaccauauuugauguaagaaucaggcauguuagaauguugugucacacuaacugauucugeuc
UUUUUZUCUUZUCAUUCAagUUCCEULAZCUUCUZUACEZCEEUZCCCUNUZCaguCUZEUgUCUcCUUCcagaggc
gagggggcugaggauggggugeugeaucucacuageuauacuggeaucaucuugguaaacugaaaaccaaaugugg
acauuuguaaaaucagugcacuguuucuagagagagauuaaauucauuuaaaaaaaa

LRP8 isoforma 2 - Secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 14)

mglpepgplr Halllllll 1lllglghla aaaadpllgg qgpakdeekd qfqernerci psvwrededd deldhsdedd
cpkktcadsd ftedngheih erwkedgeee cpdgsdesea tetkqvepae klsegptshk cvpaswredg
ckdceggade agcatwinec Thnnggeshi ctdlkigfec tepagfqlld gktegdidec kdpdacsqic
vnykgyfkce cypgyemdll tknckaaagk spsliftnrh cvrridlvkr nysrlipmlk nvvaldveva
tnriywedls yrkiysaymd kasdpkeqev lideqlhspe glavdwvhkh iywtdsgnkt isvatvdggr
rrtlfsrnls epraiavdpl rgfmywsdwg dqakicksgl ngvdrqtlvs dniewpngit Idlsqrlyw vdsklhglss:
idfsgenrkt lisstdflsh pfgiavfedk vfwtdlenea ifsanringl eisilaenln nphdivifhe Ikqprapdac
elsvgpnggc eylclpapqi sshspkytca cpdtmwlgpd mkreyrapgs tstttlastm trtvpattra pgttvhrsty
qnhstetpsl taavpssvsy prapsispst Ispatsnhsq hyanedskmg stvtaavigi ivpivviall cmsgyliwm
wkrkntksmn fdnpvyrktt eeededelhi grtaqighvy paaissfdrp lwaepclget repedpapal
kelfvlpgep rsqlhqlpkn plselpvvks krvalsledd glp

LRP8 isoforma 3 - Secuencia de ARN (SEQ ID NO: 15)

ZCULZECLLECLLECCECCCagEECCeggECCgCececccagecugageecgeccegecgrcgagegucaccgaaccuge
Uugaaaugeageegageagecggegceggregrageegcgecegregcgergecggaggcageggraacceegecy
cecgeggcaaggacucgagegcugagacgegeegecggrgeegegggagegeggeecgeggeggecggageccey
ggeecgecaugggecucceegageegggeccucuccggeuucuggegeugeugeugeugeugeugeugeugeugeu
geugcageuccageaucuugeggeggcageggcugauccgeugeucggeggecaaggeecggecaaggauugegaaa
aggaccaauuccagugecggaacgagegeugeauccccucuguguggagaugegacgaggacgaugacugeuuagac
cacagcgacgaggacgacugecccaagaagaccugugeagacagugacuucaccugugacaacggecacugeauccac
gaacgguggaagugugacggcgaggaggaguguccugauggeuccgaugaguccgaggecacuugeaccaageagg
uguguccugeagagaageugageuguggacccaccagecacaaguguguaccugecucguggegeugegacgggga
gaaggacugegaggguggageggaugaggecggeugugeuaccucacugggeaccugecguggggacgaguuccag
uguggggaugggacauguguccuugeaaucaageacugeaaccaggageaggacuguccagaugggagugaugaag
cuggcugecuacaggggeugaacgagugucugeacaacaauggeggeugeucacacaucugeacugaccucaagauu
ggcuuugaaugeacgugeccageaggeuuccageuccuggaccagaagaccuguggegacauugaugagugeaagga
cccagaugecugeagecagaucugugucaauuacaagggcuauuuuaagugugagugeuacccuggeuacgagaug
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gaccuacugaccaagaacugeaaggcugeugeuggraagageccaucccuaaucuucaccaaccggcacgaggugcgg )
aggaucgaccuggugaageggaacuauucacgecucauccccaugcucaagaaugucguggeacuagauguggaagu
ugecaccaaucgcaucuacuggugugaccucuccuaccguaagaucuauagegecuacauggacaaggecagugace
cgaaagagcaggagguccucauugacgageaguugeacucuccagagggecuggeaguggacuggguccacaageac
aucuacuggacugacucgggceaauaagaccaucucaguggecacaguugaugguggecgecgacgeacucucuucag
ccguaaccucagugaaccecgggecaucgeuguugacceccugegaggguucauguauuggucugacugggeggac
caggccaagauugagaaaucugggeucaacgguguggaccggeaaacacuggugucagacaauauugaauggeccaa
cggaaucacccuggaucugeugagecagegeuuguacuggguagacuccaageuacaccaacuguccageauugacu
ucaguggaggcaacagaaagacgcugaucuccuccacugacuuccugagecacccuuuugggauageuguguuuga
ggacaagguguucuggacagaccuggagaacgaggecauuuucagugeaaaucggeucaauggecuggaaaucucca
uccuggeugagaaccucaacaacccacaugacauugucaucuuccaugageugaageagecaagageuccagaugecu
gugageugaguguccagecuaauggaggcugugaauaccugugecuuccugeuccucagaucuccagecacucucce
aaguacacaugugccuguccugacacaauguggeuggguccagacaugaagaggugeuaccgagaugcaaaugaaga
caguaagaugggeucaacagucacugecgeuguuaucgggaucaucgugeccauaguggugauageecuccuguge
augaguggauaccugaucuggagaaacuggaageggaagaacaccaaaagcaugaauuuugacaacccagucuacag
gaaaacaacagaagaagaagacgaagaugageuccauauagggagaacugeucagauuggecaugucuauccugeac
gaguggcauuaagccuugaagaugauggacuacccugaggaugggaucacceccuucgugecucauggaauucagu
cccaugeacuacacucuggaugguguaugacuggaugaauggguuucuananaugggucugugugaguguaugug
ugugugugauuuuuuuuIuaaauuIuauguugcggasagguaaccacagaguuaugaugaacugeaaacauccaaag
gaugugagaguuuuucuauguanaauguuuuauacacuuuuuaacugguugeacuacccaugaggaauucguggaa
uggeuacugeugacuaacaugaugeacauaaccaaauggggeccaauggracaguaccuuacucaucauuuaaaaac
uauauuuacagaagauguuugguugeugggggggcuuuuuuagguuuuggggcauuuguuuuuuguadauaaga
ugauuaugcuuuguggcuauccaucaacauaaguaaaaaaaaaaagaaaaacacuucaacucccucccccauuuagauu
auuuauuaacauauuuuaaaaaucagaugaguucuauaaauaauuuagagaagugagaguauuuauuuuuggeaug
uuuggeccaccacacagacucuguguguguauguguguguuuauauguguaugugugugacagaaaaaucuguaga
gaagaggcacaucuauggcuacuguucaaauacauaaagauaaauuuauuuucacacaguccacaagggguauaucu
uguaguuuucagaaaagccuuUuggaaaucuggaucagaaaauagauaccaugguuugugcaauuauguaguaaaas
aggcaaaucuuuucaccucuggcuauuccugagaccccaggaagucaggaaaagecuuucageucacccauggeuge
ugugacuccuaccagggcuuucuuggeuuuggegaaggucaguguacagacauuccaugguaccagagugeucaga
aacucaagauaggauaugccucacccucageuacuccuuguuuuaaaguucageucuuugaguaacuucuucaauuu
cuuucaggacacuuggguugaauucaguaaguuuccucugaageacccugaagggugecauccuuacagageuaag
uggagacguuuccagaucageccaaguuuacuauagagacuggeccaggeacugaaugucuaggacaugeugugga
ugaagauaaagaugguggaauagguuuuaucacaucucuuauuucucuuuuccccuuacucucuaccauuuccuuu
auguggggaaacauuuuaagguaauaaauagguuacuuaccaucauauguucauauagaugaaacuaauuuuuggc
uuaagucagaacaacuggccaaaauugaagucauauuugaggggggaaauggcauacgcaauauuauauuauauug
gauauuuauguucacacaggaauuugguuuacugcuuuguaaauaaaaggaaaaacuccggguanauguanagaug
uucuucauuauagacaucuucuuugcuuuucuuggecuugggggaggaagggagaagugcucuuuucuacuugug
gggucucccauuggaaacauaauccuauagucccagaaggauucaguccccaguggeuuucceauccaaagagaaag
aguuugaguuucuuaacucugeuguucugecacuuacucccacuagacaaccagggacaaggugeaacauggaagug
uuugacuuaaguaggageagaggagcugeaucuaaucucaucauaccuggaacuugacacacuuaageaaaugecuu
cccaucccuaccugecagaugeccccaacucaaugaaguuggaugucucaccageuugauacccuuugaauuuucag
ucagacauucuggaguucuageauccuguaccuaggaccuuccucugugucacucuuggecuccuaaacucuaagaa
aauaacuauvauucuggagcuugggcaguguguuuugcauaauccageaaucuccucaugacaugcauguguugaua
guccugaaacauucauugagaggguaaaugcaguugaccuagaaugaccaauaccaaacagaauuuuaagaacaggu
ggccaacuccuauggageuuacucacauauuacuauucuuuuaagaacggaaaguaaaauuauuuuugacugaagaa
aaaugaugacagugaaaaacauggaaauguacucaaaacaagugacuuuuucuguaaccuuccaaagaaacugaauu
uuccaaggaauuadaugauaacaguggeuaaggcanaguuucuaaacuuucaguaagauccuggeauucacagaaaa
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aaaugaugaauggggucuggacauacagecugagaucucaaaaugacaaugaaauucacaacuuuuucucagagaca
uucauguuuccugcauaugcuacaacugcaguuugaaagaggcageaaugggageaacccuuuacaagaaacaaauu
gugauauauucauguguuggacggcaguaaauaagaugaaaccugaggagucagauccaccuucceccauucauaga
ggcuuuucagecucauuuugagguacaguuacauaucuuuugecuuuugeccecgugeauageuaucuacagecaa
ucacagaucacagagucacuggacuauagageuggaaggaageucagagacaaugecaaggggecagaaaauuuauc
agaagccagucccagugeguuuccuccauuuccuucugeaggaagacuauuuugggeugecugaacauuguaucaaa
ccugcuaccuauacuauggucuaccuuuccuccaguggaauuacaaaggeacuaacugaaaugecuucuagaaacag
agaaaacgaaacuguacuuauuuacucuugauacacagauuauuuanaaaacagauugaaguaaccuguuaacuggc
aaaaagagaaugagaucggauuuaaauguauggcaguaaguccuauugaucccuccaguuaucucaguaugacugea
guauauucauucacuaaaaccacucacuagauaccaacuacacaccuggeacugeagauguaaaggucagucacacau
guucugacuuuacagaguucacaguageaguggaggaugauauauguggaaacaaaaaaggeauugauucuauuca
gagcacuguuagggeucaaaggagagagegeucuuuccaccuaagaaaugaggaauagggucaucauagaagugacc
uuaagucuuaaaaauuaagaaggggauuccaagcugcuucagacagagacacaucgagcuaaaacacagagguauga
aagagcacagggacuuuaggaauugcacaguucauucuaacaggaacaaaaggeucaagggggecaagaaaugagge
uguauggaaagagauucaauguaageacuuuauaaaauagauuaauuucugauucaaugaageauuucuugaucau
uguguacaaggceacuacaugeaucauggaaaauucauuaggaugeauugecageacuuugeagaacugauauuauuc
agccucaagcuuuccaguggecaaagggaaaugcugacugeuuuucauauauuugagucaaagauuuuuuauaugg
ucaaugaagacuaauauaagggcagugggauuuucacagaugeaugecauguugucgagagecucuuagauuuucu
caacugugagaaagaaaaacgaaaauguugaagacguugagucuggagaggggauacuaaucacuguccaguugggc
acuggugggaauggggaaauggcacaggaaugcaagecucuccacccuaccccccgaacuccagecauacacucaucg
uuucacaaaauauaaaugaguuagcauuagauguuucagaguaaauaauuccuuuucccgaaaugcaugaagauaga
guaacagacuucucacacuguauuuuuaggguauggagaauuuagaagguuaaagaauuacugeuucaauuuuuca
guuaaaaaaaaaucaggaagcucuguucauucaggeuaugeaccaugugeacagucaagaauuageagaaacccucu
gcauuuacaaacacuuugugcuauaaaaaaguaauuuuuaaaaagecacguguguguguguguauauaunanauaua
uauauauvauuuaaagccaagguuuugauacuuuuuuacaaaaacuacaagagaaaacaaauauaccuguccaaaccau
auacuuuuaaaagagcauuuuuuuuuccauacaageuguuguuaauuugeggeuaaagugcugauuugeaaacuuc
aucaaauuguucccaaguggauucuccuuguuugucucccecuaccaaceccaaaguuaccanauuugauguaagaa
ucaggcauguuagaauguugugucacacuaacugauucugcucuuuuugucuugucauucaaguuccguuageuuc
uguacgeggugeccuuugeagucuggugucucuuccagaggegagggggeugaggauggggugeugeaucucacu
agcuauacuggeaucaucuugguaaacugaaaaccaaauguggacauuuguaaaaucagugeacuguuucuagagag
agauuaaauucauuuaaaaaaaa

LRP8 isoforma 3 - Secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 16)

mglpepgplr Halllllll Ilqlqhla aaaadpllgg qgpakdcekd qfgernerci psvwrededd deldhsdedd
cpkktcadsd ftcdnghcih erwkedgeee cpdgsdesca tetkqvepac kiscgptshk cvpaswredg
ckdeeggade ageatslgte rgdefqegdg tevlaikhen qeqdepdgsd cagelqgine clhnnggesh
ictdlkigfe ctcpagfqll dgktcgdide ckdpdacsqi cvnykgyfke ecypgyemdl Itknckaaag kspslifinr
hevrridlvk mysrlipml knvvaldvev atnriywcdl syrkiysaym dkasdpkeqe vlideqlhsp
eglavdwvhk hiywtdsgnk tisvatvdgg rrrtifsenl sepraiavdp Irgfmywsdw gdqakieksg
Ingvdrqtlv sdniewpngi tldlisqrly wvdsklhqls sidfsggnrk tlisstdfls hpfgiavfed kvfwtdlene
aifsanring leisilaenl nnphdivifh elkqprapda celsvqpngg ceylclpapq isshspkyte acpdtmwlgp
dmkreyrdan edskmgstvt aavigiivpi vviallemsg yliwrnwkrk ntksmnfdnp vyrktteeed
edelhigrta qighvypary alsleddglp

LRP8 isoforma 4 - Secuencia de ARN (SEQ ID NO: 17)

geuggcggcgpeccgeccagggccggeeccgegcegeccagecugageccgecccgecgecgagegucaccgaaccuge

UUEAAAULCAZCCPALEARCCLLLLCLEECELCAZCLECEECLECLECeECeECePRgecageaecaacceegecy
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cegeggeaaggacucggagegCugagacgegeeggeggCeeeecggpeagCaeeggeCrCgCggccggageeecy
ggeeegecaugggecucceegageegggeccucuceggeuucuggegeugeugeugeugeugeugeugeugeugeu
geugcageuccageaucuugeggeggeageggeugauccgeugeucggeggecaagggecggecaaggauugegaaa
aggaccaauuccagugecggaacgagegeugeauccccucuguguggagaugegacgaggacgaugacugeuuagac
cacagcgacgaggacgacugecccaagaagaccugugeagacagugacuucaccugugacaacggecacugeauccac
gaacgguggaagugugacggegaggaggaguguccugauggeuccgaugaguccgaggecacuugeaccaageagg
uguguccugeagagaageugageuguggacccaccagecacaaguguguaccugecucguggegeugegacgggga
gaageacugegageeugeagcgeaugageccgecugugcuaccuugugcgeeeegracgaguuccagugeggcaac
cgeucgugeeuggecgecguguucgugugegacggegacgacgacuguggugacggeagegaugagegeggeugug
cagacccggecugegggecccgegaguuccgeugeggeggegauggeggeggegecugeaucceggagegeugggu
cugcgaccgecaguuugacugegaggaccgeucggacgaggeagecgageucugeggecguecgggeeccggggeea
CUCCECECCCECCECCUZCRCCACCZOCUCCCagUUCECCUZeCgeageggegagugegugcaccuggecuggecgc
ugcgacggegaccgegacugcaaagacaaaucggacgaggecgacugeccacugggeaccugecguggggacgaguu
ccaguguggggaugggacauguguccuugeaaucaageacugeaaccaggageaggacuguecagaugggagugau
gaagecuggeugecuacaggggeugaacgagugucugeacaacaauggeggeugeucacacaucugeacugaccucaa
gauuggcuuugaaugeacgugeecageaggeuuccageuccuggaccagaagaccuguggegacauugaugaguge
aaggacccagaugccugcagecagaucugugucaauuacaagggeuauuuuaagugugagugeuacccuggeuacga
gauggaccuacugaccaagaacugcaaggeugeugeuggeaagageccaucccuaaucuucaccaacceggeacgaggu
geggaggaucgaccuggugaageggaacuauucacgecucauccccaugeucaagaaugucguggeacuagaugugg
aaguugccaccaaucgcaucuacuggugugaccucuccuaccguaagaucuauagegecuacauggacaaggecagu
gacccgaaagagcaggagguccucauugacgageaguugeacucuccagagggecuggeaguggacuggguecacaa
geacaucuacuggacugacucgggeaauaagaccaucucaguggecacaguugaugguggecgecgacgeacucucu
UCAZCCgUaaccucagugaacceeggeccaucgcuguugacceecugegaggguucauguauuggucugacugegg
ggaccaggecaagauugagaaaucugggeucaacgguguggaccggeaaacacuggugucagacaauauugaaugge
ccaacggaaucacccuggaucugeugagecagegeuuguacuggguagacuccaageuacaccaacuguccageauu
gacuucaguggaggcaacagaaagacgeugaucuccuccacugacuuccugagecacccuuuugggauageuguguu
ugaggacaagguguucuggacagaccuggagaacgaggecauuuucagugeaaaucggeucaauggecuggaaauc
uccauccuggcugagaaccucaacaacccacaugacauugucaucuuccaugageugaageagecaagageuccagau
gecugugageugaguguccagecuaauggaggeugugaauaccugugecuuccugeuccucagaucuccagecacuc
ucccaaguacacaugugecuguccugacacaauguggeuggguccagacaugaagaggugeuaccgageaccucaau
CuACcCcuCaacuacgacguuageuucuaccaugacgaggeacaguaccugecaccacaagagecceegggeaccaceguce
acagauccaccuaccagaaccacagcacagagacaccaagecugacageugeagucccaageucaguuagugueccca
gggeucccageaucageccgucuacccuaageccugeaaccageaaccacucccageacuaugeaaaugaagacagua
agaugggeucaacagucacugecgeuguuaucgggaucaucgugeccauaguggugauageccuccugugeaugag
uggauaccugaucuggagaaacuggaageggaagaacaccaaaageaugaauuuugacaacccagucuacaggaaaac
aacagaagaagaagacgaagaugagcuccauauagggagaacugeucagauuggecaugucuauccugeacgagugg
cauuaagccuugaagaugauggacuacccugaggaugggaucacccecuucgugecucauggaauucagueccauge
acuacacucuggaugguguaugacuggaugaauggguuucuauauaugggucugugugaguguaugugugugugu
gauuuuuuuuuuaaauuuauguugcggaaagguaaccacaaaguuaugaugaacugcaaacauccaaaggauguga
gaguuuuucuauguauaauguuuuauacacuuuuuaacugguugeacuacccaugaggaauucguggaauggeuac
ugcugacuaacaugaugcacauaaccaaaugggggccaauggcacaguaccuuacucaucauuuaaaaacuauauuu
acagaagauguuugguugeugggggggcuuuuuuagguuuuggggcauuuguuuuuuguaaauaagaugauuau
geuuuguggcuauccaucaacauaaguaaaaaaaaaaaaaaaacacuucaacucccucceccauuuagauuauuuauu
aacauauuuuaaaaaucagaugaguucuauaaauaauuuagagaagugagaguauuuauuuuuggcauguuuggce
caccacacagacucuguguguguanguguguguuuauauguguaugugugugacagaaaaaucuguagagaagagg
cacaucuauggcuacuguucaaauacauaaagauaaauuuauuuucacacaguccacaagggguanaucuuguaguu
uucagaaaagccuuuggaaaucuggaucagaaaauagauaccaugguuugugeaauuauguaguaaaaaaggcaaau
35



ES 2765573 T3

CULLUCACCUCUZZCUALUCCUZAgACcCCeaggaagucaggaaaagecuuucageucacccauggeugeugugacuc
cuaccagggcuuucuuggeuuuggegaaggucaguguacagacauuccaugguaccagagugeucagaaacucaaga
uaggauaugecucacccucageuacuccuuguuuuaaaguucageucuuugaguaacuucuucaauuucuuucagg
acacuuggguugaauucaguaaguuuccucugaageacccugaagggugecauccuuacagageuaaguggagacg
uuuccagaucageccaaguuuacuauagagacuggeccaggeacugaaugucuaggacaugcuguggaugaagauaa
agaugguggaauagguuuuaucacaucucuuauuucucuuuuccccuuacucucuaccauuuccuuuaugugggga
aacauuuuaagguaauaaauagguuacuuaccaucauauguucauauagaugaaacuaauuuuuggeuuaagucaga
acaacuggcecaaaauugaagucauauuugaggggegaaauggcauacgcaauauuanauuauauugganauuuaug
uucacacaggaauuugguuuacugcuuuguaaauaaaaggaaaaacuccggguauauguauagauguucuucauua
uagacaucuucuuugcuuuucuuggccuugggggageaagggagaagugcucuuuucuacuuguggggucuccea
uuggaaacauaauccuauagucccagaaggauucaguccccaguggeuuucceauccaaagagaaagaguuugaguu
ucuuaacucugeuguucugecacuuacucccacuagacaaccagggacaaggugeaacauggaaguguuugacuuaa
guaggagcagaggagcugcaucuaaucucaucauaccuggaacuugacacacuuaagcaaaugecuucccaucccuac
cugccagaugeccccaacucaaugaaguuggaugucucaccageuugauacccuuugaauuuucagucagacauucu
ggaguucuageauccuguaccuaggaccuuccucugugucacucuuggecuccuaaacucuaagaaaauaacuauau
ucuggagcuugggeaguguguuuugcauaauccageaaucuccucaugacaugcauguguugauaguccugaaaca
uucauugagaggguaaaugcaguugaccuagaaugaccaauaccaaacagaauuuuaagaacagguggecaacuccu
auggagcuuacucacauauuacuauucuuuuaagaacggaaaguaaaauuauuuuugacugaagaaaaaugaugaca
gugaaaaacauggaaauguacucaaaacaagugacuuuuucuguaaccuuccaaagaaacugaauuuuccaaggaau
uaaaugauaacaguggcuaaggcauaguuucuaaacuuucaguaagauccuggeauucacagaaaaaaaugaugaau
ggggucuggacauacagecugagaucucaaaaugacaaugaaauucacaacuuuuucucagagacauucauguuuce
ugcauaugcuacaacugeaguuugaaagaggcageaaugggageaacccuuuacaagaaacaaauugugauauauuc
auguguuggacggcaguaaauaagaugaaaccugaggagucagauccaccuucceccauucauagaggeuuuucage
cucauuuugagguacaguuacauaucuuuugccuuuugeccccgugcauageuaucuacagecaaucacagaucaca
gagucacuggacuauagageuggaaggaageucagagacaaugecaagggggcagaaaauuuaucagaagecagucc
cagugcguuuccuccauuuccuucugeaggaagacuauuuugggeugecugaacauuguaucaaaccugeuaccua
uacuauggucuaccuuuccuccaguggaauuacaaaggeacuaacugaaaugecuucuagaaacagagaaaacgaaac
uguacuuauuuacucuugauacacagauuauuuauaaaacagauugaaguaaccuguuaacuggcaaaaagagaaug
agaucggauuuaaauguauggeaguaaguccuauugaucccuccaguuaucucaguaugacugeaguauauucauu
cacuaaaaccacucacuagauaccaacuacacaccuggeacugeagauguaaaggucagucacacauguucugacuuu
acagaguucacaguagcaguggaggaugauauauguggaaacaaaaaaggcauugauucuauucagageacuguuag
ggcucaaaggagagaggggucuuuccaccuaagaaaugaggaauagggucaucauagaagugaccuuaagucuuaaa
aauuaagaaggggauuccaageugcuucagacagagacacaucgageuaaaacacagagguaugaaagageacaggga
cuuuaggaauugcacaguucauucuaacaggaacaaaaggeucaaggggggcaagaaaugaggcuguauggaaagag
auucaauguaagcacuuuauaaaauagauuaauuucugauucaaugaagcauuucuugaucauuguguacaaggcac
uacaugcaucauggaaaauucauuaggaugeauugecageacuuugeagaacugauauuauucagecucaageuuuc
caguggccaaagggaaaugeugacugcuuuucauauauuugagucaaagauuuuuuaunauggucaaugaagacuaa
uauaagggcagugggauuuucacagaugeaugecauguuguegagagecucuuagauuuucucaacugugagaaag
aaaaacgaaaauguugaagacguugagucuggagaggggauacuaaucacuguccaguugggeacuggugggaaug
gggaaauggeacaggaaugeaagecucuccacccuaccecccgaacuccagecauacacucaucguuucacaaaauau
aaaugaguuagcauuaaauguuucagaguaaauaauuccuuuucccgaaaugeaugaaganagaguaacagacuucu
cacacuguauuuuuaggguauggagaauuuagaagguuaaagaauuacugeuucaauuuuucaguuaaaaaaaaau
caggaagcucuguucauucaggcuaugeaccaugugeacagucaagaauuageagaaacccucugcauuuacaaacac
uuugugcuauaaaaaaguaauuuuuaaaaagecacguguguguguguguanauauauauauanauauanauuuaaa
gecaagguuuugauacuuuuuuacaaaaacuacaagagaaaacaaauanaccuguccaaaccanauacuuuuaaaaga
geauuuuuuuuuccauacaageuguuguuaauuugegeeuaaagugcugauuugcaaacuucaucaaauuguucee
aaguggauucuccuuguuugucucccccuaccaaccecaaaguuaccauauuugauguaagaaucaggeauguuaga
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auguugugucacacuaacugauucugcucuuuuugucuugucauucaaguuccguuagcuucuguacgeggugece
uuugcagucuggugucucuuccagaggegagggggcugaggauggggugcugeaucucacuageuauacuggeauc
aucuugguaaacugaaaaccaaauguggacauuuguaaaaucagugeacuguuucuagagagagauuaaauucauuu
daddaaaa

LRP8 isoforma 4 - Secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 18)

mglpepgplr Halllllll Hllglghla aaaadpllgg qgpakdeekd qfgernerci psvwrededd deldhsdedd
cpkktcadsd ftednghcih erwkedgeee cpdgsdesea tetkqvepae klscgptshk cvpaswredg
ckdceggade agcatlcaph efqegnrscl aavfvedgdd degdgsderg cadpacgpre freggdggga
ciperwvedr qfdcedrsde aaclegrpgp gatsapaaca tasqfacrsg ecvhlgwred gdrdckdksd
eadcplgter gdefqegdgt cvlaikhenq eqdepdgsde agelqginec Thnnggeshi ctdlkigfec tepagfqlld
qktcgdidec kdpdacsqic vnykgyfkee cypgyemdll tknckaaagk spsliftnrh evrridlvkr
nysrlipmlk nvvaldveva tnriywcdls yrkiysaymd kasdpkeqev lideqlhspe glavdwvhkh
iywtdsgnkt isvatvdggr rrtlfsrnls epraiavdpl rgfmywsdwg dqakicksgl ngvdrqtlvs
dniewpngit Idllsqrlyw vdsklhqlss idfsggnrkt lisstdflsh pfgiavfedk vfwtdlenea ifsanringl
eisilaenln nphdivifhe Ikqprapdac elsvqpnggc eylclpapqi sshspkytca cpdtmwlgpd
mkrecyrapgs tstttlastm trtvpattra pgttvhrsty qnhstetps| taavpssvsv prapsispst Ispatsnhsq
hyanedskmg stvtaavigi ivpivviall cmsgyliwrn wkrkntksmn fdnpvyrktt ecededelhi
grtaqighvy parvalsled dglp

CTGF - Secuencia de ARN (SEQ ID NO: 19)

432acuCacacaacaacuCuuCCeegeugagaggagacagecagugegacuccacceuccageucgacggragecgecce
CgEeegacagerecgagacgacageccggegeguccegguccecaccuccgaccaccgeeagegeuccaggececgec
ZCUCCCCZCUCZCCECCACCECECCCUCCZCUCCECCCgragugeraaccaugaccgeegecaguaugggeccegucce
gegucgecuucgugguecuccucgeccucugeagecggecggecgucggecagaacugeagegggecgugecggug
CCCEEacgagerggCgecgegcugecegecggecgugagecucgugcugeacggcugegecugeugecgegucuge
gecaageageugggegageugugeaccgagegegaccecugegacecgeacaagggecucuucugugacuucggeuc
cecggecaaccgeaagaucggegugugeaccgecaaagauggugeucccugeaucuucggugguacgguguaccgea
geggagaguccuuccagageageugeaaguaccagugeacgugecuggacggggeggugggeugeaugecccugug
cagcauggacguucgucugeccageccugacugecccuucecgaggagggucaageugeccgggaaaugeugegagg
agugEeuUgUZUZACEAgCCraaggaccaaaccgugguugggccugeccucgeggcuuaccgacuggaagacacguu
uggeccagacccaacuaugauuagagecaacugecugguecagaccacagaguggagegecuguuccaagaccugug
ggaugggcaucuccacceggguuaccaaugacaacgecuccugeaggeuagagaageagagecgecugugeaugguc
aggecuugegaageugaccuggaagagaacauuaagaaggecaaaaagugcauce guacucccaaaaucuccaagecu
aucaaguuugagcuuucuggeugeaccageaugaagacauaccgageuaaauucugugeaguauguaccgacgeccg
augceugceacccecccacagaaccaccacccugecgguggaguucaagugeccugacggegaggucaugaagaagaacau
gauguucaucaagaccugugecugecauuacaacugucccggagacaaugacaucuuugaaucgeuguacuacagga
agauguacggagacauggcaugaagccagagagugagagacauuaacucauuagacuggaacuugaacugauucaca
ucucauuuuuccguaaaaaugauuucaguageacaaguuauuuaaaucuguuuuucuaacugggggaaaagauuce
cacccaauucaaaacauugugecaugucaaacaaauagucuaucaaccccagacacugguuugaagaauguuaagacu
ugacaguggaacuacauuaguacacageaccagaauguauauuaaggugugecuuuaggageagugggaggouace
agcagaaagguuaguaucaucagauagcaucuuauacgaguaauaugecugeuauuugaaguguaauugagaagga
aaauuuuagcgugeucacugaccugecuguagecccagugacageuaggaugugeauucuccagecaucaagagacu
gagucaaguuguuccuuaagucagaacageagacucageucugacauucugauucgaaugacacuguucaggaaucg
gaauccugucgauuagacuggacagcuuguggeaagugaauuugecuguaacaagecagauuuuuuaaaauuuaua
uuguaaauauuguguguguguguguguguguatauauauauauauguacaguuaucuaaguuaauuuaaaguugu
uugugecuuuuuauuuuuguuuuuadugcunuganauuucaauguuagecucaauuucugaacaccauagguagaa
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uUguaaagcuugucugaucguucaaagcaugaaauggauacuuauauggaaauucugeucagauagaaugacaguce
gucaaaacagauuguuugcaaagggeaggcaucaguguccuuggeaggeugauuucuagguaggaaaugugguage
cucacuuuuaaugaacaaauggccuuuauuaaaaacugagugacucuauauageugaucaguuuuuucaccuggaag
cauuuguuucuacuuugauaugacuguuuuucggacaguuuauuuguugagagugugaccaaaaguuacauguuu
geaccuuucuaguugaaaauaaaguguauauuuuuucuauaaaaaaaaaaaaaaaaa

CTGF - Secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 20)

mtaasmgpvr vafvvllalc srpavgqnes gperepdepa prepagvsly ldgegeerve akqlgelcte
rdpcdphkgl fedfgspanr kigvetakdg apcifggtvy rsgesfgssc kyqeteldga vgemplesmd
vrlpspdepf prrvklpgke ceewvedepk dqtvvgpala ayrledtfgp dptmirancl vqttewsacs
ktcgmgistr vtndnascrl ekgsrlemvr peeadleeni kkgkkcirtp kiskpikfel sgetsmktyr akfegvetdg
rectphrttt Ipvefkepdg evmkknmmfi ktcachynep gdndifesly yrkmygdma

LXR-a isoforma 1: secuencia de ARN (SEQ ID NO: 21)

aggaageageeougeccugaccccucggeagucccuccccucagecuuuccecaaauugeuacuucucugegggcucce
agguccugcuugugeucageuccageucacuggeuggecaccgagacuucuggacaggaaacugeaccauccucuuc
ucccagcaagggggcuccagagacugeccacccaggaagucugguggecuggggauuuggacagugecuugguaau
gaccagggeuccaggaagagauguccuuguggeugggggecccugugecugacauuccuccugacucugeggugga
geuguggaagecaggegeacaggaugeaageagecaggeccagggaggeageageugeauccucagagaggaageca
ggaugecccacucugeuggggguacugeagggguggegcuggaggcugeagageccacageccugeucaccagggee
agagcccccuucagaacccacagagauccguccacaaaageggaaaaaggggccageccecaaaaugeuggggaacga
geuaugeageguguguggEeacaaggecucgggeuuccacuacaauguucugageugegaggecugcaagegauuc
uuccgecgeagegucaucaagggagegeacuacaucugecacaguggeggecacugeeccauggacaccuacaugeg
ucgcaagugccaggagugucggeuucgcaaaugecgucaggeuggeaugegggaggaguguguccugucagaagaa
cagauccgcecugaagaaacugaageggceaagaggaggaacaggeucaugecacauccuugecccecagggeuuccuca
cceccccaaauccugecceageucageccggaacaacugggeaugaucgagaageucgucgeugeccageaacagugu
AaCCLECLCUCCUUUUCUZACCEZECULCZAgUCACECCUUZECCCAUZECACCAZAUCCCCauageeggeagecceey
ucagcagcegeuuugeccacuucacugageuggecaucgucucugugeaggagauaguugacuuugeuaaacageuac
ccggeuuccugeageucagecgggaggaccagauugeccugcugaagaccucugegaucgaggugaugeuucugga
gacaucucggagguacaacccugggagugagaguaucaccuuccucaaggauuucaguuauaaccgggaagacuuug
ccaaagcagggcugeaaguggaauucaucaaccccaucuucgaguucuccagggccaugaaugageugeaacucaau
gaugccgaguuugecuugcucauugeuaucageaucuucucugeagaccggeccaacgugeaggaccageuccaggu
agagaggcugeageacacauauguggaageccugeaugecuacgucuccauccaccauccccaugaccgacugaugu
ucccacggaugcuaaugaaacuggugagecuccggacccugageageguccacucagageaaguguuugeacugegu
cugcaggacaaaaagcucccaccgeugeucucugagaucugggaugugeacgaaugacuguucuguccccavauuuu
cuguuuucuuggecggauggeugaggccugguggcugecuccuagaaguggaacagacugagaaggecaaacauuc
cugggageugggcaaggagauccucceguggeauuaaaagagagucaaaggguugegaguuuuguggeuacugage
aguggageecucgeuaacacugugeugugucugaagaucaugeugaceccacaaacggaugggecuggggeccacuu
ugcacaggeuucuccagageccugeccauccugecuccaccacuuccuguuuuucccacagggececaagaaaaauuc
uccacugucaaaaaaaaa

LXR-a (NR1H3) isoforma 1: secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 22)

mslwlgapvp dippdsavel wkpgaqdass qaqggsscil recarmphsa ggtagvglea acptalltra
eppsepteir pgkrkkgpap kmlgnelesv cgdkasgthy nviscegekg ffrrsvikga hyichsgghe
pmdtymrrke qecrlrkerq agmreecvls eeqirlkklk rqeeeqahat slpprasspp qilpqlspeq
Igmieklvaa qqqenrrsfs drirvtpwpm apdphsrear qqrfahftel aivsvqeivd fakqlpgflq Isredqiall
ktsaicvmll etsrrynpgs esitflkdfs ynredfakag lqvefinpif efsramnelq Indacfalli aisifsadrp
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nvqdqlqver Ightyvealh ayvsihhphd rimfprmlmk lvsirtlssv hseqvfalrl qdkklpplls eiwdvhe
LXR-a (NR1H3) isoforma 2: secuencia de ARN (SEQ ID NO: 23)

aggaaggageeougeccugacccCucggeagucccuccecucagecuuuccecaaauugeuacuucucugggecuce
agguccugcuugugcucageuccageucacuggeuggecaccgagacuucuggacaggaaacugeaccauccucuuc
ucccagcaagggggeuccagagacugeccacccaggaagucugguggecuggggauuuggacagugecuugguaau
gaccagggeuccaggaagagauguccuuguggeugggggecccugugecugacauuccuccugacucugeggugga
geuguggaagecaggegeacaggaugeaageagecaggeccagggaggeageageugeauccucagagaggaageca
ggaugccccacucugeuggggguacugeagggguggggcuggaggcugeagageccacageccugeucaccaggge
agagcccccuucagaacccacagagauccgucecacaaaageggaaaaagggoccageccecaaaaugeugggeaacga
geuaugcageguguguggggacaaggecucgggeuuccacuacaauguucugageugegagggeugeaagggauuc
uuccgecgeagegucaucaagggagegeacuacaucugecacaguggeggecacugecccauggacaccuacaugeg
ucgcaagugccaggagugucggeuucgcaaaugecgucaggeuggeaugegggaggaguguguccugucagaagaa
cagauccgecugaagaaacugaageggeaagaggaggaacaggeucaugecacauccuugeeccecagggeuuccuca
ceececcaaauccugecceageucageecggaacaacugggeaugaucgagaageucgucgeugeccageaacagugu
aaccggegeuccuuuucugaccggeuucgagucacggugaugeuucuggagacaucucggagguacaacccuggga
gugagaguaucaccuuccucaaggauuucaguuauaaccgggaagacuuugecaaageagggcugeaaguggaauuc
aucaaccccaucuucgaguucuccagggecaugaaugageugeaacucaaugaugecgaguuugecuugeucauuge
uaucagcaucuucucugeagaccggeccaacgugeaggaccageuccagguagagaggcugeageacacauaugugg
aagcccugcaugecuacgucuccauccaccauccccaugaccgacugauguucccacggaugeuaaugaaacugguga
gecuccggacccugageageguccacucagageaaguguuugeacugegucugeaggacaaaaageucccaccgeug
cucucugagaucugggaugugeacgaaugacuguucuguccccauauuuucuguuuucuuggecggauggeugag
gecugguggcugecuccuagaaguggaacagacugagaaggecaaacauuccugggageuggecaaggagauccucce
cguggcauuaaaagagagucaaaggguugegaguuuuguggeuacugageaguggageccucgeuaacacugugeu
gugucugaagaucaugceugaccccacaaacggaugggecugggggccacuuugeacaggguucuccagageccugec
cauccugecuccaccacuuccuguuuuucccacagggecccaagaaaaauucuccacugucaaaaaaaaa

LXR-a (NR1H3) isoforma 2: secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 24)

mslwlgapvp dippdsavel wkpgaqdass qaqggsscil reearmphsa ggtagvglea acptalltra
eppsepteir pgkrkkgpap kmlgnelesv cgdkasgfhy nvlscegekg ffrrsvikga hyichsgghe
pmdtymrrke qecrlrkerq agmreecvls eeqirlkklk rqeeeqahat slpprasspp qilpglspeq
Igmicklvaa qqqenrrsfs drirvtvmll etsrrynpgs esitflkdfs ynredfakag lqvefinpif efsramnelq
Indacfalli aisifsadrp nvqdqlqver Ightyvealh ayvsihhphd rimfprmimk lvsirtlssv hseqvfalrl
qdkklpplls eiwdvhe

LXR-a (NR1H3) isoforma 3: secuencia de ARN (SEQ ID NO: 25)

aucuuacuuagggaccugeuggegugrggggaaaaggcgcagucucggugggauugegugeaggaggeucguggl
cuggeuguggeggaggageauaagaagacucugegguggageuguggaagecaggegeacaggaugeaageageea
ggeecagggaggcageageugeauccucagagaggaagecaggaugecccacucugeuggggguacugeaggggug
gggeuggaggeugeagageccacageccugeucaccagggeagageccccuucagaacccacagagauccguccacaa
aagcggaaaaaggggccageccccaaaaugeuggggaacgageuaugeageguguguggggacaaggecucgggeuu
ccacuacaauguucugageugegagggcugeaagggauucuuccgecgeagegucaucaagggagegeacuacaucu
gecacaguggeggecacugecccauggacaccuacaugegucgeaagugecaggagugucggeuucgeaaaugecgu
caggeuggcaugegggaggaguguguccugucagaagaacagauccgecugaagaaacugaageggcaagaggagga
acaggeucaugecacauccuugecceccagggeuuccucacececccaaauccugecccageucageccggaacaacu
gggcaugaucgagaageucgucgeugeecageaacaguguaaccggegeuccuuuucugaccggeuucgagucacge
cuuggeccauggeaccagauccecauagecgggaggeccgucageagegeuuugeecacuucacugageuggeecauc
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gucucugugeaggagauaguugacuuugeuaaacageuacceggeuuccugeageucagecgggaggaccagauug

cccugcugaagaccucugegaucgaggugaugeuucuggagacaucucggagguacaacccugggagugagaguau

caccuuccucaaggauuucaguuauaaccgggaagacuuugecaaageagggeugeaaguggaauucaucaacceca

ucuucgaguucuccagggecaugaaugageugeaacucaaugaugecgaguuugecuugeucauugeuaucageau

cuucucugcagaccggeccaacgugeaggaccageuccagguagagaggcugeageacacauauguggaageccuge

augccuacgucuccauccaccauccecaugaccgacugauguucccacggaugeuaaugaaacuggugagecuccgg

acccugagceageguccacucagageaaguguuugeacugegucugeaggacaaaaageucceaccgeugeucucuga

gaucugggaugugeacgaaugacuguucuguccccauauuuucuguuuucuuggecggauggeugageccuggug

geugccuccuagaaguggaacagacugagaagggcaaacauuccugggageugggeaaggagauccucceguggeau |
uaaaagagagucaaaggguugegaguuuuguggeuacugageaguggageccucgeuaacacugugeugugueuga
agaucaugeugaccecacaaacggaugggecugggggecacuuugeacaggguucuccagageccugeecauccuge

cuccaccacuuccuguuuuucccacagggecccaagaaaaauucuccacugucaaaaaaaaa

LXR-a (NR1H3) isoforma 3: secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 26)

mphsaggtag vgleaaepta lltracppse pteirpgkrk kgpapkmlgn elesvegdka sgfhynvlse
egckgffrrs vikgahyich sgghepmdty mrrkeqecrl rkerqagmre ecviseeqir Ikklkrgeee
qahatslppr assppqilpq Ispeqlgmie klvaaqqqen rrsfsdrlry tpwpmapdph srearqqrfa hftelaivsy
qeivdfakql pgflqlsred qiallktsai evmlletsrr ynpgsesitf Ikdfsynred fakaglqvef inpifefsra
mnelqlndae falliaisif sadrpnvqdq Iqverlghty vealhayvsi hhphdrlmfp rmImklvsir tlssvhseqv
falrlqdkkl! ppllsciwdy he

LXR-a (NR1H3) isoforma 4: secuencia de ARN (SEQ ID NO: 27)

gauucuaacuuagcuaagcaaugeuacuggagaccauaggeaaagecaagguacageuucagggaagucuuugguga
gcccaucucucauuaccaagguaacgaagegeagacuccgggeccgggugggeggcaucaccaccagguucacgecg
agaaggagcuggaggagagcecgeccggeuccagecggaccgeuugeecgecaucaccguuguaaucuaugeageaaa
caagcuggaacccgeuggguggeaccugeaageagecgeecggacgeacccacucugegguggageuguggaageea
ggegeacaggaugeaageagecaggeccagggaggeageageugeauccucagagaggaagecaggaugeeccacuc
ugeuggggguacugeagggguggggcuggaggeugeagageccacageccugeucaccagggeagageecccuuca
gaacccacagagauccguccacaaaageggaaaaaggggecageccccaaaaugeuggggaacgageuaugeagegug
UguUEEEeacaaggecucggEcuuccacuacaauguucugageugegaggegcugeaagggauucuuccgeegeageg
ucaucaagggagcegeacuacaucugecacaguggeggecacugecccauggacaccuacaugegucgeaagugecag
gagugucggeuucgeaaaugecgucaggeuggeaugegggaggaguguguccugucagaagaacagauccgecuga
agaaacugaagegecaagaggaggaacaggcucaugecacauccuugecceecagggcuuccucacceeeecaaaucc
UZCCCCageucageecggaacaacuggeeaugaucgagaageucgucgeugeecageaacaguguaaccggegeucce
uuuucugaccggeuucgagucacgecuuggeccauggeaccagauccccauagecgggaggeccgucageagegeuu
ugcccacuucacugageuggecaucgucucugugeaggagauaguugacuuugeuaaacageuacceggeuuccuge
agcucageegggaggaccagauugeccugeugaagaccucugegaucgaggugaugeuucuggagacaucucggag
£uacaacccugggagugagaguaucaccuuccucaaggaulucaguuauaaccgggaagacuuugecaaageagggc
ugcaaguggaauucaucaaccccaucuucgaguucuccagggecaugaaugageugeaacucaaugaugecgaguuu
gccuugeucauugeuaucageaucuucucugeagaccggeecaacgugeaggaccageuccagguagagaggeugea
gcacacauauguggaageccugeaugecuacgucuccauccaccauccecaugaccgacugauguucccacggaugeu
aaugaaacuggugagecuccggacccugageageguccacucagageaaguguuugeacugegucugeaggacaaaa
agcucccaccgeugeucucugagaucugggaugugeacgaaugacuguucuguccccauauuuucuguuuucuugg
cecggauggeugaggecugguggcugecuccuagaaguggaacagacugagaagggeaaacauuccugggageuggeg
caaggagauccucceguggrauuaaaagagagucaaaggguugegaguuuuguggcuacugageaguggageecuc
gcuaacacugugcugugucugaagaucaugeugacccecacaaacggaugggecugggggccacuuugeacaggguu
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cuccagageccugeccauccugecuccaccacuuccuguuuuucccacagggecccaagaaaaauucuccacugucaa
aaaaaaa

LXR-a (NR1H3) isoforma 4: secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 28)

mqqtswnplg gtckqppgrt hsavelwkpg aqdassqaqg gsscilreea rmphsaggta gvgleaaept
alltracpps epteirpgkr kkgpapkmlg nelesvegdk asgfhynvls cegekgffir svikgahyic
hsgghepmdt ymrrkeqecr Irkerqagmr eecviseeqi rikklkrqee eqahatslpp rassppqilp
qlspeqlgmi eklvaaqqqe nrrsfsdrir vtpwpmapdp hsrearqqrf ahftelaivs vqeivdfakq Ipgflglsre
dqiallktsa iecvmlletsr rynpgsesit flkdfsynre dfakaglqve finpifefsr amnelqinda cfalliaisi
fsadrpnvqd qlqverlght yvealhayvs ihhphdrimf prmimklvsl rtlssvhseq vfalrlqdkk Ippllseiwd
vhe

LXR-b (NR1H2) isoforma 1: secuencia de ARN (SEQ ID NO: 29)

ucgucaaguuucacgeuccgeeccucuuccggacgugacgeaagggegegguugecggaagaaguggegaaguuac

uuuugaggguanuugaguageggcggugugucaggggcuadagageaggacgaagaaaageagageaagggaacce
agggcaacaggaguaguucacuccgegagaggecguccacgagacceccgegegeagecaugageeccgeccecegeu
guugcuuggagagggecgggaccuggagagaggcugeuccgugaccecaccauguccucuccuaccacgaguucce

uggauaccceccugecuggaaauggecceecucagecuggegeeccuucuucuucacecacuguaaaggaggaggegu
ceggagecguggeecggggguccggacccugaugucccaggeacugaugaggecageucagecugeageacagacug
ggucaucccagauccegaagaggaaccagagegeaagegaaagaagggeccagecccgaagaugeugggecacgageu
uugecgugucuguggggacaaggecuccggeuuccacuacaacgugeucageugegaaggeugeaagggeuucuuc

cggegeagugugguecgugguggggccaggegeuaugecugecgggguggeggaaccugecagauggacgeuuuca
ugeggegeaagugecageagugecggeugegeaagugeaaggaggeagggaugagggageagugeguccuuucuga
agaacagauccggaagaagaagauucggaaacaacageageaggagucacagucacagucgeagucaccuguggggcc
geagggeageageageucagecucugggecugeggcuuccecugguggaucugagecagecagecaggecuccgeg

gaaggcgaggguguccageuaacageggeucaagaacuaaugauccageaguugguggeggeccaacugeagugeaa
caaacgcuccuucuccgaccageccaaagucacgeccuggecccugggegeagacccccagucccgagaugeecgeea

gcaacgcuuugeccacuucacggageuggecaucaucucaguccaggagaucguggacuucgeuaageaagugecug
guuuccugeageugggecgggaggaccagaucgeccuccugaaggeauccacuaucgagaucaugeugeuagagaca
gecaggegeuacaaccacgagacagaguguaucaccuucuugaaggacuucaccuacageaaggacgacuuccaccgu
geaggecugeagguggaguucaucaaccecaucuucgaguucucgegggccaugeggeggeugggccuggacgacy

cugaguacgeccugcucaucgecaucaacaucuucucggecgaccggeccaacgugeaggagecgggecgeguggag
geguugceageageccuacguggaggegeugeuguccuacacgegeaucaagaggecgeaggaccageugegeuucee
gegeaugeucaugaageuggugagecugegeacgeugageucugugeacucggageaggucuucgecuugeggeuc

caggacaagaagcugecgecucugeugucggagaucugggacguccacgagugaggggeuggecacccagecceaca
geccuugecugaccacccuccageagauagacgecggeaccecuuccucuuccuaggguggaagggocccugggecga
geccuguagaccuaucggeucucaucccuugggauaageccecaguccagguccaggaggeucccucccugeecagega

gucuuccagaaggeeeugaaaggeuugeagguccegaccacugacccuucceggeugeccucccuccecageuuacac

cucaagcccageacgcagugeaccuugaacagagggaggggaggacccauggeucuccccecuageccgggagaccag
ggecuuccucuuccucugeuuuuauuuaauaaaaacuaaaaacagaaacaggaaaauaaaauaugaauacaauccage
cecggageuggagugea

LXR-b (NR1H2) isoforma 1: secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 30)

msspttssld tplpgngppq pgapsssptv keegpepwpg gpdpdvpgtd eassacstdw vipdpeeepe
rkrkkgpapk mighelerve gdkasgfhyn viscegekgf frrsvvrgga rryacrgggt cqmdafmrrk

cqqerlrkck eagmreqevl seeqirkkki rkqqqqesqs qsqspvgpqg ssssasgpga spggseagsq
gsgegegvql taagelmiqq lvaaqlgenk rsfsdqpkvt pwplgadpgs rdarqqrfah fielaiisvq
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eivdfakqvp gflglgredq iallkastie imlletarry nhetecitfl kdftyskddf hraglqvefi npifefsram
rriglddaey alliainifs adrpnvqepg rvealqqpyv eallsytrik rpqdqlrfpr mimklvslrt Issvhseqvf
alrlqdkklp pllseiwdvh ¢

LXR-b (NR1H2) isoforma 2: secuencia de ARN (SEQ ID NO: 31)

ucgucaaguuucacgeuccgecccucuuccggacgugacgeaagggegggguugecggaagaaguggegaaguuac
uuuugaggguauuugaguageggcggugugucaggggcuagagaggaggacgaagaaaageagageaagggaacce
agggcaacageaguaguucacuccecgagaggeccguccacgagacceecgecgcagecaugageccegeceeeegcu
guugcuuggagagegecegeaccuggagagaggcugeuccgugaccecaccauguccucuccuaccacgaguucce
uggauaccecccugecuggaaauggecccccucagecuggegecccuucuucuucacecacuguaaaggaggageen
ccggagecguggeecggggguccggacceugaugucccaggeacugaugaggecageucagecugeageacagacug
gggeguccuuucugaagaacagauccggaagaagaagaulucggaaacaacageageaggagucacagucacagucge
agucaccuguggggccgeagggcagcageageucagecucugggecuggggeuuccecugguggaucugaggeagg
cagccagggeuccggggaaggegaggguguccageuaacageggeucaagaacuaaugauccageaguugguggcg
gcccaacugcagugeaacaaacgeuccuucuccgaccageccaaagucacgeccuggecccugggegeagaceeccag
ucccgagaugeccgecageaacgeuuugeccacuucacggageuggecaucaucucaguccaggagaucguggacuu
cgcuaagcaagugccugguuuccugcageugggecgggaggaccagaucgeccuccugaaggeauccacuaucgaga
ucaugcugcuagagacagecaggegeuacaaccacgagacagaguguaucaccuucuugaaggacuucaccuacagea
aggacgacuuccaccgugraggecugeagguggaguucaucaaccecaucuucgaguucucgcgegecaugegeces
cugggccuggacgacgeugaguacgeccugeucaucgecaucaacaucuucucggecgaccggeccaacgugcagga
geecgggecgeguggaggcguugeageageccuacguggaggegeugeuguccuacacgegeaucaagaggecgeag
gaccageugcgeuuccegegeaugeucaugaageuggugageeugegeacgeugageucugugeacucggageagg
ucuucgccuugeggeuccaggacaagaageugecgecucugeugucggagaucugggacguccacgagugagggec
uggecacccagecccacagecuugecugaccacccuccageagauagacgecggeaccccuuccucuuccuagggugg
aaggggcccugggecgagecuguagaccuaucggeucucaucccuugggauaagecccaguccagguecaggaggeu
CCCUCCCUZCrcagegagucuuccagaagggeugaaaggguugcagguccegaccacugacccuucceggeugeccu
CCCUCCCCAageuUacaccucaageccageacgcagugcaccuugaacagaggeageeoageacccauggeucuccece
cuagcecgggagaccagggecuuccucuuccucugeuuuuauuuaauaaaaacuaaaaacagaaacaggaaaauaaaa
uaugaauacaauccageccggageuggagugea

LXR-b (NR1H2) isoforma 2: secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 32)

msspttssld tplpgngppq pgapsssptv keegpepwpg gpdpdvpgtd eassacstdw gvlseeqirk
kkirkqqqqe sqsqsqspvg pqgssssasg pgaspggsea gsqgsgegeg vgltaagelm igqlvaaqlq
cnkrsfsdqp kvtpwplgad pgsrdarqqr fahftelaii svqeivdfak qvpgflglgr edqiallkas tieimlleta
rrynheteci tflkdftysk ddfhraglqv cfinpifefs ramrrlgldd acyalliain ifsadrpnvq epgrvealqq
pyveallsyt rikrpqdqlr fprmimklvs Irtlssvhse qvfalriqdk klppllsciw dvhe

Secuencia de has-miR-199a-1 (SEQ ID NO: 33)

GCCAACCCAGUGUUCAGACUACCUGUUCAGGAGGCUCUCAAUGUGUACAGU
AGUCUGCACAUUGGUUAGGC

Secuencia de has-miR-199a-2 (SEQ ID NO: 34)

AGGAAGCUUCUGGAGAUCCUGCUCCGUCGCCCCAGUGUUCAGACUACCUGU
UCAGGACAAUGCCGUUGUACAGUAGUCUGCACAUUGGUUAGACUGGGCAAG
GGAGAGCA

Secuencia de has-miR-1908 (SEQ ID NO: 35)
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CGGGAAUGCCGCGGCGGGGACGGCGAUUGGUCCGUAUGUGUGGUGCCACCG
GCCGCCGGluccalrceaaececcaceccec

Secuencia de has-miR-7-1 (SEQ ID NO: 36)

UUGGAUGUUGGCCUAGUUCUGUGUGGAAGACUAGUGAUUUUGUUGUUUUU
AGAUAACUAAAUCGACAACAAAUCACAGUCUGCCAUAUGGCACAGGCCAUG
CCUCUACAG

Secuencia de has-miR-7-2 (SEQ ID NO: 37)
CUGGAUACAGAGUGGACCGGCUGGCCCCAUCUGGAAGACUAGUGAUUUUGU
UGUUGUCUUACUGCGCUCAACAACAAAUCCCAGUCUACCUAAUGGUGCCAG
CCAUCGCA

Secuencia de has-miR-7-3 (SEQ ID NO: 38)

AGAUUAGAGUGGCUGUGGUCUAGUGCUGUGUGGAAGACUAGUGAUUUUGU
UGUUCUGAUGUACUACGACAACAAGUCACAGCCGGCCUCAUAGCGCAGACU
CCCUUCGAC

Secuencia de miR-Zip 199a-3p (SEQ ID NO: 39)

GATCCGACAGTAGCCTGCACATTAGTCACTTCCTGTCAGTAACCAATGTGCAG
ACTACTGTTTTTTGAATT

Secuencia de miR-Zip 199a-5p (SEQ ID NO: 40)

GATCCGCCCAGTGCTCAGACTACCCGTGCCTTCCTGTCAGGAACAGGTAGTCT
GA
ACACTGGGTTTTTGAATT

Secuencia de miR-Zip 1908 (SEQ ID NO: 41)

GATCCGCGGCGGGAACGGCGATCGGCCCTTCCTGTCAGGACCAATCGCCGTCC
CCGCCGTTTTTGAATT
Secuencia de miR-Zip 7 (SEQ ID NO: 42)

GATCCGTGGAAGATTAGTGAGTTTATTATCTTCCTGTCAGACAACAAAATCAC
TAGTCTTCCATTTTTGAATT

Los miembros de esta red pueden usarse como dianas para tratar melanoma metastasico. Ademas, los miembros
pueden usarse como biomarcadores para determinar si un sujeto tiene, o esta en riesgo de tener, un melanoma
metastasico o para determinar un prondéstico o seguimiento del paciente que tiene el trastorno. De acuerdo con esto,
la presente descripcion engloba métodos para tratar melanoma metastasico por la toma como diana de uno o mas de
los miembros, métodos para determinar la eficacia de los regimenes terapéuticos para inhibir el cancer, y métodos
para identificar un agente anticancerosos. También se proporcionan métodos para diagnosticar si un sujeto tiene, o
esta en riesgo de tener, melanoma metastasico, y métodos para cribar sujetos que se piensa que estan en riesgo de
desarrollar el trastorno. La descripcion también engloba varios kits adecuados para llevar a cabo los métodos
mencionados anteriormente.

Polipéptidos ApoE

El término "polipéptido o péptido", tal y como se usa en la presente memoria, incluye versiones de fusién o quiméricas
producidas recombinantemente o sintéticamente de cualquiera de los supresores de metastasis mencionados
anteriormente, que tienen los dominios o partes particulares que estan implicados en la red. El término también engloba
un analogo, fragmento, elongaciéon o derivado del péptido (p. €j., que tienen una metionina afiadida en el amino
terminal, util para la expresién en células procariotas).
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"Polipéptido de apolipoproteina o polipéptido ApoE", tal y como se usa en la presente memoria, significa un péptido,
farmaco, o compuesto que mimetiza una funcién de la apolipoproteina nativa bien in vivo o in vitro incluyendo analogos,
fragmentos, elongaciones o derivados de la apolipoproteina que son un péptido con una longitud de entre 10 y 200
residuos de aminoacidos, dichos péptidos pueden contener aminoacidos bien naturales, o no naturales, que contienen
enlaces amida. Los fragmentos de péptidos de apolipoproteina pueden modificarse para mejorar su estabilidad o
biodisponibilidad in vivo como se conoce en la técnica y pueden contener compuestos organicos unidos a las cadenas
laterales de los aminoacidos a través de una variedad de enlaces.

En un aspecto, la descripcidon es un método para usar un péptido apoEp1.B aislado que tiene la secuencia de
aminoacidos TQQIRLQAEIFQAR (murino) (SEQ. ID. No. 43) o AQQIRLQAEAFQAR (humano) (SEQ. ID. No. 44) o un
analogo, fragmento, elongacién o derivado del péptido. La descripcion también incluye una molécula de acido nucleico
que codifica el péptido apoEpl.B, o un analogo, fragmento, elongacion o derivado del mismo.

El término "analogo" incluye cualquier péptido que tiene una secuencia de residuos de aminoacidos sustancialmente
idéntica al péptido nativo en la que uno o mas residuos se han sustituido conservativamente con un residuo con una
funcionalidad similar y que presenta la capacidad de mimetizar al péptido nativo. Los ejemplos de sustituciones
conservativas incluyen la sustitucion de un residuo no polar (hidrofébico) tal como alanina, isoleucina, valina, leucina
0 metionina por ofro, la sustitucion de un residuo polar (hidréfilo) por otro tal como entre arginina y lisina, entre
glutamina y asparagina, entre glicina y serina, la sustitucion de un residuo basico tal como lisina, arginina o histidina
por otro, o la sustitucién de un residuo acido, tal como acido aspartico o acido glutamico por otro.

La expresion "sustitucion conservativa" también incluye el uso de un residuo derivatizado quimicamente en lugar de
un residuo no derivatizado, siempre que dicho polipéptido presente la actividad requerida. Los analogos de los péptidos
incluyen péptidos que tienen las siguientes secuencias: TAQIRLQAEIFQAR (SEQ.ID.NO.:45); TQAIRLQAEIFQAR
(SEQ.ID.NO.:46); TQQARLQAEIFQAR (SEQ.ID.NO.:47) y TQQIALQAEIFQAR (SEQ.ID.NO.:48).

"Derivado" se refiere a un péptido que tiene uno o mas residuos derivatizados quimicamente por la reaccion de un
grupo lateral funcional. Dichas moléculas derivatizadas incluyen, por ejemplo, aquellas moléculas en las que los grupos
amino libres se han derivatizado para formar hidrocloruros de amina, grupos p-toluenosulfonilo, grupos carbobenzoxi,
grupos t-butiloxicarbonilo, grupos cloroacetilo o grupos formilo. Los grupos carboxilo libres pueden derivatizarse para
formar sales, ésteres de metilo y etilo u otros tipos de ésteres o hidrazidas. Los grupos hidroxilo libres pueden
derivatizarse para formar derivados O-acilo u O-alquilo. El nitrégeno de imidazol de la histidina puede derivatizarse
para formar N-im-bencilhistidina. También se incluyen como derivados los péptidos que contienen uno o mas derivados
de aminoacidos naturales de los veinte aminoacidos estandar. Para ejemplos: la 4-hidroxiprolina puede sustituirse con
prolina; la 5-hidroxilisina puede sustituirse con lisina; la 3-metilhistidina puede sustituirse con histidina; la homoserina
puede sustituirse con serina; y la ornitina puede sustituirse con lisina. Los polipéptidos de la presente descripcion
también incluyen cualquier polipéptido que tiene una o mas adiciones y/o deleciones o residuos respecto a la secuencia
de un polipéptido cuya secuencia se muestra en la presente memoria, siempre que se mantenga la actividad requerida.

El término "fragmento” se refiere a cualquier péptido objeto que tiene una secuencia de residuos de aminoacidos mas
corta que la de un péptido cuya secuencia de residuos de aminoacidos se muestra en la presente memoria.

El término "elongacién" se refiere a cualquier péptido objeto que tiene una secuencia de aminoacidos mas larga por
uno o mas aminoacidos (bien en el extremo carboxi o amino terminal) que la de un péptido de la presente descripcion.
Preferiblemente, la elongacion se produce en el extremo amino terminal. Los fragmentos y elongaciones de los
péptidos incluyen péptidos que tienen las siguientes secuencias: QTQQIRLQAEIFQAR (SEQ.ID.NO.:49) y
QQIRLQAEIFQAR (SEQ.ID.NO.:50).

Los polipéptidos ApoE y los métodos para su preparacion se describen en la patente de EE.UU. No. 6.652.860.
Agonistas de LXR (Solo la materia abarcada por el alcance de las reivindicaciones forma parte de la invencion).

Los métodos de la descripcion pueden incluir administrar un agonista de LXR para la prevencion y tratamiento de
metastasis. El agonista de LXR puede ser un compuesto segun la Férmula |, 11, 1ll, o IV mostradas a continuacion.

La Férmula | se proporciona a continuacion:

Y.
A R
X8 X
x5 R' >y
X4 X3

Formula |

o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma, en donde
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Ar es un grupo arilo;
R" es un miembro seleccionado del grupo que consiste en

-OH, -CO2H, -O-alquilo(C4-C7), -OC(O)- , -alquilo(C+-Cy7), -O-heteroalquilo(C+-C7), -OC(O)-heteroalquilo(C+-C7), -NH,
-NHalquilo(C+-C7), -N(alquilo(C+-C7))2 y -NH-S(O).alquilo(C+-Cs);

R? es un miembro seleccionado del grupo que consiste en
alquilo(C+-Cy), heteroalquilo(C+-Cy), arilo y arilalquilo(C+-C7);
X1, X2, X3, X4, X%y X® son cada uno independientemente un miembro seleccionado del grupo que consiste en:

H, alquilo(C'-C5), heteroalquilo(C'-C®), F y CI, con la condiciéon de que no mas de tres de X' a X® son H,
alquilo(C'-C?), heteroalquilo(C'-C5); e

Y es un grupo conector divalente seleccionado del grupo que consiste en:
-N(R™)S(O)m-, -N(R™)S(O)mN(R"3)-, -N(R'?)C(O)-, -N(R™?)C(O)N(R™®)-, - N(R™?)C(S)- y -N(R'*)C(O)O-;
en donde R'? y R'® se seleccionan cada uno independientemente del grupo que consiste en:

H, alquilo(C+-C7), heteroalquilo(C+-C7), arilo y arilalquilo(C4-C7), y opcionalmente cuando Y es -N(R'?)S(O)m- o
-N(R")S(0)mN(R™3)-, R'2 forma un anillo de cinco o seis miembros fusionado a Ar o a R? a través de la union covalente
a Ar o a R?, respectivamente; y el subindice m es un nimero entero de 1 a 2;

con la condicién de que cuando R' es OH, e -Y-R? es -N(R'?)S(O)m-R? o -N(R'?)C(O)N(R"3)-R? y esta unido a una
posicion para respecto al carbono cuaternario unido a Ar, y cuando R? es fenilo, bencilo, o benzoilo, entonces i) al
menos uno de R o R®™ es distinto de hidrégeno y contiene un sustituyente aceptor de electrones, o ii) R? esta
sustituido con un resto distinto de amino, acetamido, dialquil(C1-C7)amino, alquil(C+-C7)amino, halégeno, hidroxi, nitro,
o alquilo(C+-C7), o iii) la parte de anillo benceno de R? esta sustituida con al menos tres grupos seleccionados
independientemente ademas del grupo Y o punto de unién a Y.

En algunas realizaciones, Y es -N(R'?)S(0O).- y R' es OH.

De acuerdo con esto, los compuestos de Férmula | incluyen, pero no estan limitados a, el compuesto con la estructura
mostrada a continuacion:

OH
F3sC. | CF3

Los compuestos de Formula | pueden sintetizarse como se describe en la patente de EE.UU. No. 6.316.503.

La Férmula Il se proporciona a continuacion:

R X°R°
5 1m2
R o X'R
RS NT R!

R?

Foérmula Il

en donde:
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R" es -H;
X' es un enlace, alquilo C4 a Cs, -C(O)-, -C(=CR®R? )-, -O-, -S(O)-, -NR®-, -CR8R®- , -CHR?3, -CR8(CR?®)-, -C(CR®)-,

-CRs(OC(O)R?)-, -C=NOR?-, -C(O)NRE-, -CH;0-, -CH5S-, - CHoNR®-, -OCHy-, -SCH,-, -NR®CH-. 0 ke ;

R? es H, alquilo C4 a Cs, alquenilo C>a Cs, alquinilo C, a Ce, cicloalquilo C3 a Ce, -CHOH, arilalquilo C7 a Cq4, fenilo,
naftilo, perfluoroalquilo C4 a Cs, CN, C(O)NH,, CO,R"? o fenilo sustituido independientemente con uno o mas de los
grupos seleccionados independientemente de alquilo C4 a Cs, alquenilo C, a Cs4, alquinilo C, a Cs4, alcoxi C1 a Cs,
perfluoroalquilo C+ a Cs, halégeno, -NO,, -NRER?®, -CN, -OH, y alquilo C4 a Cs sustituido con 1 a 5 fltor, o R% es un
heterociclo seleccionado del grupo que consiste en piridina, tiofeno, bencisoxazol, benzotiofeno, oxadiazol, pirrol,
pirazol, imidazol, y furano, cada uno de los cuales puede estar sustituido opcionalmente con uno a tres grupos
seleccionados independientemente de alquilo C4 a Cs, alcoxi C1 a Cs, perfluoroalquilo C1 a Cs, halégeno, -NOg,
-NRER?, -CN, y alquilo C+ a C3 sustituido con 1 a 5 fllor;

X2 es un enlace 0 -CH»-;

R3 es fenilo, naftilo, o fenilo o naftilo sustituido independientemente con uno a cuatro grupos seleccionados
independientemente de alquilo C4 a Cs, hidroxi, fenilo, acilo, halégeno, - NH;, -CN, -NOg, alcoxi C1 a Cs, perfluoroalquilo
C+ a Cg3, alquilo C a Cs sustituido con 1 a 5 fltior, NR™R'5, -C(O)R'?, -C(O)NR'™R™", -C(O)NR'A, -C=CR8, -CH=CHRS,
-WA, -C=CA, -CH=CHA, -WYA, - WYNR"-A, -WYR', -WY(CH2)A, -WCHR"(CH2)A, -W(CH2)A, -W(CH2);R',
- CHR"W(CH2)jR'™, -CHR"W(CH2)A, -CHR'NR'YA, -CHR''NR'™YR', pirrol, - W(CH2)A(CH2)«D(CH2)pZ,
-W(CR™R")A(CH2)D(CH2)pZ,  ~(CH2)WA(CH2)kD(CH2)pZ, -CH=CHA(CH2)D(CH2)pZ, -C=CA(CH2)«D(CH2)pZ,
-W(CH,)C=CA(CH)D(CH2),Z, y -W(CH,)Z, o R® es un heterociclo seleccionado de pirimidina, tiofeno, furano,
benzotiofeno, indol, benzofurano, bencimidazol, benzotiazol, benzoxazol, y quinolina, cada uno de los cuales puede
estar sustituido opcionalmente con uno a tres grupos seleccionados independientemente de alquilo Cq a Cs, alcoxi
C1 a Cs, hidroxi, fenilo, acilo, halégeno, -NHz, -CN, -NO,, perfluoroalquilo C1 a Cs, alquilo C4 a C3 sustituido con 1 a 5
fluor, -C(O)R', -C(O) NR'"R" -C(O)NR'"A, -C=CR® -CH=CHR®, -WA, -C=CA, -CH=CHA, -WYA, -WYR'0,
- WY(CHo)A, -W(CHo)A, -W(CH,)R™ , -CHR"W(CH)R'"?, -CHR"W(CH_)A, -CHR''NR™YA, -CHR"NR'2YR',
-WCHR"(CHy)A, -W(CHa2);A(CH2)D(CH2)pZ, -W(CR'"8R9)A(CH2)«D(CH2)pZ, -(CH2)WA(CH:)D(CH2)pZ,
-CH=CHA(CH2)xD(CH2),Z, -C=CA(CH)xD(CH2)pZ, -W(CH2);C=CA(CH2)xD(CH2),Z, y -W(CH>);Z;

W es un enlace, -O-, -S-, -S(0)-, -S(0)2-, -NR''-, 0 -N(COR"?)-;

Y es -CO-, -S(0)?-, -CONR'3,-CONR'3CO-, -CONR'3S0,-, -C(NCN)-, -CSNR"3, - C(NH)NR'3, 0 -C(0O)O-;
jes0a3;

kes0a 3;

tes0a?2;

D es un enlace, -CH=CH-, -C=C-, -C=,-C(O)-, fenilo, -O-, -NH-, -S-, -CHR-, - CR'R'®-, -OCHR", -OCR"R"-, 0o
-CH(OH)CH(OH)-;

pes0Oag3;

Z es -CO,R™, -CONR'"R'"!, -C(NR'”)NR''R"?, -CONHzNH_, -CN, -CH,OH, -NR'®R'7, fenilo, CONHCH(R?**)COR'?,
ftalamida, pirrolidina-2,5-diona, tiazolidina-2,4-diona, tetrazolilo, pirrol, indol, oxazol, 2-tioxo-1,3-tiazolinin-4-ona,
aminas C4 a C7, aminas ciclicas Cz a C7, o alquilo C1 a C3 sustituido con uno a dos grupos OH; en donde dicho pirrol
esta sustituido opcionalmente con uno o dos sustituyentes seleccionados independientemente del grupo que consiste
en -COzCH3, -COzH, -COCH3, -CONHz, y -CN;

en donde dichas aminas Cq1 a Cy estan sustituidas opcionalmente con uno a dos sustituyentes seleccionados
independientemente del grupo que consiste en -OH, halégeno, -OCHjs, y -C=CH;

en donde dicho fenilo esta sustituido opcionalmente con CO;R'!, y en donde dichas aminas ciclicas C3 a C7 estan
sustituidas opcionalmente con uno o dos sustituyentes seleccionados independientemente del grupo que consiste en
-OH, -CH,0H, alquilo C1 a C3, -CH,0OCHj3, -CO,CHs, y -CONHz, y en donde dicho oxazol esta sustituido opcionalmente
con CH,CO,R';

A es fenilo, naftilo, tetrahidronaftilo, indano o bifenilo, cada uno de los cuales puede estar sustituido opcionalmente
con uno a cuatro grupos seleccionados independientemente de halégeno, alquilo C4 a Cs, alquenilo C, a Cg, alquinilo
C; a C4, acilo, hidroxi, halogeno, -CN, -NO,, -CO,R", - CH,CO2R'", fenilo, perfluoroalcoxi C1 a Cs, perfluoroalquilo C+
a Cs, -NR™R" - CHoNR'R", -SR", alquilo C4 a Cs sustituido con 1 a 5 fltor, alquilo C1 a C3 sustituido con 1 a 2
grupos -OH, alcoxi C1 a Cg sustituido opcionalmente con 1 a 5 fltor, o fenoxi sustituido opcionalmente con 1 a 2 grupos
CF3; 0
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A es un heterociclo seleccionado de pirrol, piridina, piridina-N-6xido, pirimidina, pirazol, tiofeno, furano, quinolina,
oxazol, tiazol, imidazol, isoxazol, indol, benzo[1,3]-dioxol, benzo[1,2,5]-oxadiazol, isocromen-1-ona, benzotiofeno,
benzofurano, 2,3-di- 5 hidrobenzo[1,4]-dioxina, biteinilo, quinazolin-2,4-9[3H]diona, y 3-H-isobenzofuran-1-ona, cada
uno de los cuales puede estar sustituido opcionalmente con uno a tres grupos seleccionados independientemente de
halégeno, alquilo C1 a Cs, acilo, hidroxi, -CN, -NO, perfluoroalquilo C1 a Cs, -NR'°R'!, -CH,NR'"R", -SR"!, alquilo C4
a Cs sustituido con 1 a 5 fluor, y alcoxi C4 a C3 sustituido opcionalmente con 1 a 5 fltor;

R4, R®, y R® son cada uno, independientemente, -H o -F;

R” es alquilo C1 a Cg, perfluoroalquilo C4 a C4, haldgeno, -NO2, -CN, fenilo o fenilo sustituido con uno o dos grupos
seleccionados independientemente de halégeno, alquilo C1 a C,y OH,;

con la condicion de que si X1R? forma hidrogeno, entonces R® se selecciona de:

(a) fenilo sustituido con -W(CHz)jA(CHz)kD(CHz)pZ, -W(CR18R1Q)A(CHz)kD(CHz)pZ, -(CHz)jWA(CHz)kD(CHz)pZ,
-CH=CHA(CH2)xD(CH2),Z, -C=CA(CH2)xD(CH2)pZ, o - W(CH2);C=CA(CH.)xD(CH2)pZ, en donde el resto fenilo esta
ademas sustituido opcionalmente con uno o dos grupos seleccionados independientemente de alquilo Cy a Cy,
perfluoroalquilo C1 a Cy, halégeno, y CN; y

(b) un heterociclo seleccionado de pirimidina, tiofeno, y furano, cada uno de los cuales esta sustituido con uno de
-W(CH2)A(CH2)kD(CH2)pZ, -W(CR'™R')A(CH2)xD(CH2)pZ, -(CH2)WA(CH2)xD(CH2)pZ, -CH=CHA(CH2)xD(CH2)sZ,
-C=CA(CH2)D(CH2)pZ, 0 -W(CHz);C=CA(CH2)xD(CH2)pZ;

cada R® es independientemente -H, o alquilo C1 a Cs;

cada R? es independientemente- H, o alquilo C1 a Cs;

cada R es independientemente -H, -CH, alcoxi C a C3, alquilo C1 a C7, alquenilo C3 a Cy, alquinilo C3 a C+, cicloalquilo
C3 a Cy, -CH,CH,0OCH3, 2-metil-tetrahidro-furano, 2-metil-tetrahidro-pirano, 4-metil-piperidina, morfolina, pirrolidina, o
fenilo sustituido opcionalmente con uno o dos grupos alcoxi Cq a Cs, en donde dicho alquilo C1 a C; esta sustituido
opcionalmente con 1, 2 o 3 grupos seleccionados independientemente de alcoxi C4 a Cs, tioalcoxi Cq a Cs, y CN;

cada R es independientemente -H, alquilo C1 a C30 R?% 0 R'® y R, cuando estan unidos al mismo atomo, forman
junto con dicho atomo:

un anillo saturado de 5 a 7 miembros, sustituido opcionalmente con 1 a 2 grupos seleccionados independientemente
de alquilo C1 a C3, OH y alcoxi C4-C3; o un anillo de 5 a 7 miembros que contiene 1 o 2 heteroatomos,

sustituido opcionalmente con 1 a 2 grupos seleccionados independientemente de alquilo C1 a Cs, OH y alcoxi C4-Cs;
cada R'? es independientemente -H, o alquilo C4 a Cg;

cada R es independientemente -H, o alquilo C4 a Cg;

cada Ry R es, independientemente, alquilo C1 a C7, cicloalquilo C3 a Cs, alquenilo C, a C, alquinilo C; a C7, -CH,
-F, arilalquilo C7 a Ci4, donde dicho arilalquilo esta sustituido opcionalmente con 1 a 3 grupos seleccionados

independientemente de NO>, alquilo C4 a Cs, perhaloalquilo C4 a Cs, halégeno, CH,CO,R", fenilo y alcoxi C4 a Cs, 0
R'2 y R junto con el atomo al que estan unidos pueden formar un anillo saturado de 3 a 7 miembros;

cada R'® y R'" es, independientemente, hidrégeno, alquilo C4 a Cs, alquenilo C+ a Cs, alquinilo C1 a Cs, fenilo, bencilo
o cicloalquilo C3 a Cg, en donde dicho alquilo C1 a Cs3 esta sustituido opcionalmente con un grupo OH, y en donde
dicho bencilo esta sustituido opcionalmente con 1 a 3 grupos seleccionados de alquilo C4 a C3y alcoxi C1 a Cs; o R'®
y R, junto con el atomo al que estan unidos, pueden formar un heterociclo de 3 a 8 miembros que esta sustituido
opcionalmente con uno o dos sustituyentes seleccionados independientemente del grupo que consiste en alquilo Cq a
C3, -OH, CHzOH, -CHzOCH3,-COzCH3, y -CONHZ;

cada R y R'® es, independientemente, alquilo C1 a Cs;

cada R? es independientemente H, fenilo, o la cadena lateral de un alfa aminoacido natural;
cada R?? es independientemente arilalquilo sustituido opcionalmente con CH,COOH; y
cada Ry3 es fenilo;

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

Los compuestos de Férmula Il pueden sintetizarse como se describe en la patente de EE.UU. No. 7.576.215. El
compuesto de formula Il puede ser cualquiera de los compuestos 26-32, o una sal farmacéuticamente aceptable de
los mismos.
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La Férmula 1l se proporciona a continuacion:
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2
AN w3
(R3<k j;ReR?)m
X
E/}Y—(CR”'RS)n—N—e»O)t

(CR'R?), (CRORY),
Q

Formula Il
en donde:
X se selecciona de hidrogeno, alquilo C4-Csg, halo, -OR', -NR'°R"!, nitro, ciano, -COOR'?, o0 -COR™.
Zes CH,CR®0o N, en donde cuando Zes CHo CR3, kes 0-4ytes 0o 1,ycuando Zes N, kes 0-3y tes 0;
Y se selecciona de -O-, -S-, -N(R'?)-, y -C(R*)(R%)-;

W' se selecciona de alquilo C4-Cg, alquilo C,-Cs, cicloalquilo Cs-Cs, arilo y Het, en donde dicho alquilo C+-Cs,
cicloalquilo C3-Cg, Ar y Het estan opcionalmente no sustituidos o sustituidos con uno o mas grupos seleccionados
independientemente de halo, ciano, nitro, alquilo C+4-Cs, alquenilo C3-Cs, alquinilo C3-Ce,-alquilo Co-Cs-CO2R "2, -alquilo
Co-Cs-C(O)SR™?, -alquilo Co-Ce-CONR™R™, -alquilo Co-Cs-COR?®, -alquilo Co-Ce-NR'3R, -alquilo Co-Cs-SR'?, -alquilo
Co-Cs-OR"?, -alquilo Co-Ce-SO3H, -alquilo Co-Cs-SO2NR'¥R™, -alquilo Co-Cs-SO2R ™, -alquilo Co-Cs-SOR'S, -alquilo Co-
Cs-OCORS, -alquilo Co-Ce-OC(O)NR™R™, -alquilo Co-Ce-OC(O)OR?®, -alquilo Co-Cs-NR'3C(O)OR"S, -alquilo Co-Ce-
NR'C(O)NR™R", y -alquilo Co-Ce-NR'COR'®, donde dicho alquilo C4-Cs, estd opcionalmente no sustituido o
sustituido con uno o mas sustituyentes halo;

W?2 se selecciona de H, halo, alquilo C1-Cs, alquenilo C»-Cs, alquinilo C,-Cs, -alquilo Co-Ce-NR'3R™, -alquilo Co-Ce-
SR, -alquilo Co-Cs-OR™?, -alquilo Co-Cs-CO2R'?, -alquilo Co-Ce-C(O)SR'?, -alquilo Co-Ce-CONR'3R™, -alquilo Co-Cs-
COR', -alquilo Co-Ce-OCOR', -alquilo Co-Cs-OCONR™R™, -alquilo Co-Cs-NR'™CONR™R™, -alquilo Cq-Cs-
NR'COR', -alquilo Co-Cs-Het, -alquilo Co-Ce-Ar y -alquilo Co-Ce-cicloalquilo C3-C7, en donde dicho alquilo C+-Cg esta
opcionalmente no sustituido o sustituido con uno o mas sustituyentes halo, y en donde los restos cicloalquilo Cs-C,
Ar y Het de dicho -alquilo Co-Cs-Het, -alquilo Co-Cs-Ar y -alquilo Co-Ce-cicloalquilo C3-C7 estan opcionalmente no
sustituidos o sustituidos con uno o mas grupos seleccionados independientemente de halo, ciano, nitro, alquilo C+-Cs,
alquenilo C3-Csg, alquinilo C3-Cs, -alquilo Co-Cs-CO2R'?, -alquilo Co-Cs-C(O)SR'? , -alquilo Co-Ce-CONR'3R™, -alquilo
Co-Cs-COR', -alquilo Co-Ce-NR'3R™, -alquilo Co-Ce-SR'?, -alquilo Co-Cs-OR'?, -alquilo Co-Ce-SO3H, -alquilo Co-Cs-
SO,NR"™R™, -alquilo Co-Cs-SO2R'?, -alquilo Co-Ce-SOR', -alquilo Co-Ce-OCOR?™S, -alquilo Co-Ce-OC(O)NR'R™,
-alquilo  Co-Cs-OC(O)OR'®, -alquilo Co-Cs-NR'C(O)OR', -alquilo Co-Cs-NR™C(O)NR'R™, y -alquilo Co-Ce-
NR'COR'®, donde dicho alquilo C+-Cs, esta opcionalmente no sustituido o sustituido con uno o mas sustituyentes
halo;

W?3 se selecciona del grupo que consiste en: H, halo, alquilo C+-Cs, -alquilo Co-Cs-NR'3R, -alquilo Co-Cs-SR'?, -alquilo
Co-Cs-OR"?, -alquilo Co-Cs-CO2R™?, -alquilo Co-Cs-C(O)SR'?, -alquilo Co-Ce-CONR'¥R', -alquilo Co-Ce-COR', -alquilo
Co-Cs-OCOR'S, -alquilo Co-Ce-OCONR™R'™, -alquilo Co-Cs-NR'BCONRR™, -alquilo Co-Ce-NR'3COR', -alquilo Co-
Cs-Het, -alquilo C4-Cs-Ar y -alquilo C4-Cs-cicloalquilo C3-C7, en donde dicho alquilo C4-Cs esta opcionalmente no
sustituido o sustituido con uno o mas sustituyentes halo;

Q se selecciona de cicloalquilo C3-Cg, Ar y Het; en donde dicho cicloalquilo C3-Cg, Ar y Het estan opcionalmente no
sustituidos o sustituidos con uno o mas grupos seleccionados independientemente de halo, ciano, nitro, alquilo C+-Ce,
alquenilo C3-Cs, alquinilo C3-Cs, -alquilo Co-Ce-CO2R™, -alquilo Co-Cs-C(O)SR'?, -alquilo Co-Cs-CONR'R™, -alquilo
Co-Cs-COR', -alquilo Co-Ce-NR3R™, -alquilo Co-Ce-SR'?, -alquilo Co-Cs-OR'?, -alquilo Co-Ce-SO3H, -alquilo Co-Cs-
SO,NRR™, -alquilo Co-Cs-SO2R'?, -alquilo Co-Ce-SOR'S, -alquilo Co-Ce-OCOR?™S, -alquilo Co-Ce-OC(O)NR'R™,
-alquilo Co-Cs-OC(O)OR'S, -alquilo Co-Cs-NR'C(O)OR', -alquilo Co-Cs-NR™C(O)NR'R™, y -alquilo Co-Ce-
NR'COR'®, donde dicho alquilo C+-Cs esta opcionalmente no sustituido o sustituido con uno o mas sustituyentes halo;

p es 0-8;
n es 2-8;
mes0o01;
qges0o01;

tes0o1;
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cada R' y R? se seleccionan independientemente de H, halo, alquilo C4-Cs, alquenilo Cs-Cs, alquinilo C3-Cs, -alquilo
Co-Ce-NR™R™, -alquilo Co-Cs-OR'?, -alquilo Co-Cs-SR'?, -alquilo C4-Ce-Het, -alquilo C4-Ce-Ar y -alquilo C4-Cs-
cicloalquilo Cs-C7, o R' y R? junto con el carbono al que estan unidos forman un anillo carbociclico o heterociclico de
3-5 miembros, en donde dicho anillo heterociclico contiene uno, o mas heteroatomos seleccionados de N, O, y S,
donde cualquiera de dicho alquilo C4-Cs esta opcionalmente no sustituido o sustituido con uno o mas sustituyentes
halo;

cada R?® es el mismo o diferente y se selecciona independientemente de halo, ciano, nitro, alquilo C+4-Cs, alquenilo Cs-
Ce, alquinilo C3-Cs, -alquilo Co-Ce-Ar, -alquilo Co-Ce-Het, -alquilo Co-Ce-cicloalquilo C3-C7, -alquilo Co-Cs-CO2R'2,
-alquilo Co-Ce-C(O)SR'?, -alquilo Co-Ce-CONR™R', -alquilo Co-Cs-COR'S, -alquilo Co-Ce-NR3R™, -alquilo Co-Cs-SR?,
-alquilo Co-Cs-OR'?, -alquilo Co-Cs-SO3H, -alquilo Co-Cs-SO2NR™PR™, -alquilo Co-Cs-SO2R'?, -alquilo Co-Ce-SOR'®,
-alquilo Co-Ce-OCOR?S, -alquilo Co-Cs-OC(O)NR'™R™, -alquilo Co-Ce-OC(O)OR'®, -alquilo Co-Cs-NR'3C(O)OR?®,
-alquilo Co-Ce-NR'3C(O)NR'R™, y -alquilo Co-Cs-NR'* COR?™, en donde dicho alquilo C+-Cs esta opcionalmente no
sustituido o sustituido con uno o mas sustituyentes halo;

cada R* y R® se selecciona independientemente de H, halo, alquilo C4-Cg, -alquilo Co-Ce-Het, -alquilo Co-Cs-Ar y
-alquilo Co-Ce-cicloalquilo C3-Cy;

R® y R se seleccionan cada uno independientemente de H, halo, alquilo C4-Cs, -alquilo Co-Ce-Het, -alquilo Co-Cs-Ar y
-alquilo Co-Ce-cicloalquilo C3-Cy;

R® y R® se seleccionan cada uno independientemente de H, halo, alquilo C4-Cg, -alquilo Co-Ce-Het, -alquilo Co-Cs-Ar y
-alquilo Co-Ce-cicloalquilo C3-Cy;

R'y R"" se seleccionan cada uno independientemente de H, alquilo C1-C+2, alquenilo C3-C12, alquinilo C3-C1z, -alquilo
Co-Cs-Ar, -alquilo Cop-Cs-Het, -alquilo Co-Cs-cicloalquilo C3-Cy, -alquilo Co-Cg-O-Ar, -alquilo Co-Cs-O-Het, -alquilo Co-Cs-
O-cicloalquilo C3-C7, -alquilo Co-Cgs-S(O)x-alquilo Co-Cs, -alquilo Cp-Ce-S(O)x-Ar, -alquilo Co-Cs-S(O)«-Het, -alquilo Co-
Cs-S(0O)-cicloalquilo C3-Cy, -alquilo Co-Cg-NH-Ar, -alquilo Co-Cs-NH-Het, -alquilo Co-Cs-NH-cicloalquilo Cs-C7, -alquilo
Co-Cs-N(alquilo C1-C4)-Ar, -alquilo Co-Cg-N(alquilo C+4-C4)-Het, -alquilo Co-Cs-N(alquilo C4-Cs-cicloalquilo Cs-Cy, -alquilo
Co-Cs-Ar, -alquilo Co-Cs-Het y -alquilo Co-Cs-cicloalquilo Cs-C7, donde x es 0, 1, 0 2, 0 Ry R, junto con el nitrogeno
al que estan unidos, forman un anillo heterociclico de 4-7 miembros que contiene opcionalmente uno o mas
heteroatomos adicionales seleccionados de N, O, y S, en donde dicho alquilo C+-Cj2, alquenilo C3-C12, 0 alquinilo Cs-
C12 esta sustituido opcionalmente con uno o mas de los sustituyentes seleccionados independientemente del grupo
halo,-OH, -SH, -NH, -NH(alquilo C+-Cg no sustituido), -N(alquilo C4+-Cs no sustituido)(alquilo C4-Cs no sustituido),
-Oalquilo C4-Cg no sustituido, -CO2H, -CO»(alquilo C4-Cs no sustituido), -CONHz, -CONH(alquilo C4-Cs no sustituido),
- CON(alquilo C4-Cg no sustituido)(alquilo C4-Cg no sustituido), -SO3H, -SO2NH,, -SO2NH(alquilo C+-Cg no sustituido)
y -SO2N(alquilo C4-Cs no sustituido)(alquilo C1-Cs no sustituido);

R'2 se selecciona de H, alquilo C+-Cs, alquenilo Cs-Cs, alquinilo C3-Cs, -alquilo Co-Ce-Ar, -alquilo Co-Ce-Het y -alquilo
Co-Ce-cicloalquilo C3-Cy;

cada Ry cada R™ se seleccionan independientemente de H, alquilo C+4-Cs, alquenilo C3-Cs, alquinilo Cs-Cs, -alquilo
Co-Ce-Ar, -alquilo Co-Ce-Het y -alquilo Co-Ce-cicloalquilo C3-C7, o R' y R junto con el nitrégeno al que estan unidos
forman un anillo heterociclico de 4-7 miembros que contiene opcionalmente uno o mas heteroatomos adicionales
seleccionados de N, O, y S;

y R'® se selecciona de alquilo C4-Cg, alquenilo Cs-Cs, alquinilo C3-Cs, -alquilo Co-Ce-Ar, -alquilo Co-Cs-Het y -alquilo
Co-Ce-cicloalquilo C3-Cy;

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.
En algunas realizaciones, X es hidrégeno, pes 0,tes 0, Zes CH, e Y es -O-.

En realizaciones adicionales, X es hidrégeno, pes 0,tes 0, Zes CH, e Y es -O-, W' y W? son fenilo, W3 es hidrogeno,
ges 1,y R®y R son hidrogeno.

En otras realizaciones, X es hidrogeno, p es 0, tes 0, Zes CH, e Y es -O-, W' y W2 son fenilo, W? es hidrogeno, g es
1, R® y R son hidrogeno, y Q es Ar.

De acuerdo con esto, los compuestos de Formula Il incluyen, pero no estan limitados a, los compuestos con las
estructuras mostradas a continuacion GW3965 2 y SB742881 25:
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Los compuestos de Formula Il pueden sintetizarse como se describe en la patente de EE.UU. No. 7.365.085 y
7.560.586 incorporadas en la presente memoria por referencia.

La Férmula IV se muestra a continuacion:

ROO
|

i N R500
o
R400

Formula IV
o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma, en donde:
J1" es-N=y J?' es -CR3%-, 0 J'" s -CR?- y J21 es =N-;
R% es G', G2', o RN;
R200 g5 G, G2' o RC:
R390 y R*0 son independientemente R o Q, con la condicion de que uno y solo uno de R3%, R4,y R%00 gea Q;

Q es cicloalquilo Cs.6, heteroarilo o heterociclilo, cada uno sustituido opcionalmente con 1 a 4 R®, 0 Q es -X- Y-Z; en
donde cada R? es independientemente ariloxi, aralquiloxi, ariloxialquilo, arilalquilo Co-Cg carboxi, C(R'"%)=C(R'"°)-
COOH, oxo, =S, -Z, - Y'-Z, 0 -X- Y-Z, en donde cada R® esta sustituido opcionalmente con 1 a 4 R,

R0 gs G, G?, Q, o RE; con la condicion de que solo uno de R%, R?%, y R%° sea G' y solo uno de R%, N=y R5 sea
G21;

G?" es -J°-K°, en donde J° y K° son independientemente arilo o heteroarilo, cada uno sustituido opcionalmente con
uno a cuatro grupos RX; cada RX es independientemente hidrogeno, halogeno, CR'°=CR'"°COOR"°, nitro, -Z, -Y-Z,
0 -X-Y-Z;

G'es -L"0- R, en donde L' -es un enlace, L5, L60, -| 50_ 60_| 50_ o - 60| 50_| 50_ en donde
cada L% es independientemente -[C(R"%);]m-;

cada L®° es independientemente -CS-, -CO-, -SO,-, -O-, -CON(R'"9)-, -CONR""®N(R'19)-, - C(=NR'19)-, -C( NOR"")-,
-C(=N-N(R"%),)-, -cicloalquilo C3-Cs-, 0 -heterociclilo-, en donde el cicloalquilo o heterociclilo esta sustituido
opcionalmente con uno a 4 grupos R'¥%; o cada L% es independientemente alidiilo C,-Cg, en donde la cadena de alidiilo
esta interrumpida opcionalmente por -C(R'%),-, -C(R"%),C(R"%)z-, -C(R"")C (R"?)-, -C(R1%),0-, -C(R"%);NR -, -C-,
-0-, - S-, -N(RO)CO-, -N(R'®)CO,-, -CON(R'"0)-, -CO-, -CO2-, -OC(=0)-, -OC(=0)N(R'®)-, - SO,-, -N(R'%)SO-, 0 -
SON(R'%0):

R es arilo, heterociclilo, heteroarilo o -cicloalquilo (Cs-Cg), en donde R esta sustituido opcionalmente con 1 a4 RA, en
donde cada R es independientemente halégeno, nitro, heterociclilo, alquilo C4-Cg, alquenilo C2-Cg, alquinilo C2-Cs,
cicloalquilo C3-Cs, (cicloalquilo C3-Cg)-alquilo C4-Cs-, (cicloalquenilo Cs-Csg)-alquilo C4-Cs-, (cicloalquilo C3-Cs)-alquenilo
C+-Ce-, arilalquilo, ariloxi, arilalcoxi C+-, haloalquilo C4-Cs, SO2R'1%, OR'?, SR, N3, SOR'"?, COR'"%, SO,N(R'?),,
SO,NR'"°COR'?, C=N, C(O)OR'%, CON(R'%),, -CON(R'?)OR'°, OCON(R'%),, -NR'"'°COR"%, NR"'°CON(R'?),,
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NR'°COOR™0,  -C(=N-OH)R',  -C(=S)N(R'),,  -S(=O)N(R'?),,  -S(=0)0™°,  -N(R'"%)S(=0),R'",
-C(=0)N(R'9)N(R9),, -OC(=0)-R'?, -OC(=0)-OR"% 0 N(R'"), en donde cada R esta sustituido opcionalmente con
1 a 4 grupos que son independientemente -haldgeno, -alquilo C+-Cs, ariloxi, alquilo Co-sS0-.R""?, alquilo Co-sCOOR'0,
alcoxi Cq-g arilo, haloalquilo C4-Cg, -SO2R'"?, -OR™°, -SR'10, N3, -SO,R""%, -COR""?, -SO,N(R'?),, -SO,NR'"'°COR"°,
-C=N, -C(0)OR", -CON(R"%),, -CON(R19)OR"?, -OCON(R'1%),, -NR!"®COR"10, -NR''0CON(R'0),, - NR'"°COOR"®,
o -N(R110)2;

RN es -L31-R®, en donde L3 es un enlace, -X3(CHz)n-X3-, -(CH2)m-X3-(CHz)n- 0 - (CH2)1+w, -Y3-(CHz)w -, en donde cada
w es independientemente 0-5: y cada X3 es independientemente un enlace, -C(R'0),-, -C(R'%),C(R'"),-,
-C(R'"0)=C(R'")-, -C=C-, -CO-, -CS-, -CONR'-, -C(=N)(R'%)-, -C(=N-OR""%)-, -C[=N-N(R'"%);], -CO2-, -SO2-, 0
-SO2N(R™9)-: e

Y3 es -O-, -S-, -NR7%-, -N(R'®)CO-, -N(R'9)CO2-, -OCO-, -OC(=0)N(R'®)-, -NR'®CONR'®-, -N(R''%)SO,-, o
-NR1CSNR1-;

o L¥ es una cadena alidilo C,-s en donde la cadena alidilo esta interrumpida opcionalmente por -C(R'0),-,
-C(RM9),C(R119),-, -C(R'0)=C(R'"%)-, -C(R'%),0-, -C(R""),NR'"0- -C=C-, -O-, -S-, -N(R')CO-, -N(R')CO,-,
-CON(R')-, -CO-, -COp-, -OC(=0)-, -OC(=0)N(R'1%)-, -SO-, - N(R'®)SO,-, 0 -SO:N(R'%): y

R es alquilo C4-Cs, haloalquilo C4-Cs, arilo, cicloalquilo Cs-Cs, heteroarilo, heterociclilo, -CN, -C(=0)R'9,
-C(=0)OR"?, -C(=0O)N(R"0),, -N(R'10),, -SO,R ", -§(=0),N(R"%),, -C(=O)N(R""?)N(R1%),, 0 -C(=0)N(R'")(OR'?), en
donde el arilo, heteroarilo, cicloalquilo, o heterociclilo esta sustituido opcionalmente con 1 a 4 R, en donde

cada R4 es independientemente -Z, -Y'-Z, 0-X-Y-Z;
cada RC es independientemente -L3°-R70, en donde
cada L% es independientemente un enlace o-(CHz)m-V'%-(CH,)s-, en donde

V10 es -C(R110)2-, -C(R110)2C(R110)2, -C(R110)=C(R110)-, -C(R110)20-, -C(R110)2NR110-, -CEC-, -O-, -S-, -NR10-,
-N(R'99)CO-, -N(R'%)C0O2-, -OCO-, -CO-, -CS-, -CONR'%-, -C(=N-R"9)-, - C(=N-OR'"9)-, -C[=N-N(R'%),], -CO-,
-OC(=0)-, -OC(=O)N(R'99)-, SO,-, -N(R%9)S0,-, -SO,N(R'%)-, -NR'®CONR"-, -NR'°CSNR"%-, cicloalquilo C3-Cs,
o ciclohaloalquilo C3-Cg; 0 cada L% es independientemente alidiilo C»-Cs, en donde la cadena alidiilo esta interrumpida
opcionalmente por -C(R'%),-, -C(R""?),C(R"%),-, -C(R""?)C(R""?)-, -C(R'"°),0-, -C(R""°),NR'"!°-, -C=C-, -O-, - S-,
-N(R'99)CO-, -N(R'9%)CO,-, -NR'""0-, -CON(R'%)-, -CO-, -CO,-, -O(C=0)-, -O(C=0)N(R'®)-, -SO>-, - N(R"%*)SO,-, 0
-SO2N(R'%9)-;

cada R? es independientemente hidrégeno, halégeno, nitro, arilo, heteroarilo, heterociclilo, -Z, -Y-Z, 0-X-YZ,

en donde el arilo, heteroarilo, y heterociclilo, estan cada uno sustituido opcionalmente con 1 a 4 R7%? en donde cada
R7% es independientemente ariloxi, aralquiloxi, ariloxialquilo, arilalquil Co-Cs carboxi, C(R"'%)=C(R""®)COOH, oxo, -Z,
- Y'-Z, o -X-Y-Z, en donde cada R’ esta sustituido opcionalmente con 1 a 4 R®, y en donde cada R® es
independientemente haldgeno, alquilo C+4-Cs, alcoxi C4-Ce, haloalquilo C4-Cs, haloalquilo C4-Cs(OR'?), alquilo Co-
CsOR'9, alquilo Co-CsCON(R9),, alquilo Co-CsCOR'™?, alquilo Co-CeCOOR'?, 0 alquilo Co-CeSO,R0;

cada R'% es independientemente -R'"?, -C(=0)R"°, -CO,R"?, 0 -SO,R"?;

cada R'"° es independientemente -hidrégeno, -alquilo C+-Cs, alquenilo C,-Cs, alquinilo C4-Cs, -haloalquilo C4-Cs, 0
-N(R"?),, en donde cualquier R'° esta sustituido opcionalmente con 1 a 4 radicales de R'%;

cada R'? es independientemente haldgeno, ciano, nitro, oxo, -B(OR29), alquilo C,-CsN(R'3)2, haloalquilo C+-Cs, alquilo
C+-Cs, alcoxi C+-Cs, (alquilo Co-C)C=0(0OR"29), alquilo Co-CsOR3°, alquilo Co-CeCOR'3?, alquilo Co-CsSO2R3°, alquilo
Co-CsCON(R"),, alquilo Co-CeCONR'™POR™™®, alquilo Co-CeSO2N(R),, alquilo Co-CsSR', haloalquilo Co-CeOR'™0,
alquilo Co-C6CN, - alquilo Co-CsN(R™3)2, -NR'3SO,R'3, u -Oalquilo Co-sCOOR'30;

cada R es independientemente hidrogeno, alquilo C4-Cs, alquenilo C,-Cs, 0 alquinilo Co-Ce;

cada R'0 es independientemente alquilo C4-Cs, alcoxi C4-Cs, haldgeno, haloalquilo C1-Cg, alquilo Co-CsCON(R'19),,
alquilo Co-CeCONR'OR10, alquilo Co-CsOR?, 0 alquilo Co-C6COOR'%; y

cada R es independientemente hidrogeno, haldgeno, OR', alquilo(C+- Cg) 0 haloalquilo(C+- Cs), en donde

cada alquilo esta sustituido opcionalmente con al menos un grupo que es cada uno independientemente haldgeno,
ciano, nitro, azido, OR'?, C(O)R™°, C(O)OR"™C(O)N(R™?),, N(R™),, N(R™)C(O)R™ N(R™)S(0),R"?,
-OC(O)OR™0, OC(O)N(R™30),, N(R™%)C(O)OR™, N(R™%)C(O)N(R"30), SR, S(O)R'°, S(O):R', 0 S(O)2N(R"3°),; o
dos R0 (unidos al mismo atomo o a atomos diferentes) pueden tomarse conjuntamente para formar un cicloalquilo
Cs-Ce;

cada X es independientemente -O-, -S-, 0 -N(R1%0)-;

52



10

15

ES 2765573 T3

cada Y es independientemente -[C(R'%°),]p-, 0 -alquenilo C>-Cs, en donde p es 1, 2, 3, 4, 5, 0 6;

cada Y' es independientemente -[C(R'5%),],-, -alquenilo C,-Cs cicloalquilo C3-Cs, 0 heterociclilo, en donde el cicloalquilo
o heterociclilo esta sustituido opcionalmente con 1 a 3 grupos Z;

cada Z es independientemente -H, halogeno, -OR'°, -SR'° -C(=0)R'?, -C(=0)OR"'?, -C(=0O)N(R"%),, -N(R"%0),, -Nj3,
-NOg, -C(=N-OH)R"0, -C(=S)N(R""0),, -CN, -S(=0)R"°, -S(=O)N(R'?),, - S(=0)OR"?, -§(=0),R"%, S(=0),N(R'1%),,
-NR11OCOR11O, -N(R11O)C(=O)N(R11O)2, -N(R11O)COOR11O, -N(R11O)S(=O)2R11O, -C(=O)N(R11O)N(R11O)2,
-C(=0)N(R'9)(OR"%), -OC(=0)-R"?, - OC(=0)-0OR"°, 0 -OC(=0)-N(R"%),; y
cada m y n es independientemente 0, 1, 2, 3, 4, 5, 0 6.
En algunas realizaciones, el compuesto de Férmula IV tiene una estructura de Férmula V o VI:
G' G!
N 500 l{l
, R RC H
N
vy Avg
RC R400 RC
Férmula V Foérmula VI
En otras realizaciones, el compuesto de Férmula VI tiene una estructura de Férmula VII:
CF3
.-"N\
N-G’
——
RC
Férmula VI

En otras realizaciones mas, el compuesto de Férmula VI tiene una estructura de Férmula VIII:

RK
x( |)\\
=
! ipJ
| (R7%)y
R150
R150
\ / H
—~I
\ N
IZ RC
ARY)
Foérmula VII

En mas realizaciones adicionales, el compuesto de Férmula VI tiene una estructura de Férmula IX:
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R150
150
RS N

N

H

CHs
HsC OH

Foérmula IX

De acuerdo con esto, los compuestos de Férmula IV que pueden ser Utiles en los métodos de la descripcion incluyen,
pero no estan limitados a, los compuestos que tienen las estructuras mostradas a continuacion, y sales
farmacéuticamente aceptables de los mismos:

F
CF3 c—¢ N SO,Me
=N, — C
N N 3 O
3
F : HO CHs ,
= F 802M9
CHs
= i-CHg O OH
“ NN O g
HO CHs ‘
3 4 5
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39

seleccionado de la lista que comprende:

33 2-(1-(3cloro-3'-fluoro-4'-(hidroximetil)-5'-(metilsulfonil )bifenil-4-il)-2-(2-(2,6diclorofenil) propan-2-il)-1H-imidazol-4-
il)propan-2-ol; 34 2-(2-(2(2-cloro-3-fluorofenil)propan-2-il)-1-(3'-fiuoro-4'-(hidroximetil)-5'(metilsulfonil)bifenil-4-il)-1H-
imidazol-4-il)propan-2-ol; 35 2-(2-(2(2,6-diclorofenil)propan-2-il)-1-(3'-fluoro-4'-(hidroximetil)-5'(metilsulfonil)bifenil-4-
il)-1H-imidazol-4-il)propan-2-ol; 36 2-(2-(2(2,6-diclorofenil)propan-2-il)-1-(3,3'-difluoro-4'-(hidroximetil )-
5'(metilsulfonil)bifenil-4-il)-1H-imidazol-4-il)propan-2-ol; y 37 2-(2-[1(2,6-diclorofenil)etil]-1-[3,3'-difluoro-4'-
(hidroximetil)-5'(metilsulfonil)bifenil-4-il]-1H-imidazol-4-il)propan-2-ol. EI compuesto 12 también se conoce como
WO02010 0138598 Ej. 9. El compuesto 38 también se conoce como W0O2007 002563 Ej. 19. El compuesto 39 también
se conoce como W02012 0135082.

Los compuestos de Férmula IV pueden sintetizarse como se describe en la publicacion PCT No. US2010/0069367 y
W02010/138598 incorporadas en la presente memoria por referencia.

El agonista de LXR que puede usarse para el tratamiento y/o prevencion de metastasis puede ser el compuesto 24, o
una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

HsC o

o]

En realizaciones adicionales, los compuestos que pueden usarse para el tratamiento y/o prevencion de metastasis
pueden encontrarse en las publicaciones PCT de la lista que consiste en:
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W02006/094034, WO2008/049047, WO2009/020683, WO2009/086138, WO2009/086123, WO2009/086130,
W02009/086129, WO2007/002559, WO2007/002563, WO2007/081335, WO2006/017055, WO2006/102067,
W02009/024550, US2006/0074115, US2006/0135601, W0O2009/021868, W0O2009/040289, WO2007/047991,
WQ02007/050425, WO2006/073363, WO2006/073364, WO2006/073365, WO2006/073366, WO2006/073367,
US2009/0030082, WO2008/065754, JP2008/179562, W0O2007/092065, US2010/0069367, US7998995, US7247748,
W02010/138598, US7365085, US75776215, US63136503, US2004/0072868, US2005/0107444, US2005/0113580,
US2005/0131014, US2005/0282908, US2009/0286780.

LXRa y LXRp, descubiertos inicialmente por multiples grupos aproximadamente al mismo tiempo (Apfel et al, 1994;
Willy et al, 1995; Song et al, 1994; Shinar et al, 1994; Teboul et al, 1995), pertenecen a una familia de receptores
hormonales nucleares que se activan enddégenamente por el colesterol y sus derivados oxidados para mediar la
transcripcion de genes implicados en el mantenimiento del metabolismo de la glucosa, colesterol, y acidos grasos
(Janowski et al., 1996; Calkin y Tontonoz, 2012). Dado el vinculo intrincado entre el metabolismo de los lipidos y el
crecimiento de las células cancerosas (Cairns et al., 2011), no es probable que la expresion ubicua de LXRpB en el
melanoma sea coincidente, permitiendo a las células de melanoma sintetizar particulas de lipidos y lipoproteinas para
sostener su crecimiento. Al mismo tiempo, sin embargo, dichos niveles estables de expresion basal hacen de LXRS
una diana terapéutica ideal, como se ejemplifica por la capacidad de respuesta de amplio rango de las células de
melanoma a la terapia de activacion de LXR}.

Se ha mostrado que los compuestos tienen selectividad para LXRB o LXRa. Esta selectividad puede permitir una
actividad incrementada y/o disminuida de los efectos en la diana. Los ejemplos de compuestos con selectividad hacia
LXRPB o LXRa se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Valores de CEsp para compuestos seleccionados frente a LXRa y LXRf

Compuesto | CEsi— LXRa (nM) CEso — LXRp (nM)
GW3965 2 200 40
SB742881 25 ' 74 25
TO901317 1 20 50
LXR-623 3 179 24
12 ' <100 11
38 101-1000 630

Tal y como se usa en la presente memoria, la referencia a la actividad de un agonista de LXR en LXRa y LXR se
refiere a la actividad como se mide usando el ensayo de deteccion de ligando (LiSA) descrito en Spencer et al. Journal
of Medicinal Chemistry 2001, 44, 886-897. En algunas realizaciones, el agonista de LXR tiene una CE50 de menos de
1uM en el ensayo de deteccion de ligando (p. €j., 0,5 nm a 500 nM, 10 nM a 100 nM). Por ejemplo, los métodos de la
descripcion pueden realizarse usando un agonista de LXRp que tiene actividad para LXRB que es al menos 3 veces
mayor que la actividad del agonista para LXRa, o que tiene actividad para LXRB que es al menos 10 veces mayor que
la actividad del agonista para LXRa, o que tiene actividad para LXRf que es al menos 100 veces mayor que la actividad
de dicho agonista para LXRa, o que tiene actividad para LXR[ que es al menos 3 veces la actividad del agonista para
LXRa. El término "mayor actividad" en el ensayo LiSA se refiere a una menor CEsg. Por ejemplo, GW3965 2 tiene una
actividad aproximadamente 6 veces mayor para LXRf (CEso= 30) comparado con LXRa (CEsy= 190).

Tal y como se usa en la presente memoria, el término "incrementa el nivel de la expresién de ApoE in vitro" se refiere
a determinados agonistas de LXR capaces de incrementar el nivel de la expresion de ApoE 2,5 veces en el ensayo
de qPCR del Ejemplo 21 a una concentracion de menos de 5uM (p. €j., a una concentracion de 100 nM a 2uM, a una
concentracion de menos de o igual a 1uM). Los agonistas de LXR que presentan este efecto in vitro pueden ser
altamente eficaces para su uso en los métodos de la descripcion.

El término "alquilo", usado en la presente solicitud, se refiere a un sustituyente univalente alifatico saturado ramificado
o no ramificado. El sustituyente alquilo tiene 1 a 100 atomos de carbono, (p. €j., 1 a 22 atomos de carbono, 1 a 10
atomos de carbono 1 a 6 atomos de carbono, 1 a 3 atomos de carbono). De acuerdo con esto, los ejemplos del
sustituyente alquilo incluyen metilo, etilo, n-propilo, isopropilo, n-butilo, isobutilo, sec-butilo, terc-butilo, n-pentilo y
n-hexilo.

El término "alcoxi" representa un sustituyente quimico de férmula -OR, donde R es un grupo alquilo C1-C6 sustituido
opcionalmente, a no ser que se especifique otra cosa. En algunas realizaciones, el grupo alquilo puede estar sustituido,
p. €j., el grupo alcoxi puede tener 1, 2, 3, 4, 5 0 6 grupos sustituyentes como se define en la presente memoria.
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El término "alcoxialquilo" representa un grupo heteroalquilo, como se define en la presente memoria, que se describe
como un grupo alquilo que esta sustituido con un grupo alcoxi. Los grupos alcoxialquilo no sustituidos ejemplares
incluyen entre 2 a 12 carbonos. En algunas realizaciones, el alquilo y el alcoxi pueden estar cada uno sustituidos
ademas con 1, 2, 3, 0 4 grupos sustituyentes como se define en la presente memoria para el grupo respectivo.

Tal y como se usa en la presente memoria, el término "cicloalquilo" se refiere a un sustituyente monociclico, biciclico,
o triciclico, que puede ser saturado o parcialmente saturado, es decir, poseer uno o mas dobles enlaces. Los
sustituyentes monociclicos se ejemplifican por un grupo hidrocarburo ciclico saturado que contiene de 3 a 8 atomos
de carbono. Los ejemplos de sustituyentes cicloalquilo monociclico incluyen ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo,
ciclopentenilo, ciclohexilo, ciclohexenilo, cicloheptilo y ciclooctilo. Los sustituyentes cicloalquilo biciclicos fusionados
se ejemplifican por un anillo cicloalquilo fusionado con otro anillo cicloalquilo. Los ejemplos de sustituyentes cicloalquilo
biciclicos incluyen, pero no estan limitados a, decalina, 1,2,3,7,8,8a-hexahidro-naftaleno, y semejantes. Los
sustituyentes cicloalquilo triciclicos se ejemplifican por un anillo cicloalquilo biciclico fusionado con un sustituyente
cicloalquilo adicional.

El término "alquileno", usado en la presente solicitud, se refiere a un sustituyente bivalente alifatico saturado ramificado
o no ramificado (p. €j., el sustituyente alquileno tiene 1 a 6 atomos de carbono, 1 a 3 atomos de carbono). De acuerdo
con esto, los ejemplos del sustituyente alquileno incluyen metileno, etileno, trimetileno, propileno, tetrametileno,
isopropilideno, pentametileno y hexametileno.

El término "alquenileno o alquenilo", tal y como se usa en la presente solicitud, es un sustituyente bivalente alifatico
insaturado ramificado o no ramificado que tiene un doble enlace entre dos atomos de carbono adyacentes (p. €j., el
sustituyente alquenileno tiene 2 a 6 atomos de carbono, 2 a 4 atomos de carbono). De acuerdo con esto, los ejemplos
del sustituyente alquenileno incluyen, pero no estan limitados a, vinileno, 1-propenileno, 2-propenileno, metilvinileno,
1-butenileno, 2-butenileno, 3-butenileno, 2-metil-1-propenileno, 2-metil-2-propenileno, 2- pentenileno, 2-hexenileno.

El término "alquinileno o alquinilo”, tal y como se usa en la presente solicitud, es un sustituyente bivalente alifatico
insaturado ramificado o no ramificado que tiene un triple enlace entre dos atomos de carbono adyacentes (p. €j., el
sustituyente alquinileno tiene 2 a 6 atomos de carbono 2 a 4 atomos de carbono). Los ejemplos del sustituyente
alquinileno incluyen, pero no estan limitados a, etinileno, 1-propinileno, 1-butinileno, 2-butinileno, 1-pentinileno, 2-
pentinileno, 3-pentinileno y 2-hexinileno.

El término "alcadienileno”, tal y como se usa en la presente solicitud, es un sustituyente bivalente alifatico insaturado
ramificado o no ramificado que tiene dos dobles enlaces entre dos atomos de carbono adyacentes (p. €j., el
sustituyente alcadienileno tiene 4 a 10 atomos de carbono). De acuerdo con esto, los ejemplos del sustituyente
alcadienileno incluyen, pero no estan limitados a, los sustituyentes 2,4-pentadienileno, 2,4-hexadienileno, 4-metil-2,4-
pentadienileno, 2,4-heptadienileno, 2,6-heptadienileno, 3-metil-2,4-hexadienileno, 2,6-octadienileno, 3-metil-2,6-
heptadienileno, 2-metil-2,4-heptadienileno, 2,8-nonadienileno, 3-metil-2,6-octadienileno, 2,6-decadienileno, 2,9-
decadienileno y 3,7-dimetil-2,6-octadienileno.

El término "sustituyente heteroalifatico o heteroalquilo”, tal y como se usa en la presente memoria, se refiere a un
sustituyente monovalente o bivalente, en el que uno o mas atomos de carbono han sido sustituidos con un
heteroatomo, por ejemplo, con un atomo de oxigeno, azufre, nitrégeno, fésforo o silicio, en donde los atomos de
nitrégeno y de azufre pueden estar oxidados opcionalmente, y el heteroatomo de nitrégeno puede estar cuaternizado
opcionalmente. El o los heteroatomos de O, N y S pueden estar localizados en cualquier posicion interior del
sustituyente heteroalifatico. Los ejemplos incluyen -CHz-CH,-O-CHs, -CH2-CH2-NH-CH3, -CH2-CH2-N(CHs)-CHs,
-CHz-S-CHz-CH3, -S(O)-CH3, - CHz-CHz-S(O)z-CH3, -CH=CH-O-CH3, -CHz-CH=N-OCH3, y -CH=CH-N(CH3)-CH3. Un
sustituyente heteroalifatico puede ser lineal o ramificado, y saturado o insaturado.

En una realizacion, el sustituyente heteroalifatico tiene 1 a 100, (p. €j., 1 a 42 atomos de carbono). En otra realizacion
mas, el sustituyente heteroalifatico es un residuo de polietilen glicol.

Tal y como se usa en la presente memoria, "sustituyente aromatico o arilo" se pretende que signifique cualquier anillo
carbonado estable monociclico, biciclico o policiclico de hasta 10 atomos en cada anillo, en donde al menos un anillo
es aromatico, y puede no estar sustituido o estar sustituido. Los ejemplos de dichos sustituyentes aromaticos incluyen
fenilo, p-toluenilo (4-metilfenilo), naftilo, tetrahidronaftilo, indanilo, bifenilo, fenantrilo, antrilo o acenaftilo. En los casos
en los que el sustituyente aromatico es biciclico y un anillo no es aromatico, se entiende que la union es a través del
anillo aromatico.

El término "sustituyentes alquilarilo o arilalquilo” se refiere a sustituyentes alquilo como se ha descrito anteriormente
en donde uno o mas enlaces con hidrogeno contenidos en ellos se reemplazan por un enlace con un sustituyente arilo
como se ha descrito anteriormente. Se entiende que un sustituyente arilalquilo esta conectado al grupo carbonilo si el
compuesto de la descripcion a través de un enlace del sustituyente alquilo. Los ejemplos de sustituyentes arilalquilo
incluyen, pero no estan limitados a, bencilo (fenilmetilo), p-trifluorometilbencilo (4-trifluorometilfeniimetilo), 1-feniletilo,
2-feniletilo, 3-fenilpropilo, 2-fenilpropilo y semejantes.

El término "sustituyente heteroaromatico o heteroarilo”, tal y como se usa en la presente memoria, representa un anillo
estable monociclico, biciclico o policiclico de hasta 10 atomos en cada anillo, en donde al menos un anillo es aromatico
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y contiene de 1 a 4 heteroatomos seleccionados del grupo que consiste en O, N y S. Los sustituyentes
heteroaromaticos biciclicos incluyen anillos fenilo, piridina, pirimidina o piridizina que estan

a) fusionados con un anillo heterociclico aromatico de 6 miembros (insaturado) que tiene un atomo de nitrégeno;
b) fusionados con un anillo heterociclico aromatico de 5 o 6 miembros (insaturado) que tiene dos atomos de nitrégeno;

c) fusionados con un anillo heterociclico aromatico de 5 miembros (insaturado) que tiene un atomo de nitrégeno junto
con un atomo de oxigeno o un atomo de azufre; o

d) fusionados con un anillo heterociclico aromatico de 5 miembros (insaturado) que tiene un heteroatomo seleccionado
de O, No S.

Los grupos heteroarilo en el alcance de esta definicion incluyen, pero no estan limitados a: benzoimidazolilo,
benzofuranilo, benzofurazanilo, benzopirazolilo, benzotriazolilo, benzotiofenilo, benzoxazolilo, carbazolilo, carbolinilo,
cinolinilo, furanilo, indolinilo, indolilo, indolazinilo, indazolilo, isobenzofuranilo, isoindolilo, isoquinolilo, isotiazolilo,
isoxazolilo, naftpiridinilo, oxadiazolilo, oxazolilo, oxazolina, isoxazolina, oxetanilo, piranilo, pirazinilo, pirazolilo,
piridazinilo, piridopiridinilo, piridazinilo, piridilo, pirimidilo, pirrolilo, quinazolinilo, quinolilo, quinoxalinilo, tetrazolilo,
tetrazolopiridilo, tiadiazolilo, tiazolilo, tienilo, triazolilo, azetidinilo, aziridinilo, 1,4-dioxanilo, hexahidroazepinilo,
dihidrobenzoimidazolilo, dihidrobenzofuranilo, dihidrobenzotiofenilo, dihidrobenzoxazolilo, dihidrofuranilo,
dihidroimidazolilo, dihidroindolilo, dihidroisooxazolilo, dihidroisotiazolilo, dihidrooxadiazolilo, dihidrooxazolilo,
dihidropirazinilo, dihidropirazolilo, dihidropiridinilo, dihidropirimidinilo, dihidropirrolilo, dihidroquinolinilo,
dihidrotetrazolilo, dihidrotiadiazolilo, dihidrotiazolilo, dihidrotienilo, dihidrotriazolilo, dihidroazetidinilo,
metilendioxibenzoilo, tetrahidrofuranilo, tetrahidrotienilo, acridinilo, carbazolilo, cinolinilo, quinoxalinilo, pirrazolilo,
indolilo, benzotriazolilo, benzotiazolilo, benzoxazolilo, isoxazolilo, isotiazolilo, furanilo, tienilo, benzotienilo,
benzofuranilo, quinolinilo, isoquinolinilo, oxazolilo, isoxazolilo, indolilo, pirazinilo, piridazinilo, piridinilo, pirimidinilo,
pirrolilo, tetrahidroquinolina. En los casos en los que el sustituyente heteroarilo es biciclico y un anillo no es aromatico
0 no contiene heteroatomos, se entiende que la unién es a través del anillo aromatico o a través del anillo que contiene
el heteroatomo, respectivamente. Si el heteroarilo contiene atomos de nitrégeno, se entiende que los N-6xidos
correspondientes del mismo también estan englobados por esta definicion.

Los sustituyentes alifaticos, heteroalifaticos, aromaticos y heteroaromaticos pueden estar sustituidos opcionalmente
una o mas veces, de la misma manera o de manera diferente con uno cualquiera o mas de los siguientes sustituyentes
incluyendo, pero no limitado a: sustituyentes alifaticos, heteroalifaticos, aromaticos y heteroaromaticos, arilo,
heteroarilo; alquilarilo; heteroalquilarilo; alquilheteroarilo; heteroalquilheteroarilo; alcoxi; ariloxi; heteroalcoxi;
heteroariloxi; alquiltio; ariltio; heteroalquiltio; heteroariltio; F; Cl; Br; I; -OH; -NO; -CN; -CF3; - CH2CF3; -CHCly; -CH,0H;
-CH2CH20H; -CH3NHg; -CH2SO2CHs; -C(O)Ry; -CO2(Ryx); - CON(Ry)2; -OC(O)Ry; -OCO2Ry; -OCON(Ry)2; -N(Rx)z;
-S(O)Rx; -S(0)2Ry; -NR«(CO)Rx en donde cada aparicion de Ry independientemente incluye, pero no esta limitado a,
alifatico, aliciclico, heteroalifatico, heterociclico, aromatico, heteroaromatico, arilo, heteroarilo, alquilarilo,
alquilheteroarilo, heteroalquilarilo o heteroalquilheteroarilo, en donde cualquiera de los sustituyentes alifatico, aliciclico,
heteroalifatico, heterociclico, alquilarilo, o alquilheteroarilo descritos anteriormente y en la presente memoria pueden
estar sustituidos o no sustituidos, ser ramificados o no ramificados, saturados o insaturados, y en donde cualquiera de
los sustituyentes aromatico, heteroaromatico, arilo, heteroarilo, (alquil)arilo o (alquil)heteroarilo descritos anteriormente
y en la presente memoria pueden estar sustituidos o no sustituidos. Adicionalmente, se apreciara que cualesquiera
dos sustituyentes adyacentes tomados conjuntamente pueden representar un sustituyente aliciclico o heterociclico de
4,5, 6, 0 7 miembros sustituido o no sustituido. Los ejemplos adicionales de sustituyentes aplicables generalmente se
ilustran por las realizaciones especificas mostradas a continuacion.

Los términos "halo" y "halégeno” se refieren a un atomo de halégeno seleccionado del grupo que consiste en F, Cl, Br
el

El término "sustituyente alquilo halogenado, haloalquilo" se refiere a un sustituyente alquilo como se ha definido
anteriormente que esta sustituido con al menos un atomo de halégeno. En una realizacion, el sustituyente alquilo
halogenado esta perhalogenado. En otra realizacion, perfluoroalquilo se refiere a que el sustituyente alquilo
halogenado es un sustituyente perfluorado univalente de formula C,F2n+1. Por ejemplo, el sustituyente alquilo
halogenado puede tener 1 a 6 atomos de carbono, (p. €j., 1 a 3 atomos de carbono). De acuerdo con esto, los ejemplos
del grupo alquilo incluyen trifluorometilo, 2,2,2-trifluoroetilo, n-perfluoropropilo, n-perfluorobutilo y n-perfluoropentilo.

El término "amino", tal y como se usa en la presente memoria, representa -N(RV");, en donde cada RY' es,
independientemente, H, OH, NO,, N(RN?),, SO,0RN?, SO,RN?, SORMN?, un grupo protector de N, alquilo, alquenilo,
alquinilo, alcoxi, arilo, alquilarilo, cicloalquilo, alquilcloalquilo, heterociclilo (p. ej., heteroarilo), alquilheterociclilo (p. €j.,
alquilheteroarilo), o dos RN' se combinan para formar un heterociclilo o un grupo protector de N, y en donde cada RN?
es, independientemente, H, alquilo, o arilo. En una realizacion preferida, amino es -NH,, o -NHRN', en donde RV es,
independientemente, OH, NO2, NH, NRN2;, SO,0RN?, SO,RN?, SORN?, alquilo, o arilo, y cada RN? puede ser H, alquilo,
o arilo. El término "aminoalquilo”, tal y como se usa en la presente memoria, representa un grupo heteroalquilo, como
se define en la presente memoria, que se describe como un grupo alquilo, como se define en la presente memoria,
sustituido con un grupo amino, como se define en la presente memoria. El alquilo y amino pueden estar sustituidos
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ademas cada uno con 1, 2, 3, o 4 grupos sustituyentes como se describe en la presente memoria para el grupo
respectivo. Por ejemplo, el resto alquilo puede comprender un sustituyente oxo (=O).

Tal y como se usa en la presente memoria, el término "ariloxi" se refiere a sistemas aromaticos o heteroaromaticos
que estan acoplados a otro residuo a través de un atomo de oxigeno. Un ejemplo tipico de un O-arilo es fenoxi. De
forma similar, "arilalquilo” se refiere a sistemas aromaticos y heteroaromaticos que estan acoplados a otro residuo a
través de una cadena de carbono, saturada o insaturada, tipicamente C1-C8, C1-C6, o mas particularmente C1-C4 o
C1-C3 cuando esta saturada o C2-C8, C2-C6, C2-C4, o C2-C3 cuando esta insaturada, incluyendo las heteroformas
de la misma. Para mayor claridad, arilalquilo incluye asi un grupo arilo o heteroarilo como se ha definido anteriormente
conectado a un resto alquilo, heteroalquilo, alquenilo, heteroalquenilo, alquinilo o heteroalquinilo también como se ha
definido anteriormente. Los arilalquilos tipicos serian un aril(C6-C12)alquilo(C1-C8), aril(C6- C12)alquenilo(C2-C8), o
aril(C6-C12)alquinilo(C2-C8), mas las heteroformas. Un ejemplo tipico es fenilmetilo, referido cominmente como
bencilo.

Los sustituyentes opcionales tipicos en grupos aromaticos o heteroaromaticos incluyen independientemente halo, CN,
NO2, CF3, OCF3, COOR', CONR'2, OR', SR', SOR', SO;R', NR"2, NR'(CO)R', NR'C(O)OR', NR'C(O)NR';, NR'SO2NR'2,
0 NR'SO2R', en donde cada R' es independientemente H o un grupo sustituido opcionalmente seleccionado de alquilo,
alquenilo, alquinilo, heteroalquilo, heteroalquenilo, heteroalquinilo, heteroarilo, y arilo (todos como se han definido
anteriormente); o el sustituyente puede ser un grupo sustituido opcionalmente seleccionado de alquilo, alquenilo,
alquinilo, heteroalquilo, heteroalquenilo, heteroalquinilo, arilo, heteroarilo, O-arilo, O- heteroarilo y arilalquilo.

Los sustituyentes opcionales en un grupo no aromatico (p. €j., grupos alquilo, alquenilo, y alquinilo), se seleccionan
tipicamente de la misma lista de sustituyentes adecuados para los grupos aromaticos o heteroaromaticos, excepto
como se indica de otra manera en la presente memoria. Un grupo no aromatico también puede incluir un sustituyente
seleccionado de =0 y =NOR' donde R' es H o un grupo sustituido opcionalmente seleccionado de alquilo, alquenilo,
alquinilo, heteroalquilo, heteroalquenilo, heteroalquinilo, heteroarilo, y arilo (todos como se han definido
anteriormente).

En general, un grupo sustituyente (p. €j., alquilo, alquenilo, alquinilo, o arilo (incluyendo todas las heteroformas
definidas anteriormente) puede en si mismo estar sustituido opcionalmente con sustituyentes adicionales. La
naturaleza de estos sustituyentes es similar a los indicados respecto a los sustituyentes en las estructuras basicas
anteriormente. Asi, cuando una realizacion de un sustituyente es alquilo, este alquilo puede estar sustituido
opcionalmente con los sustituyentes restantes indicados como sustituyentes cuando esto tenga sentido quimico, y
cuando esto no disminuya el limite de tamafio del alquilo per se; p. €j., un alquilo sustituido con alquilo o con alquenilo
extenderia simplemente el limite superior de los atomos de carbono para estas realizaciones, y no se incluye. Sin
embargo, un alquilo sustituido con arilo, amino, halo y semejantes estaria incluido. Por ejemplo, cuando un grupo esta
sustituido, el grupo puede estar sustituido con 1, 2, 3, 4, 5, o 6 sustituyentes. Los sustituyentes opcionales incluyen,
pero no estan limitados a: alquilo C1-C6 o heteroarilo, alquenilo C2-C6 o heteroalquenilo, alquinilo C2-C6 o
heteroalquinilo, halégeno; arilo, heteroarilo, azido(-N3), nitro (-NO>), ciano (-CN), aciloxi(-OC(=0O)R"), acilo (-C(=O)R'"),
alcoxi (-OR'), amido (-NR'C(=O)R" o - C(=O)NRR'), amino (-NRR'), acido carboxilico (-CO2H), éster carboxilico
(-CO2R"), carbamoilo (-OC(=O)NR'R" o -NRC(=0O)OR'), hidroxi (-OH), isociano (-NC), sulfonato (-S(=0).0R),
sulfonamida (-S(=0):NRR' o -NRS(=0):R'), o sulfonilo (-S(=0):R), donde cada R o R' se selecciona,
independientemente, de H, alquilo C1-C6 o heteroarilo, alquenilo C2-C6 o heteroalquenilo, alquinilo 2C-6C o
heteroalquinilo, arilo, o heteroarilo. Un grupo sustituido puede tener, por ejemplo, 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 0 9 sustituyentes.

El término "heterociclilo, heterociclico, o Het", tal y como se usa en la presente memoria, representa heteroalquilo o
heteroalquenilo ciclico que es un anillo de, p. €j., 3, 4, 5, 6 0 7 miembros, a no ser que se especifique otra cosa, que
contiene uno, dos, tres o cuatro heteroatomos seleccionados independientemente del grupo que consiste en nitrdgeno,
oxigeno, y azufre. El anillo de 5 miembros tiene cero a dos dobles enlaces, y los anillos de 6 y 7 miembros tienen cero
a tres dobles enlaces. El término "heterociclilo" también representa un compuesto heterociclico que tiene una
estructura multiciclica con puente en la que uno o mas carbonos y/o heteroatomos hace de puente de dos miembros
no adyacentes de un anillo monociclico, p. €j., un grupo quinuclidinilo. El término "heterociclilo" incluye grupos
biciclicos, triciclicos, y tetraciclicos en los que cualquiera de los anillos heterociclicos anteriores esta fusionado con
uno, dos, o tres anillos carbociclicos, p. €j., un anillo arilo, un anillo ciclohexano, un anillo ciclohexeno, un anillo
ciclopentano, un anillo ciclopenteno, u otro anillo monociclico heterociclico, tal como indolilo, quinolilo, isoquinolilo,
tetrahidroquinolilo, benzofurilo, benzotienilo y semejantes.

Algunos de los compuestos de la presente descripcion pueden comprender uno o mas centros estereogénicos, y asi
pueden existir en varias formas isoméricas, p. €j., estereoisomeros y/o diasteredmeros. Asi, los compuestos de la
descripcion y las composiciones farmacéuticas de los mismos pueden estar en la forma de un enantiémero,
diasteredmero o isémero geométrico individual, o pueden estar en la forma de una mezcla de estereoisomeros. En
determinadas realizaciones, los compuestos de la descripcidon son compuestos enantiopuros. En determinadas otras
realizaciones, se proporcionan mezclas de estereoisémeros o diastereémeros. Ademas, cuando los compuestos de la
descripcion existen en formas tautoméricas, cada tautdmero esta englobado en la presente memoria.

Ademas, determinados compuestos, como se describe en la presente memoria, pueden tener uno o mas dobles
enlaces que pueden existir bien como el isémero Z o E, a no ser que se indique otra cosa. La descripcion engloba
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adicionalmente los compuestos como isémeros individuales que carecen sustancialmente de otros isémeros y
alternativamente, como mezclas de varios isémeros, p. €j., mezclas racémicas de estereoisémeros. Ademas de los
compuestos mencionados anteriormente per se, esta descripcion también engloba derivados farmacéuticamente
aceptables de estos compuestos y composiciones que comprenden uno o mas compuestos de la descripcion y uno o
mas excipientes o aditivos farmacéuticamente aceptables.

Métodos de tratamiento

Como se describe en la presente memoria, miR-1908, miR-199a-3p, miR-199a-5p, y CTGF se identificaron como
promotores endogenos de metastasis de la invasion metastasica, reclutamiento endotelial, y colonizacion en
melanoma mientras DNAJA4, ApoE, LRP1, LRP8, LXR, y miR7 funcionan como supresores o inhibidores de la
metastasis del mismo proceso. Ademas, se encontré que estos miARN toman como diana de forma convergente a
ApoE y el factor de choque térmico DNAJA4. La ApoE secretada por el cancer suprime la invasion y el reclutamiento
endotelial mediante la activacion de los receptores LRP1 de células de melanoma y LRP8 de células endoteliales,
respectivamente. DNAJA4, a su vez, induce la expresion de ApoE. Estos miARN predicen fuertemente los resultados
metastasicos humanos. El pretratamiento con acidos nucleicos bloqueantes (LNA) dirigidos a miR-199a-3p, miR-199a-
5p, y miR-1908 inhibe la metastasis a multiples 6rganos, mientras la administracion terapéutica de estos LNA suprime
significativamente las metastasis de células de melanoma humanas en un modelo de raton.

De acuerdo con esto, esta descripcidén proporciona métodos para tratar el melanoma mediante el incremento en el
sujeto del nivel de expresion o del nivel de actividad de uno de los supresores de la metastasis. Este incremento puede
conseguirse, entre otros, mediante la expresion forzada de uno o mas supresores de la metastasis DNAJA4, ApoE,
LRP1, y LRP8, o disminuyendo el nivel de expresion o el nivel de actividad de uno o mas de miR-199a-3p, miR-199a-
5p, y miR-1908. Ademas, el tratamiento puede conseguirse disminuyendo el nivel de expresion o el nivel de actividad
de uno o mas de los promotores de la metastasis.

La descripcion también proporciona métodos para tratar en un sujeto un trastorno angiogénico o un trastorno de
angiogénesis. Los términos "trastorno angiogénico", "trastorno de angiogénesis”, y "trastorno de angiogénesis" se
usan indistintamente en la presente memoria, y se refieren a un trastorno caracterizado por angiogénesis patologica.
Un trastorno caracterizado por angiogénesis patoldgica se refiere a un trastorno donde la angiogénesis anormal o
aberrante, sola o en combinacion con otros, contribuye a la causalidad, origen, o sintoma del trastorno. Los ejemplos
de este trastorno incluyen varios canceres (p. ej., tumores vascularizados), trastornos oculares, trastornos
inflamatorios, y otros.

Los tumores vascularizados tipicos que pueden tratarse con el método incluyen tumores sdlidos, particularmente
carcinomas, que requieren un componente vascular para el suministro de oxigeno y nutrientes. Los tumores sélidos
ejemplares incluyen, pero no estan limitados a, carcinomas del pulmén, mama, hueso, ovario, estbmago, pancreas,
laringe, eso6fago, testiculos, higado, parétida, tracto biliar, colon, recto, cuello uterino, utero, endometrio, rifién, vejiga,
préstata, tiroides, carcinomas de células escamosas, adenocarcinomas, carcinomas de células pequefas,
melanomas, gliomas, glioblastomas, neuroblastomas, sarcoma de Kaposi, y sarcomas.

Varios trastornos o afecciones, aparte del cancer, también pueden tratarse con el método descrito anteriormente. Los
ejemplos incluyen artritis, artritis reumatoide, psoriasis, aterosclerosis, retinopatia diabética, degeneracion macular
relacionada con la edad, enfermedad de Grave, restenosis vascular (incluyendo restenosis después de angioplastia),
malformaciones arteriovenosas (AVM), meningioma, hemangioma, glaucoma neovascular, enfermedad renal crénica,
nefropatia diabética, enfermedad renal poliquistica, enfermedad pulmonar intersticial, hipertensién pulmonar,
enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC), enfisema, hepatitis autoinmune, enfermedad hepatica inflamatoria
cronica, cirrosis hepatica, linfoma de células T cutaneo, rosacea, y carcinoma de células basales.

Otras dianas del tratamiento incluyen las descritas, p. €j., en las Solicitudes de EE.UU. 2009004297, 20090175791, y
20070161553, tales como angiofibroma, placas ateroscleréticas, neovascularizacion de injerto corneal, articulaciones
hemofilicas, cicatrices hipertroficas, sindrome de Osler-Weber, fibroplasia retrolental de granuloma piogénico,
escleroderma, tracoma, adhesiones vasculares, sinovitis, dermatitis, varias otras enfermedades y trastornos
inflamatorios, y endometriosis.

Expresion forzada de supresores de la metastasis

Tanto los polipéptidos de los supresores de la metastasis mencionados anteriormente (p. ej., DNAJA4, ApoE, LRP1,
LRP8, y LXR) como el acido nucleico que codifica los polipéptidos pueden usarse para llevar a la practica la
descripcion. Aunque pueden usarse muchas preparaciones de polipéptidos, se prefiere un polipéptido altamente
purificado o aislado. Los términos "péptido”, "polipéptido”, y "proteina” se usan en la presente memoria indistintamente
para describir la organizacion de residuos de aminoacidos en un polimero. Un péptido, polipéptido, o proteina puede
estar compuesto por los 20 aminoacidos naturales estandar, ademas de aminoacidos raros y analogos de aminoacidos
sintéticos. Pueden ser cualquier cadena de aminoacidos, independientemente de la longitud o modificaciéon posterior

a la traduccién (p. €j., glicosilacion o fosforilacion).

El polipéptido "de esta descripcion" incluye versiones de fusién o quiméricas producidas recombinantemente o
sintéticamente de cualquiera de los supresores de la metastasis mencionados anteriormente, que tienen los dominios
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o partes particulares que estan implicados en la red. El término también engloba polipéptidos que tienen una metionina
amino-terminal afiadida (util para la expresion en células procariotas).

Dentro del alcance de esta descripcion estan proteinas de fusién que contienen una o mas de las secuencias
mencionadas anteriormente y una secuencia heteréloga. Una "quimera" o "fusiéon" se refiere a la combinacion de
secuencias de aminoacidos de diferente origen en una cadena de polipéptido por la combinacién en marco de sus
secuencias de nucledtidos codificadoras. El término engloba explicitamente fusiones internas, es decir, la insercion de
secuencias de diferente origen en una cadena de polipéptido, ademas de la fusién a uno de sus extremos. Un
polipéptido, acido nucleico, o gen heterélogo es uno que se origina a partir de una especie extrafa, o, si es a partir de
la misma especie, se modifica sustancialmente respecto a su forma original. Dos dominios o secuencias fusionados
son heterdlogos entre si si no estan adyacentes entre si en una proteina o acido nucleico natural.

Un polipéptido "aislado" o "purificado" se refiere a un polipéptido que se ha separado de otras proteinas, lipidos y
acidos nucleicos con los que esta asociado naturalmente. El polipéptido puede constituir al menos el 10% (es decir,
cualquier porcentaje entre el 10% y el 100%, p. €j., €l 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70 %, 80%, 85%, 90%, 95%, y 99%)
en peso seco de la preparacion purificada. La pureza puede medirse por cualquier método estandar apropiado, por
ejemplo, por analisis de cromatografia en columna, electroforesis en gel de poliacrilamida, o HPLC. Un polipéptido
aislado descrito en la descripcion puede purificarse a partir de una fuente natural, producirse por técnicas de ADN
recombinante, o por métodos quimicos.

Un polipéptido "recombinante" se refiere a un polipéptido producido por técnicas de ADN recombinante; es decir,
producido a partir de células transformadas con una construccion de ADN exdgeno que codifica el polipéptido deseado.
Un polipéptido "sintético" se refiere a un polipéptido preparado por sintesis quimica. El término "recombinante" cuando
se usa en referencia, p. €j., a una célula, acido nucleico, proteina, o vector, indica que la célula, acido nucleico, proteina
o vector, ha sido modificado por la introduccion de un acido nucleico o proteina heterdlogo o por la alteracion de un
acido nucleico o proteina nativo, o que la célula deriva de una célula modificada de esta manera.

"Sobreexpresion" se refiere a la expresion de un ARN o polipéptido codificado por un acido nucleico introducido en
una célula huésped, en donde el ARN o polipéptido o proteina no estda normalmente presente en la célula huésped, o
en donde el ARN o polipéptido esta presente en dicha célula huésped a un nivel mayor que el normalmente expresado
a partir del gen enddégeno que codifica el ARN o polipéptido.

La composicion de aminoacidos de cada uno de los polipéptidos mencionados anteriormente puede variar sin alterar
sus funciones - la capacidad de regular al alza la red mencionada anteriormente (p. e€j., incrementar el nivel de
activacion de la ruta de sefalizacion de ApoE/LRP), inhibiendo de esta manera la metastasis a multiples érganos. Por
ejemplo, puede contener una o mas sustituciones conservativas de aminoacidos. Una "sustitucion conservativa de
aminoacidos" es una en la que el residuo de aminoacido se reemplaza con un residuo de aminoacido que tiene una
cadena lateral similar. Las familias de residuos de aminoacidos que tienen cadenas laterales similares se han definido
en la técnica. Estas familias incluyen aminoacidos con cadenas laterales basicas (p. €j., lisina, arginina, histidina),
cadenas laterales acidas (p. €j., acido aspartico, acido glutamico), cadenas laterales polares no cargadas (p. €j.,
glicina, asparagina, glutamina, serina, treonina, tirosina, cisteina), cadenas laterales no polares (p. €j., alanina, valina,
leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina, triptéfano), cadenas laterales con ramificacion 8 (p. €j., treonina,
valina, isoleucina) y cadenas laterales aromaticas (p. €j., tirosina, fenilalanina, triptéfano, histidina). Asi, un residuo de
aminoacido no esencial predicho en uno de los polipéptidos descritos anteriormente (p. €j., las SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8,
10, 12, 14, 16, y 18) se reemplaza preferiblemente con otro residuo de aminoacido de la misma familia de cadenas
laterales. Alternativamente, pueden introducirse mutaciones aleatoriamente a lo largo de todo o parte de las
secuencias, tales como mutagénesis de saturacion, y los mutantes resultantes pueden cribarse para determinar su
capacidad de regular al alza la red mencionada anteriormente o ruta de sefializacion de ApoE/LRP, y desencadenar
la respuesta celular respectiva para identificar mutantes que retienen la actividad como se describe mas adelante en
los ejemplos.

Un equivalente funcional de un polipéptido de esta descripcion se refiere a un derivado del polipéptido, p. €j., una
proteina que tiene una o mas mutaciones puntuales, inserciones, deleciones, truncamientos, una proteina de fusion,
0 una combinacién de los mismos. Retiene sustancialmente la actividad del polipéptido mencionado anteriormente. El
polipéptido aislado de esta descripcion puede contener la secuencia de una de las SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14,
16, y 18, o un equivalente o fragmento funcional del mismo. En general, el equivalente funcional es al menos un 75%
(p. €j., cualquier numero entre el 75% y 100%, inclusivo, p. €j., un 70 %, 80%, 85%, 90%, 95%, y 99%) idéntico a una
de las SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, y 18.

Un polipéptido descrito en esta descripcion puede obtenerse como un polipéptido recombinante. Para preparar un
polipéptido recombinante, un acido nucleico que lo codifica puede unirse a otro acido nucleico que codifica una pareja
de fusion, p. ej., glutatién-s-transferasa (GST), etiqueta de epitopo de 6x His, o proteina del Gen 3 M13. El acido
nucleico de fusién resultante expresa en células huésped adecuadas una proteina de fusién que puede aislarse por
métodos conocidos en la técnica. La proteina de fusion aislada puede tratarse, ademas, p. €j., por digestion enzimatica,
para eliminar la pareja de fusion y obtener el polipéptido recombinante de esta descripcion. Alternativamente, el
polipéptido de la descripcion puede sintetizarse quimicamente (véase, p. €j., Creighton, "Proteins: Structures and
Molecular Principles", W.H. Freeman & Co., NY, 1983). Para una guia adicional, los expertos pueden consultar Ausubel
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et al. (Current Protocols in Molecular Biology and Short Protocols in Molecular Biology, 32 Ed. 1987 y 1995), Sambrook
et al. (Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989), y sintesis
quimica Gait, M.J. Ed. (Oligonucleotide Synthesis, IRL Press, Oxford, 1984).

Debido a sus funciones como proteina celular o proteina de membrana, DNAJA4, LRP1, LRP8, y LXR pueden estar
asociadas con, p. €j., conjugadas o fusionadas a, una o mas de una secuencia de aminoacidos que comprende una
secuencia de péptido de penetracion celular (CPP), y semejantes. De esta manera, una composicion de la descripcion
como se discute mas adelante puede incluir un potenciador del transporte. Un péptido de penetracion celular (CPP)
consiste generalmente en menos de 30 aminoacidos y tiene una carga positiva neta. Los CPP se internalizan en
células animales vivas de una manera endocitética o independiente de receptor/energia. Hay varias clases de CPP
con varios origenes, de CPP totalmente derivados de proteinas a CPP quiméricos a CPP completamente sintéticos.
Los ejemplos de CPP son conocidos en la técnica. Véanse, p. €j., las Solicitudes de EE.UU. Nos. 20090099066 y
20100279918. Se sabe que los CPP pueden administrar una proteina exégena a varias células.

Todas las versiones naturales, versiones modificadas por ingenieria genética, y versiones sintetizadas quimicamente
de los polipéptidos mencionados anteriormente pueden usarse para llevar a la practica la invenciéon descrita en la
presente memoria. Los polipéptidos obtenidos por tecnologia de ADN recombinante pueden tener la misma secuencia
de aminoacidos que una version natural (p. €j., una de las SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, y 18) o un equivalente
funcional del mismo. También incluyen versiones modificadas quimicamente. Los ejemplos de polipéptidos
modificados quimicamente incluyen polipéptidos sometidos a cambio conformacional, adicion o delecién de una
cadena lateral, y aquellos a los que se ha unido un compuesto tal como polietilen glicol. Una vez purificados y
ensayados por métodos estandar o segun el método descrito en los ejemplos mas adelante o u otros métodos
conocidos en la técnica, los polipéptidos pueden incluirse en una composicién adecuada.

Para expresar los factores mencionados anteriormente, la descripcién proporciona un acido nucleico que codifica
cualquiera de los polipéptidos mencionados anteriormente. Preferiblemente, las secuencias de nucledtidos se aislan
y/o purifican. Un acido nucleico se refiere a una molécula de ADN (p. €j., pero no limitado a, un ADNc o ADN gendmico),
una molécula de ARN (p. €j., pero no limitado a, un ARNm), o un analogo de ADN o ARN. Un analogo de ADN o ARN
puede sintetizarse a partir de analogos de nucleétidos. La molécula de acido nucleico puede ser monocatenaria o
bicatenaria. Un "acido nucleico aislado" es un acido nucleico cuya estructura no es idéntica a la de cualquier acido
nucleico natural o a la de cualquier fragmento de un acido nucleico genémico natural. El término abarca, por lo tanto,
por ejemplo, (a) un ADN que tiene la secuencia de parte de una molécula de ADN genémico natural pero no esta
flanqueada por ambas de las secuencias codificadoras que flanquean esa parte de la molécula en el genoma del
organismo en el que esta naturalmente; (b) un acido nucleico incorporado en un vector o en el ADN genémico de un
procariota o eucariota de una manera tal que la molécula resultante no es idéntica a ningun vector o ADN gendémico
natural; (c) una molécula separada tal como un ADNc, un fragmento genémico, un fragmento producido por la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR), o un fragmento de restriccion; y (d) una secuencia de nucleétidos recombinante
que es parte de un gen hibrido, es decir, un gen que codifica una proteina de fusion.

Los términos "ARN", "molécula de ARN", y "molécula de acido ribonucleico" se usan indistintamente en la presente
memoria, y se refieren a un polimero de ribonucledtidos. El término "ADN" o "molécula de ADN" o "molécula de acido
desoxirribonucleico" se refiere a un polimero de desoxirribonucleétidos. EI ADN y el ARN pueden sintetizarse
naturalmente (p. €j., por replicacion del ADN o transcripcion del ADN, respectivamente). EIl ARN puede modificarse
después de la transcripcion. El ADN y el ARN también pueden sintetizarse quimicamente. EI ADN y el ARN pueden
ser monocatenarios (es decir, ARNss y ADNSss, respectivamente) o multicatenarios (p. €j., bicatenarios, es decir,
ARNds y ADNds, respectivamente).

La presente descripcion también proporciona construcciones recombinantes que tienen una o mas de las secuencias
de nucleotidos descritas en la presente memoria. Los ejemplos de las construcciones incluyen un vector, tal como un
vector plasmidico o viral, en el que se ha insertado una secuencia de acido nucleico de la descripcién, en una
orientacion directa o inversa. En una realizacion preferida, la construccion incluye ademas secuencias reguladoras,
incluyendo un promotor, unido de forma operativa a la secuencia. Los expertos en la técnica conocen muchos vectores
y promotores adecuados, y estan disponibles comercialmente. Los vectores de clonacion y expresion apropiados para
uso con huéspedes procariotas y eucariotas también se describen en Sambrook et al. (2001, Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press).

Los ejemplos de vectores de expresion incluyen secuencias de ADN cromosémico, no cromosomico y sintético, p. €j.,
derivados de un virus de simio 40 (SV40), plasmidos bacterianos, ADN de fago, baculovirus, plasmidos de levaduras,
vectores derivados de combinaciones de plasmidos y ADN de fago, ADN viral tal como vaccinia, adenovirus, virus de
viruela aviar, y pseudorabia. Sin embargo, puede usarse cualquier otro vector siempre que sea replicable y viable en
el huésped. La secuencia de acido nucleico apropiada puede insertarse en el vector por una variedad de
procedimientos. En general, una secuencia de acido nucleico que codifica uno de los polipéptidos descritos
anteriormente puede insertarse en un sitio o sitios de endonucleasas de restriccién apropiados por procedimientos
conocidos en la técnica. Dichos procedimientos y procedimientos de subclonacion relacionados estan en el alcance
de los expertos en la técnica.
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La secuencia de acido nucleico en el vector de expresion mencionado anteriormente esta preferiblemente unida de
forma operativa a una secuencia de control de la transcripcion apropiada (promotor) para dirigir la sintesis de ARNm.
Los ejemplos de dichos promotores incluyen: el promotor de la repeticion terminal larga (LTR) retroviral o de SV40, el
promotor de lac o trp de E. coli, el promotor de PL del fago lambda, y otros promotores que se sabe que controlan la
expresion de genes en células procariotas o eucariotas o virus. El vector de expresion también puede contener un sitio
de union a ribosomas para el inicio de la traduccion, y un terminador de la transcripcion. El vector puede incluir
secuencias apropiadas para amplificar la expresion. Ademas, el vector de expresion contiene preferiblemente uno o
mas genes marcadores seleccionables para proporcionar un rasgo fenotipico para la seleccion de células huésped
transformadas tal como resistencia a dihidrofolato reductasa o neomicina para cultivos de células eucariotas, o tal
como resistencia a tetraciclina o ampicilina en E. coli.

El vector que contiene las secuencias de acido nucleico apropiadas como se ha descrito anteriormente, asi como un
promotor o secuencia de control apropiada, puede emplearse para transformar un huésped apropiado para permitir
que el huésped exprese los polipéptidos descritos anteriormente. Dichos vectores pueden usarse en terapia génica.
Los ejemplos de huéspedes de expresion adecuados incluyen células bacterianas (p. €j., E. coli, Streptomyces,
Salmonella typhimurium), células fungicas (levadura), células de insecto (p. €j., Drosophila y Spodoptera frugiperda
(Sf9)), células animales (p. ej., CHO, COS, y HEK 293), adenovirus, y células de plantas. La seleccién de un huésped
apropiado esta en el alcance de los expertos en la técnica. En algunas realizaciones, la presente descripcion
proporciona métodos para producir los polipéptidos mencionados anteriormente por transfecciéon de una célula
huésped con un vector de expresion que tiene una secuencia de nucleétidos que codifica uno de los polipéptidos. Las
células huésped se cultivan entonces en una condicién adecuada, que permite la expresion del polipéptido.

Disminucién del nivel de expresion o actividad de los promotores de la metastasis

Como se ha mencionado anteriormente, se puede usar un agente inhibidor que disminuya el nivel de expresion o
actividad de miR-199a-3p, miR-199a-5p, miR-1908, o CTGF para tratar melanoma. Un agente inhibidor (es decir,
inhibidor) puede ser un acido nucleico, un polipéptido, un anticuerpo, o un compuesto que es una molécula pequefa.
En un ejemplo, el inhibidor funciona a un nivel de transcripcion, estabilidad del ARNm, traduccion,
estabilidad/degradacion de las proteinas, modificacion de las proteinas, y unién de las proteinas.

Un inhibidor de acido nucleico puede codificar un ARN de interferencia pequefio (p. €j., un agente ARNi) que esta
dirigido a uno o mas de los genes mencionados anteriormente, p. ej., CTGF, e inhibe su expresion o actividad. El
término "agente ARNI" se refiere a un ARN, o analogo del mismo, que tiene una complementariedad de secuencia
suficiente con un ARN diana como para dirigir la interferencia del ARN. Los ejemplos también incluyen un ADN que
puede usarse para preparar el ARN. ARN de interferencia (ARNi) se refiere a un proceso especifico o selectivo de
secuencia mediante el cual una molécula diana (p. €., un gen, proteina o ARN diana) se regula a la baja.
Generalmente, un ARN de interferencia("ARNi") es un ARN de interferencia bicatenario corto (ARNsi), ARN de
horquilla corta (ARNsh), o micro ARN monocatenario (miARN) que da lugar a la degradacion catalitica de ARNm
especificos, y también puede usarse para disminuir o inhibir la expresion génica.

El término "ARN de interferencia corto" o "ARNsi" (también conocido como "ARN de interferencia pequeio") se refiere
a un agente de ARN, preferiblemente un agente bicatenario, de aproximadamente 10-50 nucledtidos de longitud,
preferiblemente entre aproximadamente 15-25 nucledtidos de longitud, mas preferiblemente aproximadamente 17, 18,
19, 20, 21, 22, 23, 24, o 25 nucledtidos de longitud, teniendo las cadenas opcionalmente extremos protuberantes que
comprenden, por ejemplo 1, 2 o 3 nucledtidos protuberantes (o analogos de nucleétidos), que es capaz de dirigir o
mediar la interferencia de ARN. Los ARNSsi naturales se generan a partir de moléculas de ARNds mas largas (p. €j.,
>25 nucleodtidos de longitud) por la maquinaria de ARNi de una célula (p. €j., Dicer o un homaologo del mismo).

El término "miARN" o "microARN" se refiere a un agente de ARN, preferiblemente un agente monocatenario, de
aproximadamente 10-50 nucleétidos de longitud, preferiblemente entre aproximadamente 15-25 nucleétidos de
longitud, mas preferiblemente aproximadamente 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, o 25 nucledtidos de longitud, que es
capaz de dirigir o mediar la interferencia de ARN. Los miARN naturales se generan a partir de ARN precursores tallo-
bucle (es decir, pre-miARN) por Dicer. El término "Dicer", tal y como se usa en la presente memoria, incluye Dicer asi
como cualquier ortélogo u homdlogo de Dicer capaz de procesar estructuras de ARNds en ARNsi, miARN, moléculas
semejantes a ARNsi o semejantes a miARN. El término microARN (o "miARN") se usa indistintamente con el término
"ARN temporal pequefio" (o "ARNSst") sobre la base del hecho de que se ha encontrado que los microARN naturales
(o "miARN") se expresan de una forma temporal (p. €j., durante el desarrollo).

El término "ARNsh", tal y como se usa en la presente memoria, se refiere a un agente de ARN que tiene una estructura
de tallo-bucle, que comprende una primera y segunda regién de secuencia complementaria, siendo el grado de
complementariedad y orientacion de las regiones suficiente de manera que se produce el emparejamiento de bases
entre las regiones, y estando unidas la primera y segunda regiones por una region de bucle, resultando el bucle de
una ausencia de emparejamiento de bases entre nucleétidos (o analogos de nucleétidos) en la region del bucle.

En el alcance de esta descripcion esta la utilizacion de ARNi que producen la degradacion de moléculas de ARN (p.
€j., en una célula). La degradacion esta catalizada por un complejo de silenciamiento inducido por ARN (RISC)
enzimatico. Un agente de ARN que tiene una secuencia suficientemente complementaria a una secuencia de ARN
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diana (p. €j., el gen CTGF mencionado anteriormente) para dirigir el ARNi significa que el agente de ARN tiene una
homologia de al menos el 50%, (p. €j., el 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 98%, 99%, o 100% de homologia) con la
secuencia de ARN diana de manera que los dos son lo suficientemente complementarios entre si como para hibridar
y desencadenar la destruccion del ARN diana por la maquinaria o proceso del ARNi (p. €j., el complejo RISC). Un
agente de ARN que tiene una "secuencia suficientemente complementaria a una secuencia de ARN diana para dirigir
ARNi" también significa que el agente de ARN tiene una secuencia suficiente como para desencadenar la inhibicion
de la traduccion del ARN diana por la maquinaria o proceso del ARNi. Un agente de ARN también puede tener una
secuencia suficientemente complementaria a un ARN diana codificado por la secuencia de ADN diana de manera que
la secuencia de ADN diana se silencia cromaticamente. En otras palabras, el agente de ARN tiene una secuencia
suficiente como para inducir el silenciamiento génico transcripcional, p. €j., para modular a la baja la expresion génica
en o cerca de la secuencia de ADN diana, p. €j., mediante la induccion de cambios estructurales en la cromatina en o
cerca de la secuencia de ADN diana.

Los polinucleétidos mencionados anteriormente pueden administrarse usando dispositivos de administracion
poliméricos, microparticulas o microcapsulas biodegradables conocidos en la técnica. Otra manera de conseguir la
captacion de los polinucleétidos es usando liposomas, preparados por métodos estandar. El polinucleétido puede
incorporarse solo en estos vehiculos de administracion o coincorporarse con anticuerpos especificos de tejido.
Alternativamente, se puede preparar un conjugado molecular compuesto por un plasmido u otro vector unido a poli-L-
lisina por fuerzas electrostaticas o covalentes. La poli-L-lisina se une a un ligando que puede unirse a un receptor en
las células diana (Cristiano, et al., 1995, J. Mol. Med. 73:479). Alternativamente, el direccionamiento especifico de
tejido puede conseguirse por el uso de elementos reguladores de la transcripcion especificos de tejido que son
conocidos en la técnica. La administracion de ADN desnudo (es decir, sin un vehiculo de administracion) a un sitio
intramuscular, intradérmico, o subcutaneo es otro medio para conseguir la expresion in vivo.

Las moléculas de ARNsi, miARN, y ARNas (ARN antisentido) pueden disefiarse por métodos muy conocidos en la
técnica. Las moléculas de ARNsi, miARN, y ARNas con homologia suficiente para proporcionar especificidad de
secuencia requerida para degradar Unicamente cualquier ARN pueden disefiarse usando programas conocidos en la
técnica, incluyendo, pero no limitado a, los mantenidos en los sitios de la red de AMBION, Inc. y DHARMACON, Inc.
El ensayo sistematico de varias especies disefiadas para la optimizacion de la secuencia de ARNsi, miARN, y ARNas
puede realizarse de forma rutinaria por los expertos en la técnica. Las consideraciones cuando se disefian moléculas
de acido nucleico de interferencia cortas incluyen, pero no estan limitadas a, consideraciones biofisicas,
termodinamicas, y estructurales, preferencias de base en posiciones especificas en la cadena con sentido, y
homologia. Estas consideraciones son muy conocidas en la técnica y proporcionan guias para el disefio de las
moléculas de ARN mencionadas anteriormente.

Un polinucleétido antisentido (preferiblemente ADN) de la presente descripcion puede ser cualquier polinucleétido
antisentido siempre que posea una complementariedad de secuencia de bases o0 sea sustancialmente complementaria
con la del gen que codifica un componente de la red mencionada anteriormente. La secuencia de bases puede tener
al menos aproximadamente un 70%, 80%, 90%, o 95% de homologia con el complemento del gen que codifica el
polipéptido. Estos ADN antisentido pueden sintetizarse usando un sintetizador de ADN.

El ADN antisentido de la presente descripcion puede contener azlcares, bases o uniones cambiadas o modificadas.
El ADN antisentido, asi como el agente de ARNi mencionado anteriormente, también puede proporcionarse en una
forma especializada tal como liposomas, microesferas, o puede aplicarse a terapia génica, o puede proporcionarse en
combinacién con restos unidos. Dichos restos unidos incluyen policationes tales como polilisina que actuan como
neutralizadores de carga del nucleo fosfato, o restos hidrofébicos tales como lipidos (p. €j., fosfolipidos, colesteroles,
etc.) que potencian la interaccion con las membranas celulares o incrementan la captacion del acido nucleico. Los
ejemplos preferidos de los lipidos que se van a unir son colesteroles o derivados de los mismos (p. €j., cloroformato
de colesterilo, acido colico, etc.). Estos restos pueden estar unidos al acido nucleico en el extremo 3' 0 5' del mismo y
también pueden estar unidos al mismo a través de una base, azlcar, o una unién de nucleésido intramolecular. Otros
restos pueden ser grupos de recubrimiento especificamente situados en el extremo 3' o 5' del acido nucleico para
prevenir la degradacion por nucleasas tales como exonucleasa, ARNasa, etc. Dichos grupos de recubrimiento
incluyen, pero no estan limitados a, grupos protectores de hidroxilo conocidos en la técnica, incluyendo glicoles tales
como polietilen glicol, tetraetilen glicol y semejantes. La accion inhibidora del ADN antisentido puede examinarse
usando un sistema de expresion génica basado en una linea celular o un animal de la presente descripcion in vivo e
in vitro.

Los acidos nucleicos discutidos anteriormente que codifican uno o mas de los polipéptidos o agentes de ARNi
mencionados anteriormente pueden clonarse en un vector para administrarlo a células in vitro o in vivo. Para los usos
in vivo, la administracion puede tener como diana un tejido u érgano especifico (p. €j., la piel). La administracion
dirigida implica el uso de vectores (p. €j., péptidos dirigidos a 6rganos) que estan dirigidos a 6rganos o tejidos
especificos después de la administracion sistémica. Por ejemplo, el vector puede tener un conjugado covalente de
avidina y un anticuerpo monoclonal frente a una proteina especifica de higado.

En determinadas realizaciones, la presente descripcidon proporciona métodos para la expresiéon in vivo de los
supresores de metastasis mencionados anteriormente. Dicho método conseguiria su efecto terapéutico por la
introduccién de secuencias de acido nucleico que codifican cualquiera de los factores en células o tejidos de un animal
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humano o no humano que necesita la inhibicion del reclutamiento endotelial, invasién de células cancerosas, o
angiogénesis metastasica. La administracion de las secuencias de acido nucleico puede conseguirse usando un vector
de expresiéon recombinante tal como un virus quimérico o un sistema de dispersion coloidal. Para la administracion
terapéutica de secuencias de acido nucleico se prefiere el uso de liposomas dirigidos.

Varios vectores virales que pueden utilizarse para la terapia génica descritos en la presente memoria incluyen,
adenovirus, virus adeno-asociados (AAV), virus del herpes, vaccinia, o, preferiblemente, un virus con ARN tal como
un retrovirus y un lentivirus. Preferiblemente, el vector retroviral es un lentivirus o un derivado de un retrovirus murino
o aviar. Los ejemplos de vectores retrovirales en los que puede insertarse un Unico gen extrafio incluyen, pero no
estan limitados a: virus de la leucemia murina de Moloney (MoMuLV), virus del sarcoma murino de Harvey (HaMuSV),
virus de tumor mamario murino (MuMTV), y virus del sarcoma de Rous (RSV). Varios vectores retrovirales adicionales
pueden incorporar multiples genes.

Todos estos vectores pueden transferir o incorporar un gen para un marcador seleccionable de manera que puedan
identificarse y generarse las células transducidas. Los vectores retrovirales pueden hacerse especificos de diana
mediante la union, por ejemplo, de un azucar, un glicolipido, o una proteina. El direccionamiento preferido se consigue
usando un anticuerpo especifico de diana u hormona que tiene un receptor en la diana. Los expertos en la técnica
reconoceran que las secuencias de polinucleétidos especificas pueden insertarse en el genoma retroviral o unirse a
una cubierta viral para permitir la administraciéon especifica de diana del vector retroviral.

Otro sistema de direccionamiento para la administracién de acidos nucleicos es un sistema de dispersion coloidal. Los
sistemas de dispersion coloidal incluyen complejos macromoleculares, nanocapsulas, microesferas, lechos, y
sistemas basados en lipidos incluyendo emulsiones de aceite en agua, micelas, micelas mixtas, y liposomas. El
sistema de dispersién coloidal preferido de esta descripcién es un liposoma. Los liposomas son vesiculas de
membrana artificiales que son utiles como vehiculos de administracion in vitro e in vivo. EI ARN, ADN, vy viriones
intactos pueden encapsularse en el interior acuoso y administrarse a células en una forma biolégicamente activa. Los
métodos para la transferencia génica eficiente usando un vehiculo de liposoma son conocidos en la técnica. La
composicion del liposoma es habitualmente una combinacion de fosfolipidos, habitualmente en combinaciéon con
esteroides, especialmente colesterol. También pueden usarse otros fosfolipidos u otros lipidos. Las caracteristicas
fisicas de los liposomas dependen del pH, fuerza idnica, y la presencia de cationes divalentes.

Los ejemplos de lipidos utiles en la produccion de liposomas incluyen compuestos fosfatidilo, tales como
fosfatidilglicerol, fosfatidilcolina, fosfatidilserina, fosfatidiletanolamina, esfingolipidos, cerebrdsidos, y gangliésidos. Los
fosfolipidos ejemplares incluyen fosfatidilcolina de huevo, dipalmitoilfosfatidilcolina, y distearoilfosfatidilcolina. El
direccionamiento de los liposomas también es posible sobre la base de, por ejemplo, especificidad de drgano,
especificidad de célula, y especificidad de organulo y es conocido en la técnica.

Cuando se usa in vivo, es deseable usar un sistema de administracién-expresion reversible. Para este fin, puede
usarse el sistema Cre-loxP o FLP/FRT y otros sistemas similares para la administracion-expresion reversible de uno
o mas de los acidos nucleicos descritos anteriormente. Véanse, W02005/112620, WO2005/039643, Solicitudes de
EE.UU. 20050130919, 20030022375, 20020022018, 20030027335, y 20040216178. En particular, el sistema de
administracién-expresion reversible descrito en la Solicitud de EE.UU. NO 20100284990 puede usarse para
proporcionar una interrupcion selectiva o de emergencia.

En otro ejemplo, el agente inhibidor mencionado anteriormente puede ser un polipéptido o un complejo proteico, tal
como un anticuerpo. El término "anticuerpo” se refiere a una molécula de inmunoglobulina o parte inmunolégicamente
activa de la misma, es decir, una parte de union a antigeno. Los ejemplos incluyen, pero no estan limitados a, una
proteina que tiene al menos una o dos, regiones variables (V4) de cadena pesada (H), y al menos una o dos regiones
variables (V.) de cadena ligera (L). Las regiones Vu y V. pueden subdividirse adicionalmente en regiones de
hipervariablidad, denominadas "regiones determinantes de la complementariedad" ("CDR"), intercaladas con regiones
que estan mas conservadas, denominadas "regiones marco" (FR). Tal y como se usa en la presente memoria, el
término "inmunoglobulina" se refiere a una proteina que consiste en uno o mas polipéptidos sustancialmente
codificados por genes de inmunoglobulina. Los genes de inmunoglobulina humanos reconocidos incluyen los genes
de las regiones constantes kappa, lambda, alfa (IgA1 e IgA2), gamma (IgG1, IgG2, IgG3, e IgG4), delta, épsilon y mu,
asi como la miriada de genes de la region variable de inmunoglobulina.

El término "parte de unioén a antigeno" de un anticuerpo (o "parte de anticuerpo") se refiere a uno o mas fragmentos
de un anticuerpo que retienen la capacidad de unirse especificamente a un antigeno (p. €j., LRP1, LRP8, y CTGF).
Se ha mostrado que la funcion de la union a antigeno de un anticuerpo puede realizarse por fragmentos de un
anticuerpo de longitud completa. Los ejemplos de fragmentos de unidon englobados en el término "parte de unién a
antigeno" de un anticuerpo incluyen (i) un fragmento Fab, un fragmento monovalente que consiste en los dominios V|,
Vh, CLy Cny; (ii) un fragmento F(ab')z, un fragmento bivalente que comprende dos fragmentos Fab unidos por un
puente disulfuro en la region bisagra; (iii) un fragmento Fd que consiste en los dominios Vi 'y Cuy; (iv) un fragmento Fv
que consiste en los dominios V. y V4 de un Unico brazo de un anticuerpo, (v) un fragmento dAb (Ward et al, (1989)
Nature 341 :544-546), que consiste en un dominio V4; y (vi) una region determinante de la complementariedad (CDR)
aislada. Ademas, aunque los dos dominios del fragmento Fv, V| y V4, estan codificados por genes separados, pueden
unirse, usando métodos recombinantes, por un conector sintético que permite prepararlos como una Unica cadena de
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proteina en la que las regiones V. y V4 se emparejan para formar moléculas monovalentes (conocidas como Fv de
cadena Unica (scFv); véanse, p. €j., Bird et al. (1988) Science 242:423-426; y Huston et al. (1988) Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 85:5879-5883). También se pretende que dichos anticuerpos de cadena Unica estén englobados en el
término "parte de union a antigeno" de un anticuerpo. Estos fragmentos de anticuerpo se obtienen usando técnicas
convencionales conocidas para los expertos en la técnica, y los fragmentos se criban para determinar su utilidad de la
misma manera que los anticuerpos intactos.

Los anticuerpos que se unen especificamente a una de las proteinas diana mencionadas anteriormente (p. gj., CTGF)
pueden prepararse usando métodos conocidos en la técnica. Este anticuerpo puede ser un anticuerpo policlonal o
monoclonal. En una realizacion, el anticuerpo puede producirse recombinantemente, p. €j., producirse por exposicion
en fago o por métodos combinatorios. En otra realizacion, el anticuerpo es un anticuerpo completamente humano (p.
€j., un anticuerpo preparado en un ratén que se ha modificado por ingenieria genética para producir un anticuerpo a
partir de una secuencia de inmunoglobulina humana), un anticuerpo humanizado, o un anticuerpo no humano, por
ejemplo, pero no limitado a, un anticuerpo de roedor (ratén o rata), cabra, primate (por ejemplo, pero no limitado a,
mono), conejo, o camello. Los ejemplos de métodos para generar una version humanizada de anticuerpos incluyen,
pero no estan limitados a, injerto de CDR (Queen et al, Pat. de EE.UU. No. 5.585.089; Riechmann et al, Nature 332:323
(1988)), intercambio de cadenas (Pat. de EE.UU. No. 5.565.332); y recubrimiento o modificacion en superficie (EP
592.106; EP 519.596); Padlan, Molecular Immunology 28(415):489-498 (1991); Studnicka et al, Protein Engineering
7(6):805-814 (1994); Roguska. et al, PNAS 91: 969-973 (1994)). Los ejemplos de métodos para generar anticuerpos
completamente humanos incluyen, pero no estan limitados a, generacién de anticuerpos a partir de ratones que
pueden expresar genes de inmunoglobulina humana y uso de la tecnologia de la exposicion en fagos para generar y
cribar bibliotecas de genes de inmunoglobulina humana.

Un "anticuerpo aislado" se pretende que se refiera a un anticuerpo que carece sustancialmente de otros anticuerpos
que tienen diferentes especificidades antigénicas (p. €j., un anticuerpo aislado que se une especificamente a CTGF
carece sustancialmente de anticuerpos que se unen especificamente a antigenos distintos de dicho antigeno).
Ademas, un anticuerpo aislado puede carecer sustancialmente de otro material y/o compuestos quimicos celulares.

Los términos "anticuerpo monoclonal" o "composicién de anticuerpo monoclonal”, tal y como se usa en la presente
memoria, se refieren a una preparacion de moléculas de anticuerpo de composicién molecular tnica. Una composicion
de anticuerpo monoclonal presenta una Unica especificidad y afinidad de unién para un epitopo particular.

El término "anticuerpo humano", tal y como se usa en la presente memoria, se pretende que incluya anticuerpos que
tienen regiones variables en las que tanto las regiones marco como CDR derivan de secuencias de inmunoglobulina
de la linea germinal humana. Ademas, si el anticuerpo contiene una region constante, la regién constante también
deriva de secuencias de inmunoglobulina de la linea germinal humana. Los anticuerpos humanos de la descripcion
pueden incluir residuos de aminodacidos no codificados por secuencias de inmunoglobulina de la linea germinal
humana (p. ej., mutaciones introducidas por mutagénesis aleatoria o especifica de sitio in vitro o por mutacion somatica
in vivo). Sin embargo, el término "anticuerpo humano", tal y como se usa en la presente memoria, no se pretende que
incluya anticuerpos en los que las secuencias de CDR derivadas de la linea germinal de otras especies de mamiferos,
tales como ratén, se han injertado en secuencias marco humanas.

El término "anticuerpo monoclonal humano" se refiere a anticuerpos que presentan una Unica especificidad de union
que tienen regiones variables en las que tanto las regiones marco como CDR derivan de secuencias de
inmunoglobulina de la linea germinal humana. En una realizacion, los anticuerpos monoclonales humanos se producen
por un hibridoma que incluye una célula B obtenida de un animal no humano transgénico, p. €j., un ratén transgénico,
que tiene un genoma que comprende un transgén de cadena pesada humana y un transgén de cadena ligera humana
fusionado con una célula inmortalizada.

El término "anticuerpo humano recombinante”, tal y como se usa en la presente memoria, incluye todos los anticuerpos
humanos que se preparan, expresan, crean o aislan por medios recombinantes, tales como (a) anticuerpos aislados
de un animal (p. €j., un ratén) que es transgénico o transcromosémico para genes de inmunoglobulina humana o un
hibridoma preparado de ellos (descrito adicionalmente mas adelante), (b) anticuerpos aislados de una célula huésped
transformada para expresar el anticuerpo humano, p. €j., de un transfectoma, (c) anticuerpos aislados de una biblioteca
de anticuerpos humanos recombinante, combinatoria, y (d) anticuerpos preparados, expresados, creados o aislados
por cualquier otro medio que implica el corte y empalme de secuencias de genes de inmunoglobulina humana a otras
secuencias de ADN. Dichos anticuerpos humanos recombinantes tienen regiones variables en las que las regiones
marco y CDR derivan de secuencias de inmunoglobulina de la linea germinal humana. En determinadas realizaciones,
sin embargo, dichos anticuerpos humanos recombinantes pueden someterse a mutagénesis in vitro (o, cuando se usa
un animal transgénico para secuencias de Ig humanas, mutagénesis somatica in vivo) y asi las secuencias de
aminoacidos de las regiones Vy y V| de los anticuerpos recombinantes son secuencias que, aunque derivan de y estan
relacionadas con secuencias de V4 y Vi de la linea germinal humana, pueden no existir naturalmente en el repertorio
de la linea germinal de anticuerpos humanos in vivo.

Tal y como se usa en la presente memoria, "isotipo" se refiere a la clase de anticuerpo (p. €j., IgM o IgG1) que esta
codificado por los genes de la region constante de la cadena pesada. Las expresiones "un anticuerpo que reconoce
un antigeno" y "un anticuerpo especifico para un antigeno" se usan indistintamente en la presente memoria con el
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término "un anticuerpo que se une especificamente a un antigeno". Tal y como se usa en la presente memoria, €l
término "alta afinidad" para un anticuerpo IgG se refiere a un anticuerpo que tiene una Kp de 107 M o menos,
preferiblemente 10 M o menos, mas preferiblemente 10° M o menos e incluso mas preferiblemente 10-'© M o menos
para un antigeno diana. Sin embargo, la unién de "alta afinidad" puede variar para otros isotipos de anticuerpo. Por
ejemplo, union de "alta afinidad" para un isotipo IgM se refiere a un anticuerpo que tiene una Kp de 107 M o menos,
mas preferiblemente 10 M o menos.

En un ejemplo, una composicion contiene un anticuerpo monoclonal que neutraliza CTGF. En una realizacion, este
anticuerpo puede ser un anticuerpo completamente humano, un anticuerpo humanizado, o un anticuerpo no humano,
por ejemplo, pero no limitado a, un anticuerpo de roedor (ratén o rata), cabra, primate (por ejemplo, pero no limitado
a, mono), conejo, o camello. En una realizacion, uno o mas aminoacidos de este anticuerpo monoclonal pueden
sustituirse con el fin de alterar sus propiedades fisicas. Estas propiedades incluyen, pero no estan limitadas a,
especificidad de unién, afinidad de unién, inmunogenicidad, e isotipo del anticuerpo. Las composiciones farmacéuticas
que contienen versiones completamente humanas o humanizadas de los anticuerpos descritos anteriormente pueden
usarse para tratar melanoma o para inhibir el reclutamiento endotelial, invasion de células cancerosas, o angiogénesis
metastasica.

Tal y como se usa en la presente memoria, un "sujeto" se refiere a un animal humano y no humano. Los ejemplos de
un animal no humano incluyen todos los vertebrados, p. €j., mamiferos, tales como mamiferos no humanos, primates
no humanos (particularmente primates superiores), perro, roedor (p. €j., ratéon o rata), cobaya, gato, y conejo, y no
mamiferos, tales como pajaros, anfibios, reptiles, etc. En una realizacién, el sujeto es un ser humano. En otra
realizacion, el sujeto es un animal experimental o un animal adecuado como un modelo de enfermedad. Un sujeto que
se va a tratar para un trastorno puede identificarse por técnicas de diagndstico estandar para el trastorno.
Opcionalmente, el sujeto puede examinarse para determinar mutacion, nivel de expresion, o nivel de actividad de uno
o0 mas de miR-199a-3p, miR-199a-5p, miR-1908, y CTGF mencionados anteriormente por métodos conocidos en la
técnica o descritos anteriormente antes del tratamiento. Si el sujeto tiene una mutacion particular en el gen, o si el
nivel de expresion génica o el nivel de actividad es, por ejemplo, mayor en una muestra del sujeto que en una muestra
de una persona normal, el sujeto es un candidato para el tratamiento de esta descripcion.

Para confirmar la inhibicién o tratamiento, se puede evaluar y/o verificar la inhibicion del reclutamiento endotelial o la
angiogénesis resultante usando tecnologia conocida en la técnica antes y/o después de la etapa de administracion.
Las tecnologias ejemplares incluyen angiografia o arteriografia, una técnica de imagineria médica usada para
visualizar el interior, o lumen, de los vasos sanguineos y érganos del cuerpo, que puede hacerse generalmente
mediante la inyeccion de un agente de contraste radio-opaco en el vaso sanguineo y la formacion de imagenes usando
técnicas basadas en rayos X tales como fluoroscopia.

"Tratar" o "tratamiento”, tal y como se usa en la presente memoria, se refiere a la administracion de un compuesto o
agente a un sujeto que tiene un trastorno con el propésito de curar, aliviar, atenuar, remediar, retrasar el inicio de,
prevenir, o mejorar el trastorno, el sintoma de un trastorno, el estado de enfermedad secundario al trastorno, o la
predisposicién al trastorno. Una "cantidad efectiva" o "cantidad terapéuticamente efectiva" se refiere a una cantidad
del compuesto o agente que es capaz de producir un resultado médicamente deseable en un sujeto tratado. El método
de tratamiento puede realizarse in vivo o ex vivo, solo o conjuntamente con otros farmacos o terapia. Una cantidad
terapéuticamente efectiva puede administrarse en una o mas administraciones, aplicaciones o dosificaciones y no se
pretende que esté limitada a una formulacién o ruta de administracion particular.

La expresion "cantidad efectiva”, tal y como se usa en la presente memoria, se refiere a una cantidad suficiente del
compuesto de la descripcion para presentar el efecto terapéutico deseado. La cantidad exacta requerida variara entre
sujetos, dependiendo de la especie, edad, y condicion general del sujeto, el agente terapéutico particular y semejantes.
Los compuestos de la descripcién se formulan preferiblemente en forma de dosificacion unitaria para facilitar la
administracion y la uniformidad de la dosificacion. La expresion "forma de dosificacion unitaria”, tal y como se usa en
la presente memoria, se refiere a una unidad fisicamente discreta apropiada de agente terapéutico para el paciente
que se va a tratar. Se entenderd, sin embargo, que el uso diario total de los compuestos y composiciones de la presente
descripcion lo decidira el médico responsable en el alcance del criterio médico sdlido. El nivel de la dosis
terapéuticamente efectiva especifica para cualquier paciente u organismo particular dependera de una variedad de
factores incluyendo el trastorno que se esta tratando y la gravedad del trastorno; la actividad anticancerosa del
compuesto especifico empleado; la composicion especifica empleada; la edad, peso corporal, salud general, sexo y
dieta del paciente; el tiempo de la administracion, ruta de administracion, y tasa de excrecion del compuesto especifico
empleado; la duracion del tratamiento; farmacos usados en combinacion o de forma coincidente con el compuesto
especifico empleado; y factores semejantes muy conocidos en las técnicas médicas.

Un agente terapéutico puede administrarse in vivo o ex vivo, solo o coadministrarse conjuntamente con otros farmacos
o terapia, es decir, una terapia de mezcla. Tal y como se usa en la presente memoria, el término "coadministracion" o
"coadministrado” se refiere a la administracion de al menos dos agentes o terapias a un sujeto. Por ejemplo, en el
tratamiento de tumores, particularmente tumores malignos vascularizados, los agentes pueden usarse solos o en
combinacion con, p. ej., agentes quimioterapéuticos, radioterapéuticos, apoptéticos, antiangiogénicos y/o
inmunotoxinas o coaguligandos. En algunas realizaciones, la coadministracion de dos o mas agentes/terapias es
concurrente. En otras realizaciones, se administra un primer agente/terapia antes de un segundo agente/terapia. Los
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expertos en la técnica entienden que las formulaciones y/o rutas de administracion de los varios agentes/terapias
usados pueden variar.

En una estrategia in vivo, un compuesto o agente se administra a un sujeto. Generalmente, el compuesto se suspende
en un vehiculo farmacéuticamente aceptable (tal como, por ejemplo, pero no limitado a, disolucién salina fisiologica)
y se administra oralmente o por infusion intravenosa, o se inyecta o implanta subcutaneamente, intramuscularmente,
intratecalmente, intraperitonealmente, intrarrectalmente, intravaginalmente, intranasalmente, intragastricamente,
intratraquealmente, o intrapulmonarmente.

La dosificacion requerida depende de la elecciéon de la ruta de administracion; la naturaleza de la formulacion; la
naturaleza de la enfermedad del paciente; el tamafio, peso, area superficial, edad, y sexo del sujeto; otros farmacos
que se estan administrando; y el criterio del médico responsable. Las dosificaciones adecuadas estan en el rango de
0,01-100 mg/kg. Se esperan variaciones en la dosificacion necesaria a la vista de la variedad de compuestos
disponibles y de las diferentes eficiencias de las distintas rutas de administracion. Por ejemplo, se esperaria que la
administracion oral requiera mayores dosificaciones que la administracion por inyeccion i.v. Las variaciones en estos
niveles de dosificacion pueden ajustarse usando rutinas empiricas estandar para la optimizaciéon como se entiende
bien en la técnica. La encapsulacion del compuesto en un vehiculo de administracion adecuado (p. €j., microparticulas
poliméricas o dispositivos implantables) puede incrementar la eficiencia de la administracion, particularmente para la
administracion oral.

Composiciones

En el alcance de esta descripcion estd una composicion que contiene un vehiculo adecuado y uno o mas de los
agentes terapéuticos descritos anteriormente. La composiciéon puede ser una composicion farmacéutica que contiene
un vehiculo farmacéuticamente aceptable, una composicién dietética que contiene un vehiculo dietéticamente
aceptable adecuado, o una composicion cosmética que contiene un vehiculo cosméticamente aceptable.

El término "composicion farmacéutica" se refiere a la combinacién de un agente activo con un vehiculo, inerte o activo,
que hace que la composicion sea especialmente adecuada para uso de diagnéstico o terapéutico in vivo o ex vivo. Un
"vehiculo farmacéuticamente aceptable”, después de ser administrado a o en un sujeto, no causa efectos fisioldgicos
indeseables. El vehiculo en la composicion farmacéutica debe ser "aceptable" también en el sentido de que sea
compatible con el ingrediente activo y pueda ser capaz de estabilizarlo. Pueden utilizarse uno o mas agentes
solubilizantes como vehiculos farmacéuticos para la administracion de un compuesto activo. Los ejemplos de un
vehiculo farmacéuticamente aceptable incluyen, pero no estan limitados a, vehiculos biocompatibles, adyuvantes,
aditivos, y diluyentes para conseguir una composicion usable como una forma de dosificacion. Los ejemplos de otros
vehiculos incluyen éxido de silicio coloidal, estearato de magnesio, celulosa, lauril sulfato de sodio, y D&C Amarillo
No. 10.

Tal y como se usa en la presente memoria, el término "sal farmacéuticamente aceptable" se refiere a aquellas sales
que son, en el alcance del criterio médico sdlido, adecuadas para usarse en contacto con los tejidos de los seres
humanos y animales inferiores sin toxicidad, irritacion, respuesta alérgica y semejantes excesivos, y son
proporcionales con una relacion beneficio/riesgo razonable. Las sales farmacéuticamente aceptables de aminas,
acidos carboxilicos, y otros tipos de compuestos, son muy conocidas en la técnica. Por ejemplo, S.M. Berge, et al.
describen sales farmacéuticamente aceptables con detalle en J. Pharmaceutical Sciences, 66: 1-19 (1977). Las sales
pueden prepararse in situ durante el aislamiento y purificacion final de los compuestos de la descripcion, o
separadamente haciendo reaccionar una funcién de base libre o acido libre con un reactivo adecuado, como se
describe generalmente mas adelante. Por ejemplo, una funcion de base libre puede hacerse reaccionar con un acido
adecuado. Ademas, cuando los compuestos de la descripcion portan un resto acido, las sales farmacéuticamente
aceptables adecuadas de los mismos pueden incluir sales metdlicas tales como sales de metales alcalinos, p. €j.,
sales de sodio o potasio; y sales de metales alcalinotérreos, p. €j., sales de calcio o magnesio. Los ejemplos de sales
de adicién a acido no tdxicas farmacéuticamente aceptables son sales de un grupo amino formadas con acidos
inorganicos tales como acido clorhidrico, acido bromhidrico, acido fosférico, acido sulfurico y acido perclérico o con
acidos organicos tales como acido acético, acido oxalico, acido maleico, acido tartarico, acido citrico, acido succinico
o acido maldnico o usando otros métodos usados en la técnica tales como intercambio idnico. Otras sales
farmacéuticamente aceptables, incluyen sales adipato, alginato, ascorbato, aspartato, bencenosulfonato, benzoato,
bisulfato, borato, butirato, canforato, canforsulfonato, citrato, ciclopentanopropionato, digluconato, dodecilsulfato,
etanosulfonato, formato, fumarato, glucoheptonato, glicerofosfato, gluconato, hemisulfato, heptanoato, hexanoato,
hidroyoduro, 2-hidroxi-etanosulfonato, lactobionato, lactato, laurato, lauril sulfato, malato, maleato, malonato,
metanosulfonato, 2-naftalensulfonato, nicotinato, nitrato, oleato, oxalato, palmitato, pamoato, pectinato, persulfato, 3-
fenilpropionato, fosfato, picrato, pivalato, propionato, estearato, succinato, sulfato, tartrato, tiocianato, p-
toluenosulfonato, undecanoato, valerato, y semejantes. Las sales de metales alcalinos o alcalinotérreos
representativas incluyen sodio, litio, potasio, calcio, magnesio, y semejantes. Las sales farmacéuticamente aceptables
adicionales incluyen, cuando sea apropiado, amonio no téxico, amonio cuaternario, y cationes de amina formados
usando contraiones tales como haluro, hidroxido, carboxilato, sulfato, fosfato, nitrato, sulfonato de alquilo inferior y
sulfonato de arilo.
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Como se ha descrito anteriormente, las composiciones farmacéuticas de la presente descripcion comprenden
adicionalmente un vehiculo farmacéuticamente aceptable, que, tal y como se usa en la presente memoria, incluye
cualquiera y todos los disolventes, diluyentes, u otro vehiculo liquido, auxiliares de dispersion o suspension, agentes
tensioactivos, agentes isotonicos, agentes espesantes o emulsionantes, conservantes, aglutinantes solidos,
lubricantes y semejantes, segin sea adecuado para la forma de dosificacion particular deseada. Remington's
Pharmaceutical Sciences, Decimosexta Edicion, E. W. Martin (Mack Publishing Co., Easton, Pa., 1980) describe varios
vehiculos usados en la formulacién de composiciones farmacéuticas y técnicas conocidas para la preparacion de las
mismas. Excepto en el caso en el que cualquier medio de vehiculo convencional sea incompatible con los compuestos
de la descripcion, tal como por la produccion de cualquier efecto biolégico indeseable o la interaccion de otra forma
de una manera perjudicial con cualquier otro componente de la composicion farmacéutica, se contempla que su uso
esta en el alcance de esta descripcion. Algunos ejemplos de materiales que pueden servir como vehiculos
farmacéuticamente aceptables incluyen, pero no estan limitados a, azlcares tales como lactosa, glucosa y sacarosa;
almidones tales como almidén de maiz y almidén de patata; celulosa y sus derivados tales como carboximetil celulosa
de sodio, etil celulosa y acetato de celulosa; goma de tragacanto en polvo; malta; gelatina; talco; excipientes tales
como manteca de cacao y ceras de supositorio; aceites tales como aceite de cacahuete, aceite de semilla de algodon;
aceite de alazor, aceite de sésamo; aceite de oliva; aceite de maiz y aceite de soja; glicoles; tales como propilen glicol;
ésteres tales como oleato de etilo y laurato de etilo; agar; fosfolipidos naturales y sintéticos, tales como fosfatidos de
soja y de yema de huevo, lecitina, lecitina de soja hidrogenada, dimiristoil lecitina, dipalmitoil lecitina, distearoil lecitina,
dioleoil lecitina, lecitina  hidroxilada, lisofosfatidilcolina,  cardiolipina,  esfingomielina, fosfatidilcolina,
fosfatidiletanolamina, diastearoilfosfatidiletanolamina (DSPE) y sus ésteres pegilados, tales como DSPE-PEG750 vy,
DSPE-PEG2000, acido fosfatidico, fosfatidilglicerol y fosfatidilserina. Los grados comerciales de lecitina que se
prefieren incluyen aquellos que estéa disponibles con la marca comercial Phosal® o Phospholipon® e incluyen Phosal
53 MCT, Phosal 50 PG, Phosal 75 SA, Phospholipon 90H, Phospholipon 90G y Phospholipon 90 NG; fosfatidilcolina
de soja (SoyPC) y DSPE-PEG2000 se prefieren particularmente; agentes tamponadores tales como hidroxido de
magnesio e hidroxido de aluminio; acido alginico; agua sin pirégenos; disolucion salina isoténica; disolucion de Ringer;
alcohol etilico, y disoluciones de tampdn fosfato, asi como otros lubricantes no téxicos compatibles tales como lauril
sulfato de sodio y estearato de magnesio, asi como agentes colorantes, agentes de liberacion, agentes de
recubrimiento, agentes edulcorantes, saporiferos y perfumantes, conservantes y antioxidantes también pueden estar
presentes en la composicion, segun el criterio del formulador.

La composiciéon descrita anteriormente, en cualquiera de las formas descritas anteriormente, puede usarse para tratar
melanoma, o cualquier otra enfermedad o afeccidon descrita en la presente memoria. Una cantidad efectiva se refiere
a la cantidad de un compuesto/agente activo que se requiere para conferir un efecto terapéutico en un sujeto tratado.
Las dosis efectivas variaran, como reconocen los expertos en la técnica, dependiendo de los tipos de enfermedades
tratadas, la ruta de administracion, uso de excipientes, y la posibilidad de uso simultaneo con otro tratamiento
terapéutico.

Una composicion farmacéutica de esta descripcion puede administrarse parenteralmente, oralmente, nasalmente,
rectalmente, topicamente, o bucalmente. El término "parenteral”, tal y como se usa en la presente memoria, se refiere
a inyeccion subcutanea, intracutanea, intravenosa, intramuscular, intraarticular, intraarterial, intrasinovial, intraesternal,
intratecal, intralesional, o intracraneal, asi como a cualquier técnica de infusion.

Una composicion inyectable estéril puede ser una disolucién o suspension en un diluyente o disolvente no téxico
parenteralmente aceptable. Dichas disoluciones incluyen, pero no estan limitados a, 1,3-butanodiol, manitol, agua,
disolucién de Ringer, y disolucion de cloruro de sodio isotonica. Ademas, los aceites fijados se emplean
convencionalmente como un medio disolvente o de suspension (p. ej., mono o diglicéridos sintéticos). Los acidos
grasos, tales como, pero no limitado a, acido oleico y sus derivados glicéridos, son utiles en la preparacion de
inyectables, como lo son los aceites naturales farmacéuticamente aceptables, tales como, pero no limitado a, aceite
de oliva o aceite de ricino, versiones polioxietiladas de los mismos. Estas disoluciones o suspensiones de aceite
también pueden contener un diluyente o dispersante de alcohol de cadena larga tal como, pero no limitado a,
carboximetil celulosa, o agentes de dispersion similares. Otros tensioactivos usados cominmente, tales como, pero
no limitado a, Tweens o Spans u otros agentes emulsionantes similares o potenciadores de la biodisponibilidad, que
se usan comunmente en la fabricacion de formas de dosificacion sdlidas, liquidas u otras farmacéuticamente
aceptables también pueden usarse para el propdsito de la formulacion.

Una composicién para la administracion oral puede ser una forma de dosificacion oralmente aceptable incluyendo
capsulas, comprimidos, emulsiones y suspensiones, dispersiones, y disoluciones acuosas. En el caso de comprimidos,
los vehiculos usados cominmente incluyen, pero no estan limitados a, lactosa y almidén de maiz. También se afiaden
tipicamente agentes lubricantes, tales como, pero no limitado a, estearato de magnesio. Para la administracion oral
en una forma de capsula, los diluyentes utiles incluyen, pero no estan limitados a, lactosa y almidon de maiz seco.
Cuando las suspensiones o emulsiones acuosas se administran oralmente, el ingrediente activo puede suspenderse
o disolverse en una fase de aceite combinado con agentes emulsionantes o de suspension. Si se desea, pueden
afnadirse determinados agentes edulcorantes, saporiferos, o colorantes.

Las composiciones farmacéuticas para la administracion tépica segun la descripcion pueden formularse como
disoluciones, pomadas, cremas, suspensiones, lociones, polvos, pastas, geles, pulverizaciones, aerosoles, o aceites.
Alternativamente, las formulaciones tépicas pueden estar en la forma de parches o vendajes impregnados con el
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ingrediente o los ingredientes activos, que pueden comprender opcionalmente uno o mas excipientes o diluyentes. En
algunas realizaciones preferidas, las formulaciones tdpicas incluyen un material que potenciaria la absorcién o
penetracion del o de los agentes activos a través de la piel u otras areas afectadas.

Una composicion topica contiene una cantidad segura y efectiva de un vehiculo dermatolégicamente aceptable
adecuado para la aplicaciéon en la piel. Una composicion o componente "cosméticamente aceptable” o
"dermatoldgicamente aceptable" se refiere a una composicion o componente que es adecuado para su uso en contacto
con la piel humana, sin toxicidad, incompatibilidad, inestabilidad, respuesta alérgica, y semejantes excesivos. El
vehiculo permite que un agente activo y componente opcional se administre en la piel a una concentracién o
concentraciones apropiadas. El vehiculo puede actuar asi como un diluyente, dispersante, disolvente, o semejantes
para asegurar que los materiales activos se aplican en y se distribuyen uniformemente sobre la diana seleccionada a
una concentracion apropiada. El vehiculo puede ser sélido, semisélido, o liquido. El vehiculo puede estar en la forma
de una locién, una crema, o un gel, en particular uno que tiene un espesor suficiente o punto de cedencia para prevenir
que los materiales activos sedimenten. El vehiculo puede ser inerte o poseer beneficios dermatoldgicos. También
deberia ser fisicamente y quimicamente compatible con los componentes activos descritos en la presente memoria, y
no deberia alterar excesivamente la estabilidad, eficacia, u otros beneficios del uso asociados con la composicion.

Terapias de combinacion

En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica puede comprender ademas un compuesto adicional que tiene
actividad antiproliferativa. EI compuesto adicional que tiene actividad antiproliferativa puede seleccionarse de un grupo
de agentes antiproliferativos incluyendo los mostrados en la Tabla 2.

También se apreciara que los compuestos y composiciones farmacéuticas de la presente descripcion pueden
formularse y emplearse en terapias de combinacion, esto es, los compuestos y composiciones farmacéuticas pueden
formularse con o administrarse concurrentemente con, antes de, o posteriormente a, uno o mas de otros
procedimientos terapéuticos o médicos deseados. La combinacion particular de terapias (terapéuticos o
procedimientos) para emplearse en un régimen de combinacion tendra en cuenta la compatibilidad de los terapéuticos
y/o procedimientos deseados y el efecto terapéutico deseado que se quiere conseguir. También se apreciara que las
terapias empleadas pueden conseguir un efecto deseado para el mismo trastorno, o pueden conseguir diferentes
efectos (p. €j., el control de cualquier efecto adverso).

Por "agente antiproliferativo" se quiere decir cualquier agente antiproliferativo, incluyendo los agentes antiproliferativos
listados en la Tabla 2, cualquiera de los cuales puede usarse en combinacién con un agonista de LXR para tratar las
afecciones médicas indicadas en la presente memoria. Los agentes antiproliferativos también incluyen derivados de
organo-platino, derivados de naftoquinona y benzoquinona, acido crisofanico y derivados de antroquinona de los
mismos.

Tabla 2

Agentes alquilantes Busulfan Clorambucilo
dacarbazina procarbazina
ifosfamida altretamina
hexametilmelamina fosfato de estramustina
tiotepa mecloretamina
dacarbazina estreptozocina
lomustina temozolomida
ciclofosfamida Semustina

Agentes de platino espiroplatino lobaplatino (Aeterna)
tetraplatino satraplatino (Johnson Matthey)
ormaplatino BBR-3464 (Hoffmann-La Roche)
iproplatino SM-11355 (Sumitomo)
ZD-0473 (AnorMED) AP-5280 (Access)
oxaliplatino cisplatino
carboplatino
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Tabla 2

Antimetaboltos

azacitidina

Floxuridina
2-clorodeoxiadenosina
6-mercaptopurina
6-tioguanina
citarabina

2-fluorodesoxicitidina

trimetrexato
desoxicoformicina
pentostatina

hidroxiurea

decitabina (SuperGen)
clofarabina (Bioenvision)

irofulveno (MGI Pharma)

metotrexato DMDC (Hoffmann-La Roche)
tomudex etinilcitidina (Taiho)
fludarabina gemcitabina
raltitrexed capecitabina
Inhibidores de | amsacrina mesilato de exatecan (Daiichi)
topoisomerasa
epirubicina quinamed (ChemGenex)
etopdsido gimatecan (Sigma-Tau)

tenipésido o mitoxantrona

7-etil-10-hidroxi-
camptotecina

dexrazoxanet (TopoTarget)
pixantrona (Novuspharma)

analogo de rebecamicina
(Exelixis)

BBR-3576 (Novuspharma)
rubitecan (SuperGen)
irinotecan (CPT-11)

topotecan

diflomotecan (Beaufour-Ipsen)

TAS-103 (Taiho)

elsamitrucina (Spectrum)
J-107088 (Merck & Co)
BNP-1350 (BioNumerik)

CKD-602 (Chong Kun Dang)
KW-2170 (Kyowa Hakko)

hidroxicamptotecina (SN-38)

Antibidticos
antitumorales

valrubicina

terarubicina

idarubicina

rubidazona

plicamicina

porfiromicina

mitoxantrona (novantrona)

amonafida

azonafida

antrapirazol

oxantrazol

losoxantrona

MEN-10755 (Menarini)

GPX-100 (Gem Pharmaceuticals)
Epirubicina

mitoxantrona

doxorubicina
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Tabla 2

Agentes antimitéticos

colchicina
vinblastina
vindesina
dolastatina 10 (NCI)
rizoxina (Fujisawa)

mivobulina (Warner-
Lambert)

cemadotina (BASF)
RPR 109881A (Aventis)
TXD 258 (Aventis)
epotilona B (Novartis)
T 900607 (Tularik)

T 138067 (Tularik)
criptoficina 52 (Eli Lilly)
vinflunina (Fabre)

auristatina PE (Teikoku
Hormone)

BMS 247550 (BMS)
BMS 184476 (BMS)
BMS 188797 (BMS)
taxoprexina (Protarga)

SB 408075
(GlaxoSmithKime)

Vinorelbina

Tricostatina A

E7010 (Abbott)

PG-TXL (Cell Therapeutics)
IDN 5109 (Bayer)

A 105972 (Abbott)

A 204197 (Abbott)

LU 223651 (BASF)

D 24851 (ASTAMedica)

ER-86526 (Eisai)

combretastatin A4 (BMS)
isohomohalicondrina-B (PharmaMar)
ZD 6126 (AstraZeneca)

AZ10992 (Asahi)

IDN-5109 (Indena)

AVLB (Prescient NeuroPharma)

azaepotilona B (BMS)

BNP-7787 (BioNumerik)
profarmaco CA-4 (OXiGENE)
dolastatina-10 (NIH)

CA-4 (OXiGENE)

docetaxel

vincristina

paclitaxel

Inhibidores de
aromatasa

aminoglutetimida

atamestano (BioMedicines)

letrozol

anastrazol

YM-511 (Yamanouchi)
formestano

exemestano

Inhibidores de timidilato
sintasa

pemetrexed (Eli Lilly)
ZD-9331 (BTG)

nolatrexed (Eximias)

CoFactor™ (BioKeys)




ES 2765573 T3

Tabla 2
Antagonistas de ADN trabectedina (PharmaMar)  edotreétido (Novartis)
glufosfamida (Baxter mafosfamida (Baxter International)
International)
albumina + 32P (Isotope apaziquona (Spectrum Pharmaceuticals)
Solutions)
timectacina (NewBiotics) 06 bencil guanina (Paligent)
Inhibidores de | arglabina (NuOncology tipifarnib (Johnson & Johnson)
farnesiltransferasa Labs)
lonafarnib (Schering- alcohol perilico (DOR BioPharma)
Plough)

BAY-43-9006 (Bayer)

Inhibidores de bombas

CBT-1 (CBA Pharma) trihidrocloruro de zosuquidar (Eli Lilly)
tariquidar (Xenova) dicitrato de biricodar (Vertex)

MS-209 (Schering AG)

Inhibidores de histona
acetiltransferasa

tacedinalina (Pfizer) butirato de pivaloiloximetilo (Titan)
SAHA (Aton Pharma) depsipéptido (Fujisawa)
MS-275 (Schering AG)

Inhibidores de
metaloproteinasa

Neovastat (Aeterna CMT-3 (CollaGenex)
Laboratories)

marimastat (British Biotech) BMS-275291 (Celltech)

Inhibidores de | maltolato de galio (Titan) tezacitabina (Aventis)
ribonucledsido

reductasa triapina (Vion) didox (Molecules for Health)
Agonistas/antagonistas | virulizina (Lorus revimid (Celgene)

de TNF alfa Therapeutics)

CDC-394 (Celgene)

Antagonista del
receptor de endotelina
A

atrasentan (Abbott) YM-598 (Yamanouchi)

ZD-4054 (AstraZeneca)

Agonistas del acido
retinoico

fenretinida (Johnson & alitretinoina (Ligand)
Johnson)

LGD-1550 (Ligand)
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Tabla 2

Inmunomoduladores

interferon
oncofago (Antigenics)
GMK (Progenies)

vacuna de adenocarcinoma
(Biomira)

CTP-37 (AVI BioPharma)
IRX-2 (Immuno-Rx)
PEP-005 (Peplin Biotech)

vacunas de synchrovax
(CTL Immuno)

vacuna de melanoma (CTL
Immuno)

vacuna de RAS

(GemVax)

p21

MAGE-A3 (GSK)

terapia de dexosoma (Anosys)

pentrix (Australian Cancer Technology)

ISF-154 (Tragen)

vacuna de cancer (Intercell)

norelina (Biostar)
BLP-25 (Biomira)
MGV (Progenies)

B-aletina (Dovetail)

terapia de CLL (Vasogen)

Ipilimumab (BMS),

CM-10 (cCam Biotherapeutics)

nivolumab (BMS) MPDL3280A (Genentech)
abatacept (BMS)
Agentes hormonales y | estrégenos dexametasona
antihormonales
estrégenos conjugados prednisona

etinil estradiol
clortrianiseno
idenestrol

caproato de
hidroxiprogesterona

medroxiprogesterona
testosterona

propionato de testosterona;
fluoximesterona
metiltestosterona
dietilestilbestrol

megestrol

bicalutamida

flutamida

nilutamida

metilprednisolona
prednisolona
aminoglutetimida

leuprélido

octreodtido

mitotano

P-04 (Novogen)
2-metoxiestradiol (EntreMed)
arzoxifeno (Eli Lilly)
tamoxifeno

toremofina

goserelina

Leuporelina

bicalutamida
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Tabla 2

Agentes fotodinamicos

talaporfina (Light Sciences)

Theralux
(Theratechnologies)

motexafina gadolinio
(Pharmacyclics)

Pd-bacteriofeoforbida (Yeda)

texafirina de lutecio (Pharmacyclics)

hipericina

Inhibidores de quinasa

imatinib (Novartis)

leflunomida
(Sugen/Pharmacia)

ZD 1839 (AstraZeneca)

erlotinib (Oncogene
Science)

canertinib (Pfizer)
escualamina (Genaera)
SU5416 (Pharmacia)
SU6668 (Pharmacia)
ZD4190 (AstraZeneca)
ZD6474 (AstraZeneca)
vatalanib (Novartis)
PKI166 (Novartis)

GW2016
(GlaxoSmithKline)

EKB-509 (Wyeth)
trastuzumab (Genentech)
OSI-774 (Tarceva™)
CI-1033 (Pfizer)
SU11248 (Pharmacia)
RH3 (York Medical)
Genisteina

Radicinol

Met-MAb (Roche)

EKB-569 (Wyeth)
kahalido F (PharmaMar)

CEP-701 (Cephalon)
CEP-751 (Cephalon)

MLN518 (Millenium)
PKC412 (Novartis)
Fenoxodiol (Novogen)
C225 (ImClone)
rhu-Mab (Genentech)
MDX-H210 (Medarex)
2C4 (Genentech)
MDX-447 (Medarex)
ABX-EGF (Abgenix)

IMC-1C11 (ImClone)
Tirfostinas

Gefitinib (Iressa)
PTK787 (Novartis)
EMD 72000 (Merck)
Emodina

Radicinol

Vemurafenib (inhibidor de la enzima B-Raf, Daiichi
Sankyo)
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SR-27897 (inhibidor de CCK A, Sanofi- Synthelabo)
tocladesina (agonista de AMP ciclico, Ribapharm)
alvocidib (inhibidor de CDK, Aventis)

CV-247 (inhibidor de COX-2, lvy Medical)

P54 (inhibidor de COX-2, Phytopharm)

CapCell™ (estimulante de CYP450, Bavarian Nordic)
GCS-100 (antagonista de gal3, GlycoGenesys)
Inmunoégeno G17DT (inhibidor de gastrina, Aphton)
efaproxiral (oxigenador, Alios Therapeutics)

PI1-88 (inhibidor de heparanasa, Progen)

tesmilifeno (antagonista de histamina, YM Biosciences)

histamina (agonista del receptor de histamina H2,
Maxim)

tiazofurina (inhibidor de IMPDH, Ribapharm)
cilengitida (antagonista de integrina, Merck KGaA)
SR-31747 (antagonista de IL-1, Sanofi-Synthelabo)
CCI-779 (inhibidor de mTOR quinasa, Wyeth)

exisulind (inhibidor de PDE V, Cell Pathways)
CP-461 (inhibidor de PDE V, Cell Pathways)
AG-2037 (inhibidor de GART, Pfizer)

WX-UK1 (inhibidor del activador de plasmindgeno,
Wilex)

PBI-1402 (estimulante de PMN, ProMetic LifeSciences)
bortezomib (inhibidor del proteasoma, Millennium)
SRL-172 (estimulante de células T, SR Pharma)
TLK-286 (inhibidor de la glutation S transferasa, Telik)

PT-100 (agonista de factor de crecimiento, Point
Therapeutics)

midostaurina (inhibidor de PKC, Novartis)
briostatina-1 (estimulante de PKC, GPC Biotech)
CDA-II (promotor de la apoptosis, Everlife)
SDX-101 (promotor de la apoptosis, Salmedix)
rituximab (anticuerpo CD20, Genentech
carmustina

Mitoxantrona

ceflatonina (promotor de la apoptosis, ChemGenex)
BCX-1777 (inhibidor de PNP, BioCryst)

ranpirnasa (estimulante de ribonucleasa, Alfacell)
galarubicina (inhibidor de la sintesis de ARN, Dong-A)
tirapazamina (agente reductor, SRI International)
N-acetilcisteina (agente reductor, Zambon)
R-flurbiprofeno (inhibidor de NF-kappaB, Encore)
3CPA (inhibidor de NF-kappaB, Active Biotech)
seocalcitol (agonista del receptor de la vitamina D, Leo)
131-I-TM-601 (antagonista de ADN, TransMolecular)
eflornitina (inhibidor de ODC, ILEX Oncology)

acido  minodrénico de

Yamanouchi)

(inhibidor osteoclastos,

indisulam (estimulante de p53, Eisai)

aplidina (inhibidor de PPT, PharmaMar)
gemtuzumab (anticuerpo CD33, Wyeth Ayerst)
de

PG2 (potenciador la

Pharmagenesis)

hematopoyesis,

Immunol™ (lavado oral de triclosan, Endo)
triacetiluridina (profarmaco de uridina, Wellstat)
SN-4071 (agente de sarcoma, Signature Bioscience)

TransMID-107™ (inmunotoxina, KS Biomedix)

PCK-3145 (promotor de la apoptosis, Procyon)
doranidazol (promotor de la apoptosis, Pola)
CHS-828 (agente citotdxico, Leo)

acido trans-retinoico (diferenciador, NIH)

MX6 (promotor de la apoptosis, MAXIA)

apomina (promotor de la apoptosis, ILEX Oncology)
urocidina (promotor de la apoptosis, Bioniche)
Ro-31-7453 (promotor de la apoptosis, La Roche)
brostalicina (promotor de la apoptosis, Pharmacia)
B-lapacona

gelonina

cafestol
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Tabla 2

Bleomicina
Absintina

Acido crisofanico
Oxidos de cesio
Inhibidores de BRAF
Inhibidores de PDL1
Inhibidores de MEK

Métodos de diagnéstico y pronéstico

Los genes descritos anteriormente pueden usarse para determinar si un sujeto tiene, o esta en riesgo de tener,
melanoma metastasico. Alternativamente, pueden usarse para determinar un prondstico de dicho trastorno en un
sujeto.

Métodos de diagnéstico

En un aspecto, la descripcion proporciona informacion cualitativa y cuantitativa para determinar si un sujeto tiene o
esta predispuesto a melanoma metastasico u otra enfermedad caracterizada por reclutamiento endotelial, invasion de
células cancerosas, o angiogénesis metastasica. Un sujeto que tiene dicho trastorno o es propenso al mismo puede
determinarse sobre la base de los niveles, patrones o perfiles de expresion de los genes descritos anteriormente o sus
productos (ARNm, microARN, o polipéptidos) en una muestra de ensayo del sujeto. En otras palabras, los productos
pueden usarse como marcadores para indicar la presencia o ausencia del trastorno. Los ensayos de diagndstico y
prondstico de la descripcion incluyen métodos para evaluar el nivel de expresion de los productos. Los métodos nos
permiten detectar el trastorno. Por ejemplo, un incremento relativo del nivel de expresion de uno o mas promotores
(es decir, miR-199a-3p, miR-199a-5p, miR-1908, y CTGF) es indicativo de la presencia del trastorno. A la inversa, un
nivel de expresion bajo o una ausencia de la expresion es indicativo de ausencia del trastorno.

La presencia, nivel, o ausencia de un producto de ARNm, microARN, o polipéptido en una muestra de ensayo puede
evaluarse mediante la obtencidon de una muestra de ensayo de un sujeto de ensayo y la puesta en contacto de la
muestra de ensayo con un compuesto o un agente capaz de detectar el acido nucleico (p. €j., sonda de ARN o ADN)
o polipéptido. La "muestra de ensayo" incluye tejidos, células y fluidos bioldgicos aislados de un sujeto, asi como
tejidos, células y fluidos presentes en un sujeto. El nivel de expresion de un gen o genes de interés puede medirse de
varias maneras, incluyendo la medicion del ARN codificado por el gen.

Las muestras de ARN expresado pueden aislarse de muestras biolégicas usando varios procedimientos muy
conocidos. Por ejemplo, las muestras bioldgicas pueden lisarse en un tampdn de lisis basado en guanidinio, que
contiene opcionalmente componentes adicionales para estabilizar el ARN. En algunas realizaciones, el tampdn de lisis
puede contener ARN purificados como controles para monitorizar la recuperacion y estabilidad del ARN de cultivos
celulares. Los ejemplos de dichos moldes de ARN purificado incluyen el ARN control positivo para kanamicina de
PROMEGA (Madison, WI), y ARN con cola de poli(A) de 7,5 kb de LIFE TECHNOLOGIES (Rockville, MD). Los lisados
pueden usarse inmediatamente o almacenarse congelados, p. €j., a -80 °C.

Opcionalmente, el ARN total puede purificarse de lisados celulares (u otros tipos de muestras) usando el aislamiento
basado en silice en un formato de 96 pocillos compatible con la automatizacion, tal como la plataforma de purificaciéon
RNEASY (QIAGEN, Inc., Valencia, CA). Se contemplan otros métodos de aislamiento de ARN, tales como extraccion
con lechos recubiertos de silice o guanidinio. Un experto en la técnica puede concebir métodos adicionales para el
aislamiento y preparacion de los ARN.

Los métodos de la presente descripcion pueden realizarse usando muestras crudas (p. €j., sangre, suero, plasma, o
lisados celulares), eliminando la necesidad de aislar el ARN. Se afiaden opcionalmente inhibidores de ARNasa a las
muestras crudas. Cuando se usan lisados celulares crudos, debe indicarse que el ADN genédmico puede proporcionar
una o mas copias de una secuencia diana, p. €j., un gen, dependiendo de la muestra. En situaciones en las que la
secuencia diana deriva de uno o mas genes altamente expresados, la sefial que surge del ADN gendmico puede no
ser significativa. Pero para los genes expresados a bajos niveles, el fondo puede eliminarse tratando las muestras con
ADNasa, o usando cebadores dirigidos a las uniones de corte y empalme para el cebado posterior de ADNc o los
productos de la amplificacion.

El nivel de ARN correspondiente a un gen en una célula puede determinarse tanto in situ como in vitro. EI ARN aislado
de una muestra de ensayo puede usarse en ensayos de hibridacion o amplificacién que incluyen analisis Southern o
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Northern, anadlisis por PCR, y matrices de sondas. Un método de diagndstico preferido para la deteccion de los niveles
de ARN implica poner en contacto el ARN aislado con una sonda de acido nucleico que puede hibridar con el ARN
codificado por el gen. La sonda puede ser un acido nucleico de longitud completa o una parte del mismo, tal como un
oligonucledtido de al menos 10 nucledtidos de longitud y suficiente como para hibridar especificamente en condiciones
astringentes con el ARN.

En un formato, el ARN (o ADNc preparado a partir de este) se inmoviliza en una superficie y se pone en contacto con
las sondas, por ejemplo, corriendo el ARN aislado en un gel de agarosa y transfiriendo el ARN del gel a una membrana,
tal como nitrocelulosa. En otro formato, las sondas se inmovilizan en una superficie y el ARN (o ADNc) se pone en
contacto con las sondas, por ejemplo, en una matriz de chip de genes. Un experto en la técnica puede adaptar métodos
de deteccion de ARN conocidos para detectar el nivel de ARN.

El nivel de ARN (o ADNc preparado a partir de este) en una a muestra codificado por un gen que se va a examinar
puede evaluarse con la amplificacion de acido nucleico, p. €j., por PCR estandar (Patente de EE.UU. No. 4.683.202),
RT-PCR (Bustin S. J Mol Endocrinol. 25: 169-93, 2000), PCR cuantitativa (Ong Y. et al., Hematology. 7:59-67, 2002),
PCR en tiempo real (Ginzinger D. Exp Hematol. 30:503-12, 2002), y PCR in situ (Thaker V. Methods Mol Biol. 115:379-
402, 1999), o cualquier otro método de amplificacién de acido nucleico, seguido de la deteccion de las moléculas
amplificadas usando técnicas conocidas en la técnica. En otra realizacion, los métodos de la descripcion incluyen
ademas poner en contacto una muestra control con un compuesto o agente capaz de detectar el ARN de un gen 'y
comparar la presencia del ARN en la muestra control con la presencia del ARN en la muestra de ensayo.

Los métodos y marcadores descritos anteriormente pueden usarse para evaluar el riesgo de un sujeto para desarrollar
melanoma. En particular, la descripcion puede aplicarse a aquellos en cohorte de alto riesgo que ya tienen
determinados riesgos de manera que se obtenga una informacion critica en la deteccion temprana. Un cambio en los
niveles de los productos génicos miR asociado con melanoma puede detectarse ante de, o en los estadios tempranos
de, el desarrollo de fenotipos transformados o neoplasicos en células de un sujeto. La descripcion, por lo tanto,
proporciona también un método para cribar a un sujeto que esta en riesgo de desarrollar melanoma, que comprende
evaluar el nivel de al menos un producto génico, o una combinacion de productos génicos, asociado con melanoma
en una muestra bioldgica obtenida de la piel del sujeto. De acuerdo con esto, una alteracion en el nivel del producto
génico, o combinacion de productos génicos, en la muestra bioldgica comparado con el nivel de un producto génico
correspondiente en una muestra control, es indicativo de que el sujeto esta en riesgo de desarrollar melanoma. La
muestra bioldgica usada para dicho cribado puede incluir tejido de la piel que es bien normal o se sospecha que es
canceroso. Los sujetos con un cambio en el nivel de uno o mas productos génicos asociados con melanoma son
candidatos para una monitorizaciéon y ensayo adicionales. Dicho ensayo adicional puede comprender un examen
histolégico de muestras de tejido, u otras técnicas dentro de la técnica.

Tal y como se usa en la presente memoria, el término "diagndstico" significa detectar una enfermedad o trastorno o
determinar el estadio o grado de una enfermedad o trastorno. Usualmente, un diagndstico de una enfermedad o
trastorno se basa en la evaluacion de uno o mas factores y/o sintomas que son indicativos de la enfermedad. Esto es,
un diagndstico puede hacerse sobre la base de la presencia, ausencia o cantidad de un factor que es indicativo de la
presencia o ausencia de la enfermedad o afeccion. Cada factor o sintoma que se considera indicativo para el
diagndstico de una enfermedad particular no necesita estar relacionado exclusivamente con la enfermedad particular;
es decir, puede haber diagndsticos diferenciales que pueden inferirse de un factor o sintoma del diagndstico.
Asimismo, puede haber casos en los que un factor o sintoma que es indicativo de una enfermedad particular esta
presente en un individuo que no tiene la enfermedad particular. Los métodos de diagndstico pueden usarse
independientemente, o en combinacion con otros métodos de diagndstico y/o estadificacion conocidos en la técnica
médica para una enfermedad o trastorno particular, p. ej., melanoma.

Meétodos de prondéstico

Los métodos de diagnostico descritos anteriormente pueden identificar a sujetos que tienen, o estan en riesgo de
desarrollar, un melanoma. Ademas, los cambios en los niveles de expresion y/o tendencias de los genes mencionados
anteriormente en una muestra bioldgica, p. €j., muestras de sangre periférica, pueden proporcionar una indicacion
temprana de la recuperacion o ausencia de la misma. Por ejemplo, un incremento adicional (o disminucion) o niveles
de expresion génica alterados persistentemente de los genes promotores (o genes inhibidores) indican un mal
prondstico, es decir, la ausencia de mejoria o deterioro de la salud. De acuerdo con esto, estos genes permiten evaluar
la recuperacién posterior al tratamiento de melanoma. El andlisis de este grupo seleccionado de genes o de un
subconjunto de los mismos indica los resultados de las afecciones.

Los ensayos de prondstico descritos en la presente memoria pueden usarse para determinar si un sujeto es adecuado
para la administracion de un agente (p. €j., un agonista, antagonista, peptidomimético, proteina, péptido, acido
nucleico, molécula pequefia, u otro farmaco candidato) para tratar melanoma u otro trastorno asociado con el
reclutamiento endotelial, invasion de células cancerosas, o angiogénesis metastasica. Por ejemplo, dichos ensayos
pueden usarse para determinar si puede administrarse a un sujeto un agente quimioterapéutico.

Asi, esta descripcion también proporciona un método para monitorizar un tratamiento para un trastorno de proliferacion
celular en un sujeto. Para este propdsito, pueden determinarse los niveles de expresion génica de los genes descritos
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en la presente memoria para muestras de ensayo de un sujeto antes, durante, o después de someterse a tratamiento.
Se evallian entonces las magnitudes de los cambios en los niveles comparado con un nivel de linea base. Una
disminucion en la expresion de los genes promotores mencionados anteriormente (miR-199a-3p, miR-199a-5p, miR-
1908, y CTGF) después del tratamiento indica que el sujeto puede tratarse adicionalmente con el mismo tratamiento.
De forma similar, un incremento en los inhibidores (DNAJA4, ApoE, LRP1, y LRP8) también indica que el sujeto puede
tratarse adicionalmente con el mismo tratamiento. A la inversa, un incremento adicional o niveles de expresion
persistentes altos de uno o mas de los genes promotores es indicativo de ausencia de mejoria o deterioro de la salud.

La informacion obtenida de la practica de los ensayos anteriores es Util en el prondstico, identificacion de la progresion
de, y gestion clinica de enfermedades y otras afecciones perjudiciales que afectan el estado se salud de un sujeto
individual. En realizaciones preferidas, los ensayos de diagnéstico anteriores proporcionan informacion util en el
prondstico, identificacion de la progresion de, y gestion clinica de melanoma y otras afecciones caracterizadas por el
reclutamiento endotelial, invasion de células cancerosas, o angiogénesis metastasica. La informacion ayuda mas
especificamente al médico en el disefio de regimenes quimioterapéuticos u otros regimenes de tratamiento para
erradicar dichas afecciones del cuerpo de un sujeto afectado, un ser humano.

El término "prondstico”, tal y como se usa en la presente memoria, se refiere a una prediccion del curso y resultado
probable de una afecciéon o enfermedad clinica. Un prondstico se hace habitualmente mediante la evaluaciéon de
factores o sintomas de una enfermedad que son indicativos de un curso o resultado favorable o desfavorable de la
enfermedad. La expresion "determinar el prondstico”, tal y como se usa en la presente memoria, se refiere al proceso
mediante el cual el experto en la técnica puede predecir el curso o resultado de una afeccién en un paciente. El término
"prondstico" no se refiere a la capacidad de predecir el curso o resultado de una afeccion con una exactitud del 100%,
en lugar de esto, el experto en la técnica entendera que el término "prondstico” se refiere a una probabilidad
incrementada de que se producira un determinado curso o resultado; esto es, que es mas probable que se produzca
un curso o resultado en un paciente que presenta una afeccion dada, cuando se compara con aquellos individuos que
no presentan la afeccion.

Los términos "prondstico favorable" y "prondstico positivo", o "prondstico desfavorable" y "prondstico negativo”, tal y
como se usan en la presente memoria, son términos relativos para la prediccion del curso probable y/o resultado
posible de una afecciéon o una enfermedad. Un prondstico favorable o positivo predice un mejor resultado para una
afeccion que un prondstico desfavorable o negativo. En un sentido general, un "prondstico favorable" es un resultado
que es relativamente mejor que muchos otros prondsticos posibles que podrian estar asociados con una afeccion
particular, mientras un pronéstico desfavorable predice un resultado que es relativamente peor que muchos otros
prondsticos posibles que podrian estar asociados con una afeccién particular. Los ejemplos tipicos de un prondstico
favorable o positivo incluyen una tasa de cura mejor que el promedio, una menor propension a metastasis, una
esperanza de vida mas larga de la esperada, la diferenciacion de un proceso benigno de un proceso canceroso, y
semejantes. Por ejemplo, un prondstico positivo es uno en el que un paciente tiene una probabilidad del 50% de
curarse de un cancer particular después del tratamiento, mientras el paciente promedio con el mismo cancer tiene solo
una probabilidad del 25% de curarse.

Los términos "determinar", "medir", "evaluar”, y "ensayar" se usan indistintamente e incluyen tanto la medicion
cuantitativa como cualitativa, e incluyen determinar si una caracteristica, rasgo, o propiedad esta o no presente. La
evaluacion puede ser relativa o absoluta. "Evaluar la presencia de" una diana incluye determinar la cantidad de la
diana presente, asi como determinar si esta presente o ausente.

Matrices

En la descripcién también se proporciona un biochip o matriz. El biochip/matriz puede contener un sustrato sélido o
semisolido que tiene unida una sonda o pluralidad de sondas descritas en la presente memoria. Las sondas pueden
ser capaces de hibridar con una secuencia diana en condiciones de hibridacion astringentes. Las sondas pueden estar
unidas en un sitio definido espacialmente en el sustrato. Puede usarse mas de una sonda por secuencia diana, bien
con sondas superpuestas o sondas para diferentes secciones de una secuencia diana particular. Las sondas pueden
ser capaces de hibridar con secuencias diana asociadas con un Unico trastorno apreciado por los expertos en la
técnica. Las sondas pueden bien sintetizarse en primer lugar, con la union posterior al biochip, o pueden sintetizarse
directamente en el biochip.

"Unido" o "inmovilizado", tal y como se usa en la presente memoria para hacer referencia a un acido nucleico (p. €j.,
una sonda) y un soporte solido puede significar que la unién entre la sonda y el soporte sélido es suficiente como para
ser estable en las condiciones de unién, lavado, analisis, y retirada. La unidon puede ser covalente o no covalente. Los
enlaces covalentes pueden formarse directamente entre la sonda y el soporte solido o pueden formarse por un
entrecruzador o por la inclusion de un grupo reactivo especifico bien en el soporte solido o en la sonda o en ambas
moléculas. La unién no covalente puede ser una o mas de interacciones electrostaticas, hidrofilicas, e hidrofébicas.
En la unién no covalente se incluye la unidn covalente de una molécula, tal como estreptavidina, al soporte y la union
no covalente de una sonda biotinilada a la estreptavidina. La inmovilizaciéon también puede implicar una combinacién
de interacciones covalentes y no covalentes.

81



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2765573 T3

El sustrato sélido puede ser un material que puede modificarse para contener sitios individuales discretos apropiados
para la unién o asociacion de las sondas y es susceptible para al menos un método de deteccion. Los ejemplos de
dichos sustratos incluyen vidrio y vidrio modificado o funcionalizado, plasticos (incluyendo acrilicos, poliestireno y
copolimeros de estireno y otros materiales, polipropileno, polietileno, polibutileno, poliuretanos, Teflond, etc.),
polisacaridos, nilon o nitrocelulosa, resinas, silice o materiales basados en silice incluyendo silicio y silicio modificado,
carbono, metales, vidrios y plasticos inorganicos. Los sustratos pueden permitir la deteccion Optica sin emitir
fluorescencia apreciablemente.

El sustrato puede ser plano, aunque también pueden usarse otras configuraciones de sustratos. Por ejemplo, las
sondas pueden ponerse en la superficie interior de un tubo, para el analisis con flujo continuo de la muestra para
minimizar el volumen de la muestra. De forma similar, el sustrato puede ser flexible, tal como espuma flexible,
incluyendo espumas de células cerradas hechas de plasticos particulares.

La matriz/biochip y la sonda pueden derivatizarse con grupos quimicos funcionales para la unién posterior de los dos.
Por ejemplo, el biochip puede derivatizarse con un grupo quimico funcional incluyendo, pero no limitado a, grupos
amino, grupos carboxilo, grupos oxo o grupos tiol. Usando estos grupos funcionales, las sondas pueden unirse usando
grupos funcionales en las sondas bien directamente o indirectamente usando un conector. Las sondas pueden unirse
al soporte solido bien por el extremo 5', el extremo 3', 0 a través de un nucleétido interno. La sonda también puede
unirse al soporte sélido de forma no covalente. Por ejemplo, pueden prepararse oligonucleétidos biotinilados, que
pueden unirse a superficies recubiertas covalentemente con estreptavidina, lo que da lugar a la unién.
Alternativamente, las sondas pueden sintetizarse en la superficie usando técnicas tales como fotopolimerizacion y
fotolitografia. Una discusion detallada de los métodos para unir acidos nucleicos a un sustrato de soporte puede
encontrarse, p. €j., en las Patentes de EE.UU. Nos. 5837832, 6087112, 5215882, 5707807, 5807522, 5958342,
5994076, 6004755, 6048695, 6060240, 6090556, y 6040138.

En algunas realizaciones, un transcrito expresado (p. €j., un transcrito de un gen de microARN descrito en la presente
memoria) esta representado en las matrices de acido nucleico. En dichas realizaciones, un conjunto de sitios de unién
puede incluir sondas con diferentes acidos nucleicos que son complementarios diferentes segmentos de la secuencia
del transcrito expresado. Los ejemplos de dichos acidos nucleicos pueden tener una longitud de 15 a 200 bases, 20 a
100 bases, 25 a 50 bases, 40 a 60 bases. Cada secuencia de sonda también puede incluir una o0 mas secuencias
conectoras ademas de la secuencia que es complementaria a su secuencia diana. Una secuencia conectora es una
secuencia entre la secuencia que es complementaria a su secuencia diana y la superficie del soporte. Por ejemplo,
las matrices de acido nucleico de la descripcion pueden tener una sonda especifica para cada gen de microARN diana.
Sin embargo, si se desea, las matrices de acido nucleico pueden contener al menos 2, 5, 10, 100, 200, 300, 400, 500
0 mas sondas especificas para algun transcrito expresado (p. €j., un transcrito de un gen de microARN descrito en la
presente memoria).

Kits

La presente descripcion también proporciona kits que incluyen los métodos, composiciones, y sistemas para el andlisis
de la expresion de los polipéptidos y microARN como se describe en la presente memoria. Dicho kit puede contener
un acido nucleico descrito en la presente memoria junto con cualquiera o todos de los siguientes: reactivos de ensayo,
tampones, sondas y/o cebadores, y disolucion salina estéril u otra base de emulsién o suspension farmacéuticamente
aceptable. Ademas, el kit puede incluir materiales de instruccidon que contienen indicaciones (p. €j., protocolos) para
llevar a la practica los métodos descritos en la presente memoria. Por ejemplo, el kit puede ser un kit para la
amplificacién, deteccidn, identificacion o cuantificacion de una secuencia de ARNm o microARN diana. Para este fin,
el kit puede contener un cebador adecuado (p. €j., cebadores de horquilla), un cebador directo, un cebador inverso, y
una sonda.

En un ejemplo, un kit de la descripcion incluye uno o mas portaobjetos de micromatriz (o formato de micromatriz
alternativo) en los que se ha depositado una pluralidad de diferentes acidos nucleicos (cada uno correspondiente a
uno de los genes mencionados anteriormente). El kit también puede incluir una pluralidad de sondas marcadas.
Alternativamente, el kit puede incluir una pluralidad de secuencias de polinucleétidos adecuadas como sondas y una
seleccion de marcadores adecuados para personalizar las secuencias de polinucleétidos incluidas, u otras secuencias
de polinucledtidos a la discrecion del médico. Comunmente, al menos una secuencia de polinucleétido incluida
corresponde a una secuencia control, p. ej., un gen de normalizaciéon o semejante. Los marcadores ejemplares
incluyen, pero no estan limitados a, un fluoréforo, un tinte, un radiomarcador, una etiqueta enzimatica, que esta unido
a un cebador de acido nucleico.

En una realizacion, se proporcionan kits que son adecuados para amplificar acido nucleico correspondiente a las
muestras de ARN expresado. Dicho kit incluye reactivos y cebadores adecuados para uso en cualquiera de los
métodos de amplificacion descritos anteriormente. Alternativamente, o adicionalmente, los kits son adecuados para
amplificar una sefal correspondiente a una hibridacion entre una sonda y una muestra de acido nucleico diana (p. €;j.,
depositada en una micromatriz).

Ademas, se incluyen opcionalmente en el kit uno o mas materiales y/o reactivos requeridos para preparar una muestra
bioldgica para el analisis de la expresion génica. Ademas, en los kits se incluyen opcionalmente una o mas enzimas
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adecuadas para amplificar los acidos nucleicos, incluyendo varias polimerasas (RT, Taqg, etc.), uno o mas
desoxinucledtidos, y tampones para proporcionar la mezcla de reaccion necesaria para la amplificacion.

Tipicamente, los kits se emplean para analizar patrones de expresion génica usando ARNm o microARN como el
molde de partida. El molde de ARN puede presentarse bien como ARN celular total o ARN aislado; ambos tipos de
muestra rinden resultados comparables. En otras realizaciones, los métodos y kits descritos en la presente descripcion
permiten la cuantificacion de otros productos de la expresion génica, incluyendo ARNt, ARNr, o u otros productos de
la transcripcion.

Opcionalmente, los kits de la descripcion incluyen ademas software para acelerar la generacion, analisis y/o
almacenamiento de datos, y para facilitar el acceso a bases de datos. El software incluye instrucciones légicas,
conjuntos de instrucciones, o programas informaticos adecuados que pueden usarse en la recogida, almacenamiento
y/o analisis de los datos. El andlisis comparativo y relacional de los datos es posible usando el software proporcionado.

Los kits contienen opcionalmente distintos contenedores para cada reactivo y/o componente enzimatico individual.
Cada componente generalmente sera adecuado segun esta alicuotado en su contenedor respectivo. El contenedor de
los kits incluye opcionalmente al menos un vial, ampolla, o tubo de ensayo. También son posibles frascos, botellas y
otros mecanismos de contenedores en los que pueden ponerse y/o alicuotarse los reactivos. Los contenedores
individuales del kit se mantienen preferiblemente en confinamiento cerrado para la venta comercial. Los contenedores
mas grandes adecuados pueden incluir contenedores de plastico moldeados por inyeccion o soplado en los que se
retienen los viales deseados. Con el kit se proporcionan opcionalmente instrucciones, tales como indicaciones escritas
o demostraciones en video que detallan el uso de los kits de la presente descripcion.

En un aspecto adicional, la presente descripcion proporciona el uso de cualquier composicién o kit de la presente
memoria, para llevar a la practica cualquier método o ensayo de la presente memoria, y/o para el uso de cualquier
aparato o kit para llevar a la practica cualquier ensayo o método de la presente memoria.

Una "muestra de ensayo" o una "muestra bioldgica", tal y como se usa en la presente memoria, puede significar una
muestra de tejido o fluido biolégico que comprende acidos nucleicos. Dichas muestras incluyen, pero no estan
limitadas a, tejido o fluido corporal aislado de animales. Las muestras bioldgicas también pueden incluir secciones de
tejidos tales como muestras de biopsia y autopsia, secciones congeladas tomadas para propdsitos histolégicos,
sangre, plasma, suero, esputo, heces, lagrimas, moco, orina, efusiones, fluido amnidtico, fluido ascitico, pelo, y piel.
Las muestras biolégicas también incluyen explantes y cultivos celulares primarios y/o transformados derivados de
tejidos de pacientes. Una muestra biolégica puede proporcionarse retirando una muestra de células de un animal, pero
también puede conseguirse usando células aisladas previamente (p. €j., aisladas por otra persona, en otro momento,
y/o para otro proposito), o realizando los métodos descritos en la presente memoria in vivo. También pueden usarse
tejidos de archivo, tales como aquellos que tienen un historial de tratamiento o resultado.

El término "fluido corporal” o "fluido del cuerpo” se refiere a cualquier fluido del cuerpo de un animal. Los ejemplos de
fluidos corporales incluyen, pero no estan limitados a, plasma, suero, sangre, fluido linfatico, fluido cerebroespinal,
fluido sinovial, orina, saliva, mucosa, flemas y esputo. Una muestra de fluido corporal puede recogerse por cualquier
método adecuado. La muestra de fluido corporal puede usarse inmediatamente o puede almacenarse para un uso
posterior. Puede usarse cualquier método de almacenamiento adecuado conocido en la técnica para almacenar la
muestra de fluido corporal: por ejemplo, la muestra puede congelarse a aproximadamente -20 °C a aproximadamente
-70 °C. Los fluidos corporales adecuados son fluidos acelulares. Los fluidos "acelulares" incluyen muestras de fluido
corporal en las que las células estan ausentes o estan presentes en cantidades tan bajas que el nivel de miARN
determinado refleja su nivel en la parte liquida de la muestra, en lugar de en la parte celular. Dichos fluidos corporales
acelulares se producen generalmente mediante el procesamiento de un fluido corporal que contiene células, por
ejemplo, por centrifugacion o filtracion, para eliminar las células. Tipicamente, un fluido corporal acelular no contiene
células intactas, sin embargo, algunos pueden contener fragmentos celulares o restos celulares. Los ejemplos de
fluidos acelulares incluyen plasma o suero, o fluidos corporales de los que se han eliminado las células.

El término "gen" usado en la presente memoria se refiere a un gen natural (p. €j., gendmico) o sintético que comprende
secuencias reguladoras de la transcripcion y/o traduccion y/o una region codificadora y/o secuencias no traducidas (p.
€j., intrones, secuencias no traducidas en 5' y 3'). La region codificadora de un gen puede ser una secuencia de
nucledétidos que codifica una secuencia de aminoacidos o un ARN funcional, tal como ARNt, ARNr, ARN catalitico,
ARNSsi, miARN o ARN antisentido. Un gen también puede ser un ARNm o ADNc correspondiente a las regiones
codificadoras (p. €j., exones y miARN) que comprende opcionalmente secuencias no traducidas en 5' o 3' unidas al
mismo. Un gen también puede ser una molécula de acido nucleico amplificada producida in vitro que comprende todo
0 una parte de la region codificadora y/o secuencias no traducidas en 5' o 3' unidas al mismo. El término también
incluye pseudogenes, que son derivados disfuncionales de genes conocidos que han perdido su capacidad de codificar
proteinas o no se expresan ya en una célula.

"Perfil de expresion", tal y como se usa en la presente memoria, se refiere a un perfil de expresion gendmico, p. €.,
un perfil de expresion de microARN. Los perfiles pueden generarse por cualquier medio conveniente para determinar
un nivel de una secuencia de acido nucleico p. €j., hibridacién cuantitativa de microARN, ARNCc, etc., PCR cuantitativa,
ELISA para cuantificacion, y semejantes, y permite el analisis de la expresion génica diferencial entre dos muestras.
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Se ensaya una muestra de un sujeto o paciente, p. €j., células o una coleccion de las mismas, p. €j., tejidos. Las
muestras se recogen por cualquier método conveniente, como se conoce en la técnica. Las secuencias de acido
nucleico de interés son secuencias de acido nucleico que se encuentra que son predictivas, incluyendo las secuencias
de acido nucleico de las descritas en la presente memoria, en las que el perfil de expresion puede incluir datos de la
expresion para 5, 10, 20, 25, 50, 100 o mas de, incluyendo todas las secuencias de acido nucleico listadas. El término
"perfil de expresion" también puede significar la medicion de la abundancia de las secuencias de acido nucleico en las
muestras medidas.

"Expresion diferencial" se refiere a diferencias cualitativas o cuantitativas en los patrones de la expresion génica
temporal y/o celular en y entre células y tejido. Asi, un gen expresado diferencialmente puede tener su expresion
alterada cualitativamente, incluyendo una activacion o inactivacion, en, p. €j., tejido normal frente a enfermo. Los genes
pueden activarse o desactivarse en un estado particular, respecto a otro estado, permitiendo asi la comparacién de
dos o mas estados. Un gen regulado cualitativamente presentara un patréon de expresion en un estado o tipo celular
que puede ser detectable por técnicas estandar. Algunos genes se expresaran en un estado o tipo celular, pero no en
ambos. Alternativamente, la diferencia en la expresion puede ser cuantitativa, p. ej., en que la expresion se modula,
se regula al alza, dando lugar a una cantidad incrementada de transcrito, o se regula a la baja, dando lugar a una
cantidad disminuida de transcrito. Solo es necesario que el grado mediante el que la expresion se diferencia sea lo
suficientemente grande como para cuantificarlo mediante técnicas de caracterizacion estandar, tales como matrices
de expresion, PCR cuantitativa con transcriptasa inversa, analisis Northern, y proteccion de ARNasa.

"Acido nucleico" u "oligonucledtido" o "polinucledtido”, tal y como se usa en la presente memoria, se refiere a al menos
dos nucleétidos unidos covalentemente entre si. La representacion de una Unica cadena también define la secuencia
de la cadena complementaria. Asi, un acido nucleico también engloba la cadena complementaria de una cadena Unica
representada. Pueden usarse muchas variantes de un acido nucleico para el mismo propdsito que un acido nucleico
dado. Asi, un acido nucleico también engloba acidos nucleicos sustancialmente idénticos y complementos de los
mismos. Una Unica cadena proporciona una sonda que puede hibridar con una secuencia diana en condiciones de
hibridacion astringentes. Asi, un acido nucleico también engloba una sonda que hibrida en condiciones de hibridacion
astringentes.

Los acidos nucleicos pueden ser monocatenarios o bicatenarios, o pueden contener partes tanto de secuencia
bicatenaria como monocatenaria. El acido nucleico puede ser ADN, tanto gendmico como ADNc, ARN, o un hibrido,
donde el acido nucleico puede contener combinaciones de desoxirribo y ribonucledtidos, y combinaciones de bases
incluyendo uracilo, adenina, timina, citosina, guanina, inosina, xantina, hipoxantina, isocitosina e isoguanina. Los
acidos nucleicos pueden obtenerse por métodos de sintesis quimica o por métodos recombinantes.

El término "cebador" se refiere a cualquier acido nucleico que es capaz de hibridar en su extremo 3' con una molécula
de acido nucleico complementaria, y que proporciona un extremo hidroxilo libre en 3' que puede prolongarse por una
polimerasa de acido nucleico. Tal y como se usa en la presente memoria, los cebadores de amplificacién son una
pareja de moléculas de acido nucleico que pueden hibridar con regiones 5' o 3' de un gen (cadenas mas y menos,
respectivamente, o viceversa) y contener una region corta entre ellas. En condiciones apropiadas y con reactivos
apropiados, dichos cebadores permiten la amplificacion de una molécula de acido nucleico que tiene la secuencia de
nucledtidos flanqueada por los cebadores. Para los métodos in situ, una muestra de células o tejido puede prepararse
e inmovilizarse en un soporte, tal como un portaobjetos de vidrio, y después ponerse en contacto con una sonda que
puede hibridar con ARN. Los métodos alternativos para amplificar acidos nucleicos correspondientes a muestras de
ARN expresado incluyen los descritos, p. €j., en la Patente de EE.UU. No. 7.897.750.

El término "sonda", tal y como se usa en la presente memoria, se refiere a un oligonucledtido capaz de unirse a un
acido nucleico diana con secuencia complementaria a través de uno o mas tipos de enlaces quimicos, habitualmente
a través del emparejamiento de bases complementarias, habitualmente a través de la formaciéon de enlaces de
hidrégeno. Las sondas pueden unirse a secuencias diana que carecen de una complementariedad completa con la
secuencia de la sonda dependiendo de la astringencia de las condiciones de hibridacién. Puede haber cualquier
numero de faltas de concordancia en el emparejamiento de las bases que interferiran con la hibridacién entre la
secuencia diana y los acidos nucleicos monocatenarios descritos en la presente memoria. Sin embargo, si el nimero
de mutaciones es tan grande que no puede producirse hibridacion incluso en las condiciones de hibridacion menos
astringentes, la secuencia no es una secuencia diana complementaria. Una sonda puede ser monocatenaria o
parcialmente monocatenaria y parcialmente bicatenaria. La disposicion de las cadenas de la sonda esta dictada por
la estructura, composicion, y propiedades de la secuencia diana. Las sondas pueden estar marcadas directamente o
marcadas indirectamente tal como con biotina a la que posteriormente puede unirse un complejo de estreptavidina.

"Complemento” o "complementario”, tal y como se usa en la presente memoria para hacer referencia a un acido
nucleico puede significar el emparejamiento de bases de Watson-Crick (p. €j., A-T/U y C-G) o de Hoogsteen entre
nucledtidos o analogos de nucledtido de moléculas de acido nucleico. Un complemento completo o completamente
complementario puede significar un 100% de emparejamiento de bases complementarias entre nucleétidos o analogos
de nucleotidos de moléculas de acido nucleico.

"Condiciones de hibridacion astringentes”, tal y como se usa en la presente memoria, se refiere a condiciones en las
cuales una primera secuencia de acido nucleico (p. €j., sonda) hibrida con una segunda secuencia de acido nucleico
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(p. €j., diana), tal como en una mezcla compleja de acidos nucleicos. Las condiciones astringentes son dependientes
de secuencia y son diferentes en diferentes circunstancias, y pueden seleccionarse adecuadamente por un experto
en la técnica. Las condiciones astringentes pueden seleccionarse para ser aproximadamente 5-10 °C menores que el
punto de fusién térmico (Tm) para la secuencia especifica a una fuerza iénica y pH definidos. La Tm puede ser la
temperatura (en una fuerza iénica, pH, y concentracion de acido nucleico definidas) a la que el 50% de las sondas
complementarias con la diana hibridan con la secuencia diana en el equilibrio (como las secuencias diana estan
presentes en exceso, a la Tm, el 50% de las sondas estan ocupadas en el equilibrio). Las condiciones astringentes
pueden ser aquellas en las que la concentracion de sal es menor de aproximadamente 1,0 M de ion sodio, tal como
aproximadamente 0,01-1,0 M de concentracion de ion sodio (u otras sales) apH 7,0 a 8,3 y la temperatura es al menos
aproximadamente 30 °C para sondas cortas (p. €j., aproximadamente 10-50 nucledtidos) y al menos aproximadamente
60 °C para sondas largas (p. €j., mayores de aproximadamente 50 nucleétidos). Las condiciones astringentes también
pueden conseguirse con la adicion de agentes desestabilizantes tales como formamida. Para la hibridacion selectiva
o especifica, una sefal positiva puede ser al menos 2 a 10 veces la hibridacion de fondo. Las condiciones de
hibridacién astringentes ejemplares incluyen las siguientes: formamida al 50%, 5xSSC, y SDS al 1%, incubacién a
42 °C, o, 5xSSC, SDS al 1%, incubacion a 65 °C, con lavado en 0,2xSSC, y SDS al 0,1% a 65 °C. Sin embargo, varios
factores distintos de la temperatura, tales como la concentracién de sal, pueden influir en la astringencia de la
hibridacién y un experto en la técnica puede seleccionar adecuadamente los factores para conseguir una astringencia
similar.

Tal y como se usa en la presente memoria, el término "valor de referencia" se refiere a un valor que se correlaciona
estadisticamente con un resultado particular cuando se compara con el resultado de un ensayo. En realizaciones
preferidas, el valor de referencia se determina a partir del analisis estadistico de estudios que comparan la expresién
de microARN con resultados clinicos conocidos. El valor de referencia puede ser un valor de puntuacién umbral o un
valor de puntuacién de corte. Tipicamente, un valor de referencia sera un umbral por encima (o por debajo) del cual
es mas probable un resultado y por debajo del cual es mas probable un umbral alternativo.

En una realizacién, un nivel de referencia puede ser uno o mas niveles de miARN circulante expresados como un
promedio del nivel del miARN circulante de muestras tomadas de una poblacion control de sujetos sanos (sin
enfermedad). En otra realizacion, el nivel de referencia puede ser el nivel en el mismo sujeto en un momento diferente,
p. €j., antes del presente ensayo, tal como el nivel determinado antes de que el sujeto desarrolle la enfermedad o
antes de iniciar la terapia. En general, las muestras se normalizan por un factor comun. Por ejemplo, las muestras de
fluido corporal acelular se normalizan por el volumen de fluido corporal y las muestras que contienen células se
normalizan por el contenido de proteinas o el recuento de células. Las muestras de acido nucleico también pueden
normalizarse respecto a un acido nucleico interno control.

Como se describe en la presente memoria, la diferencia del nivel de uno o mas polipéptidos o ARN (ARNm o
microARN) es indicativa de una enfermedad o de un estadio de la misma. La expresion "diferencia del nivel" se refiere
a diferencias en la cantidad de un marcador particular, tal como un acido nucleico, en una muestra comparado con un
nivel control o de referencia. Por ejemplo, la cantidad de un biomarcador particular puede estar presente en una
cantidad elevada o en una cantidad disminuida en muestras de pacientes con una enfermedad neoplasica comparado
con un nivel de referencia. En una realizacion, una "diferencia de un nivel" puede ser una diferencia entre la cantidad
de un biomarcador particular presente en una muestra comparado con un control (p. €j., valor de referencia) de al
menos aproximadamente el 1%, 2%, 3%, 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 50%, 60%, 75%, 80% 100%,
150%, 200%, o mas. En una realizacion, una "diferencia de un nivel" puede ser una diferencia estadisticamente
significativa entre las cantidades de un biomarcador presente en una muestra comparado con un control. Por ejemplo,
una diferencia puede ser estadisticamente significativa si el nivel medido del biomarcador se encuentra fuera de
aproximadamente 1,0 desviacion estandar, aproximadamente 1,5 desviaciones estandar, aproximadamente 2,0
desviaciones estandar, o aproximadamente 2,5 desviaciones estandar de la media de cualquier grupo control o de
referencia. Con respecto a la medicion de miARN, el nivel puede medirse a partir de PCR en tiempo real como el valor
Ct, que puede normalizarse a un valor ACt como se describe en los Ejemplos mas adelante.

Cribado de farmacos

La descripcion proporciona un método para identificar un compuesto que es Util para tratar melanoma o para inhibir el
reclutamiento endotelial, invasion celular, o angiogénesis metastasica.

Los compuestos candidatos que se van a cribar (p. €j., proteinas, péptidos, peptidomiméticos, peptoides, anticuerpos,
moléculas pequefas, u otros farmacos) pueden obtenerse usando cualquiera de las numerosas estrategias en
métodos de bibliotecas combinatorias conocidos en la técnica. Dichas bibliotecas incluyen: bibliotecas de péptidos,
bibliotecas de peptoides (bibliotecas de moléculas que tienen las funcionalidades de péptidos, pero con un nuevo
nucleo no peptidico que es resistente a la degradacion enzimatica); bibliotecas en fase sdlida o fase de disolucion
paralelas espacialmente abordables; bibliotecas sintéticas obtenidas por desconvolucién o seleccion por cromatografia
de afinidad; y las bibliotecas "un lecho un compuesto". Véanse, p. €j., Zuckermann et al. 1994, J. Med. Chem. 37:2678-
2685; y Lam, 1997, Anticancer Drug Des. 12: 145. Los ejemplos de métodos para la sintesis de bibliotecas moleculares
pueden encontrarse, p. €j., en DeWitt ef al, 1993, PNAS USA 90:6909; Erb et al, 1994, PNAS USA 91: 11422;
Zuckermann et al, 1994, J. Med. Chem. 37:2678; Cho et al, 1993, Science 261: 1303; Carrell et al, 1994, Angew.
Chem. Int. Ed. Engl. 33:2059; Carell et al, 1994, Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 33:2061; y Gallop et al, 1994 J. Med.
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Chem. 37: 1233. Las bibliotecas de compuestos pueden presentarse en disolucion (p. ej., Houghten, 1992,
Biotechniques 13:412-421), o en lechos (Lam, 1991, Nature 354:82-84), chips (Fodor, 1993, Nature 364:555-556),
bacterias (Patente de EE.UU. No. 5.223.409), esporas (Patente de EE.UU. No. 5.223.409), plasmidos (Cull et al, 1992,
PNAS USA 89: 1865-1869), o fagos (Scott y Smith 1990, Science 249:386-390; Devlin, 1990, Science 249:404-406;
Cwirla et al, 1990, PNAS USA 87:6378-6382; Felici 1991, J. Mol. Biol. 222:301-310; y Patente de EE.UU. No.
5.223.409).

Para identificar un compuesto Util, se puede poner en contacto un compuesto de ensayo con un sistema que contiene
células de ensayo que expresan un gen informador codificado por un acido nucleico unido de forma operativa a un
promotor de un gen marcador seleccionado de los promotores o supresores de metastasis mencionados
anteriormente. El sistema puede ser un modelo de una linea celular in vitro o un modelo animal in vivo. Las células
pueden expresar de forma natural el gen, o pueden modificarse para expresar un acido nucleico recombinante. El
acido nucleico recombinante puede contener un acido nucleico que codifica un polipéptido informador con un promotor
heterélogo. Después, se mide el nivel de expresion del miARN, polipéptido, o polipéptido informador.

Para el polipéptido, el nivel de expresion puede determinarse bien a nivel de ARNm o a nivel de proteina. Los métodos
para medir los niveles de ARNm en una célula, una muestra de tejido, o un fluido corporal son muy conocidos en la
técnica. Para medir los niveles de ARNm, las células pueden lisarse y los niveles de ARNm en los lisados o en ARN
purificado o semipurificado de los lisados pueden determinarse por, p. €j., ensayos de hibridacion (usando sondas de
ADN o ARN especificas de gen marcadas de forma detectable) y RT-PCR cuantitativa o semicuantitativa (usando
cebadores especificos de gen apropiados). Alternativamente, pueden llevarse a cabo ensayos cuantitativos o
semicuantitativos de hibridacion in situ usando secciones de tejido o suspensiones de células no lisadas, y sondas de
ADN o ARN marcadas de forma detectable (p. €j., fluorescentes o enzimas). Los métodos adicionales de cuantificacion
de ARNm incluyen el ensayo de proteccion de ARN (RPA) y SAGE. Los métodos para medir los niveles de proteina
en una muestra de células o tejido también son conocidos en la técnica.

Para determinar la efectividad de un compuesto candidato para tratar melanoma o inhibir el reclutamiento endotelial,
invasion celular, o angiogénesis metastasica, se puede comparar el nivel obtenido de la manera descrita anteriormente
con un nivel control (p. €j., uno obtenido en ausencia del compuesto candidato). EI compuesto se identifica como
efectivo si (i) el nivel de un supresor de la metastasis es menor que un valor control o de referencia o (i) el nivel de un
promotor de la metastasis es mayor que el valor control o de referencia. Se puede verificar adicionalmente la eficacia
de un compuesto asi identificado usando el modelo de cultivo celular in vitro o un modelo animal in vivo como se
describe en el ejemplo mas adelante.

Ejemplos (Solo la materia abarcada por el alcance de las reivindicaciones forma parte de la invencion).
Ejemplo 1 Materiales y Métodos

Este ejemplo describe los materiales y métodos usados en los Ejemplos 2-11 mas adelante.
Compuestos

Tabla 3 Nombres de los compuestos

No. del compuesto Nombre del compuesto
1 T0901317
2 GW3963
3 LXR-623
12 WO-2010-0138598 Ej 90
WO-201000138598
25 SB742881
38 WO-2007-002563 Ej. 190
WO0-2007-002563

Estudios en animales

Todos los experimentos con ratones se llevaron a cabo de acuerdo con un protocolo aprobado por el Comité
Institucional de Cuidado y Uso de Animales (IACUC) en The Rockefeller University. Se usaron ratones de 6-8-semanas
de edad con concordancia de edad y de sexo para los ensayos de crecimiento tumoral primario y metastasis como se
ha descrito previamente (Minn et al, 2005; Tavazoie et al., 2008). Véanse los Procedimientos Experimentales
Extendidos.
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Cultivo celular

Todas las lineas celulares de cancer se cultivaron como se ha descrito previamente (Tavazoie et al, 2008). Se
mantuvieron células 293T y células endoteliales de la vena umbilical humana (HUVEC) en condiciones estandar. En
los Procedimientos Experimentales Extendidos se detallan los estudios de inactivacion/sobreexpresion de miARN y
génicos en lineas celulares y los ensayos funcionales in vitro.

Hibridaciéon en micromatriz

Con el fin de identificar los miARN desrregulados en derivados altamente metastasicas, se enriquecieron ARN
pequenios del ARN total derivado de las lineas celulares MeWo y A375 y se perfilaron por LC sciences. Con el fin de
identificar dianas génicas potenciales de miR-199a-3p, miR-199a-5p, y miR-1908, se marcé ARN total de lineas
celulares MeWo y se hibridé en matrices de Expresion BeadChip lllumina HT-12 v3 por la instalacion de gendmica
central de The Rockefeller University. Véanse los Procedimientos Experimentales Extendidos para los umbrales y
criterios usados para llegar a las dianas miARN y ARNm.

Anélisis de la expresion de miARN en lesiones cutaneas de melanoma humano

Todas las muestras clinicas humanas usadas en este estudio se obtuvieron, procesaron, y analizaron segun las
directrices de IRB. El ARN total se extrajo de secciones transversales incluidas en parafina de lesiones cutaneas de
melanoma primario reseccionadas previamente de pacientes en MSKCC, y se analizaron los niveles de expresion de
miARN especificos de una forma ciega usando ensayos de miARN TagMan (Applied Biosystems). Se generaron
curvas de Kaplan-Meier que representan los datos de supervivencia sin metastasis de cada paciente como una funcion
de los valores de expresion de miARN en tumor primario usando el paquete de software GraphPad Prism.

Terapia con LNA in vivo

Después de la inyeccion en la vena de la cola de 4 x 10* células MeWo-LM2, los ratones NOD-SCID se trataron
intravenosamente dos veces a la semana durante cuatro semanas con LNA antisentido optimizados in vivo (Exigon)
frente a miR-199a-3p, miR-199a-5p, y miR-1908 a una dosis combinatoria de 12,5 mg/kg administrada en 0,1 mL de
PBS.

Histologia

Para la visualizacion macroscopica gruesa de los nddulos metastasicos, se tifieron con H y E secciones de tejido
pulmonar con un grosor de 5 um. Para el andlisis in vivo del contenido endotelial, se tifieron doblemente secciones
pulmonares con anticuerpos frente a MECA-32 (Developmental Studies Hybridoma Bank, The University of lowa, 1A),
que marca células endoteliales de ratén, y vimentina humana (Vector Laboratories), que marca células de melanoma
humano. Véanse los Procedimientos Experimentales Extendidos.

Analisis de los datos

Todos los datos se representan como media + SEM. Se uso6 el ensayo de Kolmogorov-Smirnov para determinar la
significancia de las diferencias en las distribuciones acumulativas de densidad de vasos sanguineos metastasicos. El
poder de prondstico de los miARN para predecir los resultados metastasicos se ensay6 para determinar la significancia
usando el ensayo de rango logaritmico de Mantel-Cox. Se us6 el ensayo de la t de Mann- Whitney de una via para
determinar los valores de significancia para mediciones de bioluminiscencia no Gaussianas. Para todas las demas
comparaciones, se uso el ensayo de la t de student de una via. Los valores p < 0,05 se consideraron estadisticamente
significativos.

Ensayos in vivo de seleccion, metastasis experimental, y crecimiento tumoral primario

Todos los experimentos con ratones se llevaron a cabo de acuerdo con un protocolo aprobado por el Comité
Institucional de Cuidado y Uso de Animales (IACUC) en The Rockefeller University. Para generar multiples derivados
metastasicos de dos lineas celulares de melanoma humano independientes, se realizé seleccion in vivo como se ha
descrito previamente (Minn et al, 2005 Nature 436, 518-524; Pollack y Fidler, 1982 J. Natl. Cancer Inst. 69, 137-141).
Brevemente, se resuspendieron 1 x 10° células parentales de melanoma pigmentadas MeWo o no pigmentadas A375
en 0,1 mL de PBS y se inyectaron intravenosamente en ratones NOD-SCID inmunocomprometidos de 6-8-semanas
de edad. Después de la formacion de metastasis pulmonares, se disociaron los nédulos y las células se propagaron
in vitro, dando lugar a una primera generacion de derivados metastasicos pulmonares (LM1). Las células LM1 se
sometieron entonces a otra ronda de seleccién in vivo inyectando 2 x 10° células a través de la vena de la cola en
ratones NOD-SCID, dando lugar a nédulos metastasicos, cuya disociacion posterior rindié una segunda generacion
de derivados metastasicos pulmonares (LM2). Para la linea celular A375, se realizé una tercera ronda de seleccion in
vivo, dando lugar a los derivados A375-LM3 altamente metastasicos.

Con el fin de monitorizar las metastasis in vivo a través de imagineria bioluminiscente, las células parentales A375 y
MeWo y sus derivados metastasicos se transdujeron con una construccion retroviral que expresa un informador
luciferasa (Ponomarev et al., 2004 Eur J Nucl Med Mol Imaging 31, 740-751). Para todos los experimentos de
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metastasis, se monitorizé la colonizacion pulmonar o sistémica con el tiempo y se cuantific6 mediante imagineria
bioluminiscente no invasiva como se ha descrito previamente (Minn et al., 2005). Para determinar si la seleccion in
vivo se habia conseguido, se resuspendieron 4 x 10* células parentales MeWo o células MeWo-LM2 y 1 x 10° células
parentales A375 o células A375-LM3 en 0,1 mL de PBS y se inyectaron a través de la vena de la cola en ratones NOD-
SCID de 6-8 semanas de edad. Para los ensayos de metastasis experimental que ensayan los efectos de los miARN
posibles promotores en la colonizacién pulmonar, se resuspendieron 4 x 10* células parentales MeWo que
sobreexpresan miR-199a, miR-1908, miR-214, o una horquilla control, 4 x 10* células MeWo-LM2 con expresion
silenciada de miR-199a-3p, miR-199a-5p, miR-1908, o una secuencia control, y 2 x 10° células A375-LM3 inhibidas
para miR-199a-3p, miR-199a-5p, miR-1908, o una secuencia control en 0,1 mL de PBS y se inyectaron en la vena de
la cola de ratones NOD-SCID de 6-8 semanas de edad. Para los experimentos de epistasis, se inyectaron
intravenosamente 1 x 10° células MeWo-LM2 que expresan un ARNsh dirigido a ApoE, DNAJA4, o una secuencia
control o ARNsi que inhibe LRP1 o una secuencia control en el entorno de la inhibicion de miARN en ratones NOD-
SCID de 6-8 semanas de edad. Para los experimentos de pretratamiento de ApoE, se incubaron células MeWo-LM2
en presencia de ApoE o BSA a 100 pug/mL a 37 °C. Después de 24 horas, se inyectaron 4 x 10* células a través de la
vena de la cola en ratones NOD-SCID de 7 semanas de edad. Para determinar el efecto de pretratar células de
melanoma altamente metastasicas con LNA dirigidos a miR-199a-3p, miR-199a-5p, y miR-1908 en la metastasis, se
transfectaron células MeWo-LM2 con cada LNA individualmente, una mezcla de LNA dirigidos a los tres miARN, o un
LNA control. Después de 48 horas, se administraron intravenosamente 1 x 10° células, resuspendidas en 0,1 mL de
PBS, en ratones NOD-SCID de 7 semanas de edad para los estudios de colonizacion metastasica de pulmén o a
través de inyeccion intracardiaca en ratones desnudos atimicos de 7 semanas de edad para los ensayos de metastasis
sistémica. Para determinar el efecto de la delecion genética de ApoE en la metastasis, se inyecto intravenosamente a
ratones C57BL/6-WT o C57BL/6-ApoE-/- de 8 semanas de edad 5 x 10* células de melanoma de raton B16F10. Para
los estudios de crecimiento tumoral primario, se mezclaron 1 x 108 células parentales MeWo que sobreexpresan miR-
199a, miR-1908, o una horquilla control 1:1 con matrigel y se inyectaron subcutaneamente en el flanco inferior derecho
de ratones NOD-SCID inmunodeficientes de 6 semanas de edad. Los animales se palparon semanalmente para
detectar la formacion de tumores, después de lo cual se midieron los tumores mensurables dos veces a la semana. El
volumen tumoral se calculd como (didametro pequefio)? x (diametro grande)/2.

Inhibicion del miARN lentiviral e inactivacion génica

Se sembraron células 293T en una placa de 10 cm y se dejo que alcanzaran el 60% de confluencia. Antes de la
transfeccion, el medio celular se reemplazé con medio DMEM fresco sin antibidticos suplementado con FBS al 10%.
Se cotransfectaron 6 pg de vector A, 12 ug de vector K, y 12 ug del miR-Zip apropiado (System Biosciences, Mountain
View, CA) o construccion de plasmido ARNsh (MSKCC HTS Core Facility, Nueva York, NY) usando 60 uL de reactivo
de transfeccion TransIT-293 (MIR 2700, Minis Bio LLC, Madison, WI). Las células se incubaron a 37 °C durante 48
horas, y el virus se recogid por centrifugacion del medio celular durante 10 minutos a 2.000g seguido de la filtracion
del virus a través de un filtro de 0,45 um. Se transdujeron 1 x 10° células cancerosas con 2 mL del virus apropiado en
presencia de 10 pyg/mL de polibreno (TR-1003-G, Millipore, Billerica, MA) durante 6 hrs. Después de 48 horas, se
afadieron 2 pg/mL de puromicina (P8833, Sigma-Aldrich, St Louis, MO) al medio celular para la seleccion lentiviral.
Las células se mantuvieron en seleccion de puromicina durante 72 horas. Se usaron las siguientes secuencias de
miR-Zip:
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miR-Zip-199a-3p: 5'-
GATCCGACAGTAGCCTGCACATTAGTCACTTCCTGTCAGTAACCAATG
TGCAGACTACTGTTTTTTGAATT-3’

miR-Zip-199a-5p: 5'-
GATCCGCCCAGTGCTCAGACTACCCGTGCCTTCCTGTCAGGAACAGGTAG
TCTGAACACTGGGTTTTTGAATT-3’

miR-Zip-1908 5
GATCCGCGGCGGGAACGGCGATCOGGCCCTTCCTGTCAGGACCAATCGCCOGTCC
CC GCCGTTTTTGAATT-3’

Se usaron las siguientes secuencias de ARNsh:

shAPOE™:
5’CCGGGAAGGAGTTGAAGGCCTACAACTCGAGTTGTAGGCCTTCAACTCCTTC
shAPOE2
5’CCGGGCAGACACTGTCTGAGCAGGTCTCGAGACCTGCTCAGACAGTGTCTGC
TTTTTS

shDNAJA4:
5'"CCGGGCGAGAAGTTTAAACTCATATCTCGAGATATGAGTTTAAACTTCTCGC
TTTTTS

shDNAJA42:
5'"CCGGCCTCGACAGAAAGTGAGGATTCTCGAGAATCCTCACTTTCTGTCGAGG
TTTTT3

miARN retroviral y sobreexpresion génica

Se cotransfectaron 6 pg de vector VSVG, 12 ug de vector Gag-Pol, y 12 ug de plasmido pBabe que contiene las
secuencias codificadoras de ApoE humana, DNAJA4, o un vector vacio o miR-Vec que contiene la secuencia
precursora de miR-199a, miR-214, miR-1908, o una horquilla control en células 293T confluentes al 60% usando
60 uL de reactivo de transfeccion TransIT-293. Las células se incubaron a 37 °C durante 48 horas, después de lo cual
el virus se recogid y se transdujo en células cancerosas en presencia de 10 ug/mL de polibreno durante 6 horas.
Después de 48 horas, se afiadieron 2 pg/mL de puromicina o 10 pg/mL de blasticidina (15205, Sigma-Aldrich, St Louis,
MO) al medio celular para la seleccion retroviral. Las células se mantuvieron en seleccion de puromicina durante 72
horas o en seleccion de blasticidina durante 7 dias. Se usaron los siguientes cebadores de clonacién para la
sobreexpresion de las secuencias codificadoras de ApoE y DNAJA4:

ApoE CDS Dir : 5-TCATGAGGATCCATGAAGGTTCTGTGGGCT-3"

ApoE _CDS Inv : 5-TAGCAGAATTCTCAGTGATTGTCGCTGGG-3"

DNAJA4 CDS Dir : 5-ATCCCTGGATCCATGTGGGAAAGCCTGACCC-3

DNAJA4 CDS Inv : 5-TACCATGTCGACTCATGCCGTCTGGCACTGC-3°
Inactivacion de miARN basada en LNA
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Se transfectaron LNA complementarios a miR-199a-3p, miR-199a-5p, miR-1908 maduros, o una secuencia control
(426917-00, 426918-00, 426878-00, y 1990050, respectivamente; Exiqon, Vedbaek, Dinamarca) a una concentracion
final de 50 nM en células MeWo-LM2 cancerosas confluentes al 50% cultivadas en medio sin antibiéticos usando el
reactivo de transfeccion lipofectamine™ 2000 (11668-09, Invitrogen, Carlsbad, CA). Después de 8 horas, el medio de
transfeccion se reemplazé con medio fresco. Después de 48 horas, se inyectaron 1 x 10° células intravenosamente
en ratones NOD-SCID para evaluar la colonizacion metastasica pulmonar o a través de inyeccion intracardiaca en
ratones desnudos atimicos para evaluar la metastasis sistémica. Para los ensayos de invasion celular y reclutamiento
endotelial in vitro, las células se usaron 96 horas después de la transfeccion.

Inactivacion de ARNm basada en ARNSsi

Se transfectaron ARNSsi dirigidos a LRP1, LRP8, VLDLR, LDLR, o una secuencia control en células cancerosas o
HUVEC a una concentracion final de 100 nM usando el reactivo de transfeccion lipofectamine™ 2000. Después de 5
horas, el medio de transfeccion se reemplaz6 con medio fresco. Las células se sometieron a ensayos de invasion de
matrigel y reclutamiento endotelial 96 horas después de la transfeccion. Las células transducidas con ARNsi dirigidos
a LRP1 o una secuencia control en el entorno de inhibicion de miARN se inyectaron a través de la vena de la cola para
los ensayos de colonizacion pulmonar 72 horas después de la transfeccion. Los ARNsi control no dirigidos se
obtuvieron de Dharmacon. Se usaron las siguientes secuencias diana de LRP1 y LRP8:

siLRP1": 5-CGAGGACGAUGACUGCUUA-3";
siLRP1%: 5-GCUAUGAGUUUAAGAAGUU-3’;
SiLRP8': 5"-CGAGGACGAUGACUGCUUA-3";
siLRP8’: 5-GAACUAUUCACGCCUCAUC-3".

Ensayo de proliferacion celular

Para determinar los efectos de la sobreexpresion de miR-199a o miR-1908 y de la inhibicion de miARN inducida por
LNA combinatoria sobre la proliferacion celular, se sembraron 2,5 x 10 células en triplicado en placas de 6 pocillos, y
las células viables se contaron después de 5 dias. Para evaluar los efectos de la adicion de ApoE recombinante en la
proliferacion de células de melanoma o células endoteliales, se incubaron 3 x 10* células de melanoma MeWo-LM2 o
células endoteliales en presencia de ApoE (100 uM) o BSA (100 uM). Las células viables se contaron después de 8,
24, 48,72,y 120 horas.

Ensayo de invasion de matrigel

Se privaron de suero células cancerosas en medio basado en DMEM con FBS al 0,2% durante 12 horas. Se pre-
equilibraron camaras de invasion trans-well (354480, BD Biosciences, Bedford, MA) antes de empezar el ensayo por
la adicion de 0,5 mL de medio de privacion a las camaras superior e inferior. Después de 30 minutos, el medio de la
camara superior se retiro, y se afadieron 0,5 mL de medio que contenia 1 x 10° células cancerosas a cada inserto
recubierto con matrigel y se incubé a 37 °C durante 24 horas. Para los experimentos con anticuerpo neutralizante y/o
proteina recombinante, se afiadié anticuerpo/proteina recombinante a cada pocillo al inicio del ensayo a las siguientes
concentraciones como se indica en las figuras: 5-40 pg/mL de anti-ApoE 1D7 (Heart Institute, University of Ottawa),
5-40 pg/mL de anti-IlgG (AB-108-C, R&D Systems, Minneapolis, MN), ApoE3 humana recombinante 100 M (4696,
Bio Vision, Mountain View, CA), y BSA 100 uM (A2153, Sigma- Aldrich). Después de la complecion del ensayo, los
insertos recubiertos con matrigel se lavaron con PBS, las células en el lado superior de cada inserto se rasparon, y
los insertos se fijaron en paraformaldehido al 4 % durante 15 minutos. Los insertos se cortaron entonces y se montaron
en portaobjetos usando medio de montaje VectaShield que contenia DAPI (H-1000, Vector Laboratories, Burlingame,
CA). Se formaron imagenes del lado basal de cada inserto usando un microscopio de fluorescencia invertido (Zeiss
Axiovert 40 CFL) a un aumento de 5X, tomando tres imagenes representativas para cada inserto. El nimero de células
invadidas se cuantificé usando ImageJ (NIH).

Ensayo de reclutamiento endotelial

Se sembraron 5 x 10* células cancerosas en placas de 24 pocillos aproximadamente 24 horas antes del inicio del
ensayo. Se crecieron HUVEC hasta el 80% de confluencia y se privaron de suero en medio EGM-2 suplementado con
FBS al 0,2% durante 16 horas. Las HUVEC se pulsaron entonces con tincion Cell Tracker Red CMTPX (C34552,
Invitrogen) durante 45 minutos. Mientras tanto, las células cancerosas se lavaron con PBS, se afiadieron 0,5 mL de
medio EGM-2 con FBS al 0,2 % a cada pocillo, y un inserto de 3,0 um HTS Fluoroblock (351151, BD Falcon, San
José, CA) se puso en cada pocillo. Se sembraron 1 x 10° HUVEC, resuspendidas en 0,5 mL de medio de privacion,
en cada inserto trans-well, y se dej6 que procediera el ensayo de reclutamiento durante 16-18 horas a 37 °C. Para los
experimentos con anticuerpo neutralizante y/o proteina recombinante, se afiadié anticuerpo/proteina a cada pocillo a
la concentracion apropiada como se indica en las figuras: 40 uyg/mL de anti-ApoE 1D7, 40 pug/mL de anti-IgG, rhApoE3
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100 uM, y BSA 100 uM. Después de la complecion del ensayo, los insertos se procesaron y se analizaron como se
describe para el ensayo de invasion de matrigel anterior (Véase el Ensayo de Invasion de Matrigel).

Ensayo de migracion endotelial

Se pulsaron HUVEC privadas de suero con tinciéon Cell Tracker Red CMTPX durante 45 minutos y se sembraron en
insertos trans-well HTS Fluoroblock a una concentracion de 1 x 105 HUVEC en 0,5 mL de medio de privacion para
cada inserto. El ensayo se dejé proceder durante 16-18 horas a 37 °C, y los insertos se procesaron y se analizaron
como se ha descrito anteriormente (Véase el Ensayo de Invasiéon de Matrigel).

Ensayo de quimiotaxis

Se privaron de suero HUVEC en medio EGM-2 con FBS al 0,2% durante 16 horas y se marcaron con tincion Cell
Tracker Red CMTPX durante 45 minutos. Mientras tanto, se mezclaron las cantidades indicadas (1-5 pg) de ApoE3
humana recombinante o BSA con 250 uL de matrigel (356231, BD Biosciences) y se dejo que se solidificara en la parte
inferior de una placa de 24 pocillos durante 30 min. Se afiadieron entonces 250 pL de medio de HUVEC EGM-2 que
contenia FBS al 0,2% a cada pocillo recubierto con matrigel, y se ajustaron insertos de 3,0 uM HTS Fluoroblock en
cada pocillo. Se sembraron 1 x 105 HUVEC, resuspendidas en 0,5 mL de medio de privacion, en cada inserto y se
dejo que migraran a lo largo del gradiente de matrigel durante 16-18 horas a 37 °C. Después de la complecion del
ensayo, los insertos se montaron en portaobjetos y se analizaron como se ha descrito anteriormente (Véase el Ensayo
de Invasién de Matrigel).

Ensayo de adhesion endotelial

Se sembraron HUVEC en placas de 6 pocillos y se dejé que formaran monocapas. Las células cancerosas se privaron
de suero en medio basado en DMEM con FBS al 0,2% durante 30 minutos y se pulsaron con tincién Cell Tracker
Green CMFDA (C7025, Invitrogen) durante 45 minutos. Se sembraron 2 x 10° células cancerosas, resuspendidas en
0,5 mL de medio de privacién, en cada monocapa endotelial. Se dejo que las células cancerosas se adhirieran a las
monocapas de HUVEC durante 30 minutos a 37 °C. Las monocapas endoteliales se lavaron entonces suavemente
con PBS y se fijaron con paraformaldehido al 4 % durante 15 minutos. Cada pocillo se recubrié entonces con PBS, y
se tomaron 8 imagenes para cada monocapa endotelial usando un microscopio de fluorescencia invertido (Zeiss
Axiovert 40 CFL) a un aumento de 10X. El nimero de células cancerosas que se adhirieron a HUVEC se cuantificd
usando ImageJ.

Ensayo de Anoikis

Se sembraron 1 x 108 células MeWo que sobreexpresan miR-199a, miR-1908, o una horquilla control en placas de
baja adherencia que contenian medio celular suplementado con metilcelulosa al 0,2%. Después de 48 horas en
suspension, los nimeros de células muertas y viables se contaron usando azul de tripan.

Ensayo de privacion de suero

Para determinar los efectos de miR-199a y miR-1908 en la capacidad de privacion de suero de células de melanoma,
se sembraron 1 x 10° células parentales MeWo que sobreexpresan miR-199a, miR-1908, o una horquilla control en
cuadruplicado en placas de 6 pocillos y se incubaron en medio basado en DMEM de privacion con FBS al 0,2% durante
48 horas, después de lo cual el nimero de células viables se conté usando azul de tripan. Para determinar el efecto
de la adicion de ApoE3 recombinante en la supervivencia de células de melanoma o células endoteliales en
condiciones de privacion de suero, se incubaron 3 x 10* células MeWo-LM2 o células endoteliales en presencia de
ApoE3 (100 uM) o BSA (100 uM) en condiciones de bajo contenido de suero (FBS al 0,2%). El nimero de células
viables se cont6 después de 8, 16, y 24 horas.

Ensayo de formacién de colonias

Se sembraron cincuenta células parentales MeWo que sobreexpresan miR-199a, miR-1908, o una horquilla control
en cuadruplicado en placas de 6 cm. Después de dos semanas, las células se lavaron con PBS, se fijaron con
glutaraldehido al 6%, y se tifieron con cristal violeta al 0,5%. Se conté el numero de colonias con tincion positiva.

Hibridacion en micromatriz de miARN

Para la identificacion de miARN que muestran una expresion desrregulada en derivados de lineas celulares de
melanoma altamente metastasicos, el ARN total de multiples derivados metastasicos independientes y de sus
poblaciones de células parentales MeWo y A375 respectivas se us6 para enriquecer para ARN pequefios que se
marcaron entonces y se hibridaron en plataformas de micromatrices microfluidas personalizadas por LC sciences. Las
matrices se disefiaron para detectar 894 miARN maduros correspondientes a los transcritos de miARN listados en
Sanger miRBase Release 13.0. De todas las sondas analizadas, aquellas correspondientes a 169 miARN rindieron
una sefal por encima del umbral de fondo en las mudiltiples lineas celulares analizadas. Las intensidades de las sefiales
brutas, correspondientes a la hibridacion de la sonda, se normalizaron para la mediana para cada linea celular. Se
uso un umbral de 2 veces o mas de regulacion al alza de los valores de expresion normalizados para la mediana con
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el fin de identificar miARN inducidos cominmente en multiples derivados metastasicos para dos lineas celulares de
melanoma humano independientes.

Prediccion de dianas génicas basada en micromatriz para miR-199a y miR-1908

Con el fin de identificar genes potenciales a los que estan dirigidos miR-199a-3p, miR-199a-5p, y miR-1908, se extrajo
el ARN total de lineas celulares MeWo con pérdida o ganancia de funcién de cada miARN y se envi6 a la instalacion
central de gendémica The Rockefeller University para hibridacion en micromatrices de Expresion lllumina HT-12 v3
BeadChip. Las intensidades de las sefiales brutas, correspondientes a la hibridacién de la sonda, se normalizaron
para la mediana para cada muestra de la linea celular. Se generaron tres conjuntos de comparaciones de perfiles de
micromatriz: (1) células control MeWo respecto a células MeWo que sobreexpresan miR-199a o miR-1908, (2) células
control MeWo-LM2 respecto a células MeWo-LM2 que expresan una horquilla corta (miR-Zip) dirigida a miR-199a-3p,
miR-199a-5p, o miR-1908, y (3) células parentales MeWo respecto a células MeWo-LM2. Sobre la base de los valores
de expresion normalizados para la mediana de estas matrices, se usaron los siguientes criterios para llegar a posibles
genes diana comunes para miR-199a y miR-1908: (1) Genes regulados a la baja mas de 1,5 veces después de la
sobreexpresion individual de cada miR-199a y miR-1908, (2) Genes regulados al alza mas de 1,5 veces después de
la inhibicion bien de ambos de miR-199a-3p y miR-1908 o ambos de miR-199a-5p y miR-1908, y (3) genes regulados
ala baja mas de 1,5 veces en células LM2, que expresan niveles fisioldgicamente mayores de los tres miARN, respecto
a células parentales MeWo.

Analisis de la expresion de miIARN y ARNm en lineas celulares

Se extrajo el ARN total de varias lineas celulares usando el kit miRvana (AM 1560, Applied Biosystems, Austin, TX).
Los niveles de expresion de miARN maduros se cuantificaron usando el ensayo de expresion de miARN Tagman
(4427975-0002228, Applied Biosystems). Se usé RNU44 como un control enddgeno para la normalizacién. Para los
analisis de la expresion de ARNm, se transcribieron de forma inversa 600 ng de ARN total usando el kit de Sintesis
de Primera Cadena de ADNc (18080-051, Invitrogen), y se mezclaron entonces aproximadamente 200 ng del ADNc
resultante con Mezcla Maestra de PCR SYBR verde (4309155, Applied Biosystems) y los cebadores apropiados. Cada
reaccion se realizé en cuadruplicado, y la expresion de ARNm se cuantifico realizando amplificacion por PCR en
tiempo real usando un Sistema de PCR en Tiempo Real ABI Prism 7900HT (Applied Biosystems). Se usé GAPDH
como un control endégeno para la normalizacion. Se usaron los siguientes cebadores:

ApoE Dir : 5°-TGGGTCGCTTTTGGGATTAC-3"
ApoE Inv : 5-TTCAACTCCTTCATGGTCTCG-3’
DNAJA4 Dir : 5-CCAGCTTCTCTTCACCCATG-3
DNAJA4 Inv :5-GCCAATTTCTTCGTGACTCC-3’
GAPDH_Dir : 5-AGCCACATCGCTCAGACAC-¥
GAPDH _Inv : 5°-GCCCAATACGACCAAATCC-3’
LRP1_Dir : 5-TTTAACAGCACCGAGTACCAG-3’
LRP1 Inv : 5"CAGGCAGATGTCAGAGCAG-3’
LRP8 Dir : 5’-GCTACCCTGGCTACGAGATG-3’
LRP8 Inv : 5"-GATTAGGGATGGGCTCTTGC-3°

ELISA

Se prepard medio condicionado de células cancerosas incubando las células en medio de privacion basado en DMEM
con FBS al 0,2% durante 24 horas. Los niveles de ApoE en el medio condicionado se determinaron usando el kit de
ELISA para APOE (IRAPKTO031, Innovative Research, Novi, Michigan).

Ensayos de informador con luciferasa

Los ensayos de informador con luciferasa heteréloga se realizaron como se ha descrito previamente (Tavazoie et al,
2008). Brevemente, se clonaron 3'UTR y CDS de ApoE y DNAJA4 de longitud completa en 3' de un informador de
luciferasa de renilla en el vector informador de luciferasa dual psiCheck2 (C8021, Promega, Madison, WI). Se
transfectaron 5 x 10* células MeWo parentales, células MeWo-LM2, células MeWo que sobreexpresan miR-199a, miR-
1908, o una horquilla control, y células MeWo-LM2 que expresan una horquilla miR-Zip dirigida a miR-199a-3p, miR-
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199a-5p, miR-1908, o una secuencia control con 100 ng de las construcciones de informador especifico respectivas
usando el reactivo de transfeccion TransiT-293. Veinticuatro horas después de la transfeccion, las células se lisaron,
y la relacion de expresion de luciferasa de renilla a luciérnaga se determind usando el ensayo de luciferasa dual
(E1910, Promega). Se identificaron los posibles sitios de union de miRNA en cada construccion diana por alineamiento
con las secuencias de siembra de miARN complementarias (miR-199a-3p: 5'-CAGUAGUC-3'; miR-199a-5p: 5'-
CCAGUGUU-3'; miR-1908: 5'- GGCGGGGA-3'). Los sitios complementarios de miARN en cada construccion diana se
mutaron usando el kit de Mutagénesis Dirigida a Multiples Sitios QuickChange (200514, Agilent Technologies, Santa
Clara, CA). Sobre la base del andlisis de la complementariedad de la secuencia de siembre de miARN, la CDS de
ApoE se muto en la posicion 141 (CTG a ACT), la 3'UTR de ApoE se muto en las posiciones 83 (GCC a ATA) y 98
(CTG a ACA), la CDS de DNAJA4 se muté en las posiciones 373 (CGC a TAT) y 917 (CTG a AGA), y la 3'UTR de
DNAJA4 se muto en las posiciones 576 (CTG a ACA), 1096 (CTG a TCT), 1396 (CGC a TGT), y 1596 (CTG a TGT).
Se usaron los siguientes cebadores para clonar las 3'UTR y CDS de ApoE y DNAJA4:

ApoE CDS Dir : 5-AGTACCTCGAGGGGATCCTTGAGTCCTACTC-3"

APOE CDS Inv : 5 -TAATTGCGGCCGCTCAGACAGTGTCTGCACCCAG-3°
DNAJA4 CDS Dir : 5°-TAATATCTCGAGATGTGGGAAAGCCTGACCC-¥
DNAJA4 CDS Inv : 5'-CAATTGCGGCCGCTCATGCCGTCTGGCACTGC-3"
APOE 3'UTR Dir : 5°-TTAGCCTCGAGACGCCGAAGCCTGCAGCCA-3’

APOE 3'UTR Inv : 5-TTACTGCGGCCGCTGCGTGAAACTTGGTGAATCTT-3
DNAJA4 3'UTR_Dir : 5-TAATATCTCGAGCGTGGTGCGGOGGCAGCGT-3"
DNAJA4 3'UTR Inv : 5’-CAATTGCGGCCGCTTATCTCTCATACCAGCTCAAT-3

Se usaron los siguientes cebadores para mutagenizar los sitios de unién de miARN en cada diana:
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APOE CDS mut: 5°-
GCCAGCGCTGGGAACTGGCAACTGGTCGCTTTTGGGATTACCT-3’
APOE 3’UTR mutl: 5°-
CAGCGGGAGACCCTGTCCCCATACCAGCCGTCCTCCTGGGGTG-3
APOE 3’UTR_mut2: 5°-
TCCCCGCCCCAGCCGTCCTCACAGGGTGGACCCTAGTTTAATA-3’
DNAJA4 CDS mutl: 5°-
GGGATCGGTGGAGAAGTGCCTATTGTGCAAGGGGCGGGGGATG-3’
DNAJA4 CDS mut2: 5°-
GTAGGGGGCGGGGAACGTGTTATCCGTGAAGAGGTGGCTAGGG-3'
DNAJA4 3’UTR mutl: 5°-
CAGGGCCAACTTAGTTCCTAACATTCTGTGCCCTTCAGTGGAT-3"
DNAJA4 3’UTR mut2: 5°-
ACAGTTTGTATGGACTACTATCTTAAATTATAGCTTGTTTGGA-3’
DNAJA4 3’'UTR_mut3: 5°-
TAATTATTGCTAAAGAACTATGTTTTAGTTGGTAATGGTGTAA-3’
DNAJA4 3'UTR_mut4: 5°-
CAGCTGCACGGACCAGGTTCCATAAAAACATTGCCAGCTAGTGAG-3’
Andlisis de la expresion de miARN en lesiones cutaneas de melanoma humano

Todas las muestras clinicas humanas usadas en este estudio se obtuvieron, se procesaron y se analizaron de acuerdo
con las directrices institucionales de IRB. Se obtuvieron secciones transversales incluidas en parafina de lesiones
cutaneas de melanoma humano primario de 71 pacientes humanos de MSKCC. Las muestras se desparafinaron por
cinco lavados consecutivos con xileno (5 minutos cada uno). Después de la desparafinacion, la region que contenia
la malignidad se identificd por tincion con H y E, se disecciond, y se extrajo de ella el ARN total usando el kit de
Aislamiento de Acido Nucleico Total RecoverAll (AM1975, Applied Biosystems). Los niveles de expresion de miR-
199a-3p, miR-199a-5p, y miR-1908 maduro en cada muestra se cuantificaron de una forma ciega usando el ensayo
de miARN Tagman. Se usé RNU44 como un control endégeno para la normalizacion. Los niveles de expresion de
cada miARN se compararon entre melanomas primarios con propension a metastatizar y melanomas primarios que
no metastatizaban. Se representaron curvas de Kaplan-Meier usando los datos de supervivencia sin metastasis de los
pacientes como una funcion de los niveles de expresion para cada miARN en el tumor de cada paciente. La recurrencia
metastasica a sitios tales como pulmon, cerebro, hueso, y tejido blando se documentd previamente y se dejé para un
analisis retrospectivo de la relacion entre los niveles de expresion de los ARNmi identificados y la recurrencia
metastasica.

Histologia

Se perfundieron animales con PBS seguido de fijacién con paraformaldehido al 4% infundido mediante inyeccién
intracardiaca y posteriormente intratraqueal. Los pulmones se seccionaron, se incubaron en paraformaldehido al 4%
a 4 °C toda la noche, se incluyeron en parafina, y se cortaron en incrementos de grosor de 5 um. Para la visualizacion
macroscopica gruesa de nodulos metastasicos, las secciones pulmonares se tifieron con H 'y E. Para el analisis del
contenido endotelial en nédulos metastasicos formados por células MeWo de melanoma humano en ratones,
secciones de pulmoén representativas se tifieron doblemente con anticuerpos primarios frente a MECA-32
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(Developmental Studies Hybridoma Bank, The University of lowa, IA), que marca células endoteliales de raton, y
vimentina humana (VP-V684, Vector Laboratories), que marca células de melanoma humano. Se usaron varios
anticuerpos secundarios conjugados con la tincion Alexa Flour para detectar los anticuerpos primarios. Para
determinar la densidad de los vasos sanguineos en los nédulos metastasicos, se midio la fluorescencia usando un
microscopio confocal de barrido laser Zeiss (LSM 510), y la sefial de MECA-32 en cada nédulo metastasico, indicada
sobre la base de la cotincion con vimentina humana, se cuantificé de una forma ciega usando ImagedJ (NIH). Para el
analisis del contenido endotelial en los nédulos metastasicos formados por células B16F10 de melanoma de ratén en
ratones de tipo salvaje y con inactivacion genética de ApoE, se tifieron secciones de pulmoén representativas para
MECA-32, y la sefial de MECA-32 en cada nddulo, demarcada sobre la base de la pigmentacion celular, se cuantificd
de una forma ciega. El area de los vasos colectiva, dada como el porcentaje del area cubierta por vasos sanguineos
respecto al area total de cada nédulo metastasico, se obtuvo por sustraccion del fondo (radio de bola rodante de 1
pixel) y por el uso de un umbral predeterminado como un punto de corte. Un ndédulo metastasico se defini6 como
cualquier region con un area total mayor de 2.000 um?. Para nédulos grandes, se obtuvo un minimo de cuatro
imagenes representativas, y se calculd su densidad promedio de vasos sanguineos.

Ensayo de tap6n de matrigel in vivo

Se mezclaron 10 pg/mL de ApoE3 humana recombinante (4696, Bio Vision), 10 ug/mL de BSA (A2153, Sigma Aldrich),
0 400 ng/ml de VEGF con matrigel (356231, BD Biosciences) como se indica. Se inyectaron subcutaneamente 400 pL
de matrigel que contenia las proteinas recombinantes indicadas justo por encima del flanco ventral de ratones NOD-
SCID inmunocomprometidos. Los tapones se extrajeron en el dia 3 después de la inyeccidon y se fijaron en
paraformaldehido al 4% durante 48 horas. Los tapones se incluyeron entonces en parafina y se seccionaron en
incrementos de grosor de 5 pm. Las secciones transversales de los tapones se tifieron inmunohistoquimicamente
usando un anticuerpo primerio frente al antigeno endotelial de ratén MECA-32 (Developmental Studies Hybridoma
Bank, The University of lowa, IA), detectado por un anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa, y visualizado
posteriormente por oxidacion con DAB. Para cuantificar el grado de invasion celular endotelial en cada tapon de
matrigel, se contd el numero de células endoteliales en 4-5 campos aleatorios para cada tapon, y se calculd el nUmero
promedio de células endoteliales por area de tapén dada.

Cultivo tisular

La linea de melanoma humano primario SK-Mel-334 se establecié a partir de una metastasis de tejido blando de un
melanoma mutante Braf de un paciente en MSKCC. Después de una expansion minima in vitro, las células se
seleccionaron in vivo (Pollack y Fidler, 1982) para generar los derivados metastasicos en pulméon SK-Mel-334.2. El
clon resistente a vemurafenib de SK-Mel-239 (Cl) fue un obsequio de Poulikos Poulikakos (Mount Sinai Medical
School) y la linea celular de melanoma murino primario B-Raf'6%%*; Pten’; CDKNZ2A”- fue proporcionada
generosamente por Marcus Rosenberg (Yale University). Todas las demas lineas celulares usadas se adquirieron en
ATCC.

Elisa de ApoE

Los niveles extracelulares de ApoE en medio condicionado sin suero de células de melanoma tratadas con DMSO,
GW3965, 0 T0901317 (1 uM cada uno) se cuantificaron usando el kit de ELISA de ApoE (Innovative Research) a las
72 horas después del tratamiento.
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Transferencia Western

Se homogeneizaron muestras de tejido pulmonar y cerebral de raton en hielo en tampdén RIPA (Sigma-Aldrich)
suplementado con inhibidores de proteasas (Roche). Se homogeneizo el tejido adiposo de ratén en hielo en tampdn
TNET (Tris 1,5 mM pH 7,5, NaCl 150 mM, EDTA 2mM, tritén al 1%, inhibidores de proteasas). El lisado de proteinas
total (2 pg) se separd por SDS-PAGE, se transfirid a una membrana de PVDF, y se ensayé con anticuerpos anti-ApoE
de ratén (ab20874, Abeam) y anti-tubulina o/ (2148, Cell Signaling).

Anélisis de la expresion de ApoE en muestras clinicas de melanoma

La obtencion, procesamiento, y analisis de todas las muestras clinicas se realizaron de acuerdo estrictamente con las
directrices de IRB. Las lesiones cutaneas de melanoma primario se reseccionaron previamente de pacientes en
MSKCC, se fijaron con formalina, se incluyeron en parafina, y se seccionaron en cortes con un grosor de 5 pm. La
expresion de la proteina ApoE se evalud por analisis doble ciego de inmunohistoquimica usando el anticuerpo D6E10
anti-ApoE (abl906, Abeam).

Histoquimica

Los animales se perfundieron intracardiacamente con PBS seguido de paraformaldehido al 4% (PFA). Los pulmones
fijados se incluyeron en parafina y se seccionaron en incrementos de grosor de 5 ym. Los ndédulos metastasicos
pulmonares macroscopicos se visualizaron por tincion con H y E. Para el analisis del contenido, proliferacion, y
apoptosis de células endoteliales en el tumor, se tifieron secciones incluidas en parafina de tumor primario con
anticuerpos frente a MECA-32 (Developmental Studies Hybridoma Bank, University of lowa), KI-67 (abl5580, Abeam),
y caspasa-3 escindida (9661, Cell Signaling), respectivamente.

Ensayos de metastasis en la vena de la cola

Las células de melanoma usadas para los ensayos de metastasis in vivo fueron transducidas con una construccion
retroviral expresada de forma estable que codifica un gen informador de luciferasa (Ponomarev et al, 2004), lo que
nos permite monitorizar la progresion de células de melanoma in vivo mediante imagineria bioluminiscente. Se
inyectaron intravenosamente a través de la vena de la cola los siguientes numeros de células de melanoma,
resuspendidas en 100 uL de PBS: 4 x 10* células MeWo, 2,5 x 105 células HT-144, 2 x 10° células SK-Mel-334.2, 5 x
10* células B16F10, y 1 x 10° células YUMM. Las células MeWo, HT-144, y SK-Mel-334.2 se inyectaron en ratones
NOD scid con sexo concordante de 6-8 semanas de edad, mientras las células B16F10 y YUMM se inyectaron en
ratones C57BL/6 con sexo concordante de 6-8 semanas de edad. En todos los experimentos que evaluaban los efectos
de GW3965 sobre la formacion de metastasis, los ratones se pretrataron con una dieta control o una dieta
suplementada con GW3965 (20 mg/kg) durante 10 dias. Para evaluar el efecto del tratamiento con GW3965 sobre las
metastasis cerebrales, se inyectaron intracardiacamente 1 x 10° derivados metastasicos cerebrales MeWo en ratones
desnudos atimicos. Inmediatamente después de la inyeccion, los ratones se asignaron aleatoriamente a una dieta
control o una dieta suplementada con GW3965 (100 mg/kg). Para determinar si la administracion oral de GW3965
puede inhibir la progresion de metastasis incipientes, se inyectaron intravenosamente a ratones NOD Scid 4 x 10*
células MeWo y dejo que las células colonizaran los pulmones durante 42 dias, después de lo cual los ratones se
asignaron de manera ciega a una dieta control o una dieta suplementada con tratamiento con GW3965 (100 mg/kg).

Ensayos de metastasis ortotépicos

Para determinar el efecto del tratamiento con GW3965 en la colonizaciéon pulmonar por células de melanoma
disociadas de un sitio ortotopico, se inyectaron subcutaneamente 1 x 108 células MeWo que expresan un informador
de luciferasa en ambos flancos inferiores de ratones NOD Scid. Después de la formaciéon de tumores que tenian un
volumen de ~300 mm?, los tumores se escindieron y los ratones se asignaron aleatoriamente a una dieta control o una
dieta suplementada con tratamiento con GW3965 (100 mg/kg). Un mes después de la escision de los tumores, se
extrajeron los pulmones y se midi6 la colonizacion pulmonar por imagineria bioluminiscente ex vivo. Para confirmar
histolégicamente el grado de colonizacion pulmonar del melanoma, los pulmones se fijaron entonces en PFA al 4%
toda la noche, se incluyeron en parafina, se seccionaron en incrementos de 5 ym y se tifieron para vimentina humana
(VP-V684, Vector Laboratories).

Generacion de células de melanoma resistentes a dacarbazina

Las células de melanoma de ratén B16F10 resistentes a dacarbazina se generaron por el cultivo continuo de las
células en presencia de DTIC (D2390, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). En primer lugar, las células se trataron con
500 pg/mL de DTIC durante una semana. Después de este tratamiento inicial con DTIC, se dejé que el resto de las
células viables (~10%) se recuperara durante una semana, después de lo cual se afiadieron 750 pg/mL de DTIC al
medio celular durante 5 dias. Posteriormente a este tratamiento con alta dosis, se dejo que las células se recuperaran
en presencia de una dosis baja de DTIC (100 pg/mL) durante una semana. Las células se cultivaron entonces
continuamente en medio celular que contenia 200 pg/mL de DTIC durante al menos un mes antes de injertar las
células en ratones. Se afiadié DTIC al medio fresco de las células cancerosas cada 3 dias. Para los experimentos de
crecimiento tumoral, se inyectaron subcutaneamente 5 x 10* células B16F10 parentales y resistentes a DTIC en el
flanco inferior de ratones C57BL/6 de 7 semanas de edad. Después de la formacién de tumores pequefios con un
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volumen de 5-10 mm?, los ratones se asignaron aleatoriamente a los siguientes grupos de tratamiento: (1) dieta control
+ vehiculo, i.p.; (2) dieta control + DTIC i.p. (50 mg/kg); (3) dieta suplementada con GW3965 (100 mg/kg) + vehiculo
i.p. EI DTIC se disolvio en presencia de acido citrico (1:1 en peso) en agua y se administré diariamente por inyeccion
intraperitoneal.

El clon de la linea celular de melanoma humano MeWo resistente a DTIC se generd después del tratamiento con DTIC
de ratones que portaban tumores MeWo que tenian un volumen de 600-800 mm?. Después de un encogimiento inicial
de los tumores en respuesta a la dosificacion diaria de DTIC (50 mg/kg, i.p.) durante las primeras dos semanas, los
tumores desarrollaron eventualmente resistencia y continuaron su crecimiento, punto en el cual las células tumorales
se disociaron y se establecio la linea celular MeWo resistente a DTIC. Las células se expandieron in vitro en presencia
de DTIC (200 ug/mL) durante una semana, después de lo cual se volvieron a inyectar 5 x 105 células MeWo resistentes
a DTIC en ratones Nod SCID gamma de 8 semanas de edad. Después del crecimiento de los tumores hasta un
volumen de 5-10 mm?3, los ratones se asignaron de forma ciega a los siguientes grupos de tratamiento: (1) dieta control;
(2) dieta control + DTIC (50 mg/kg); (3) dieta suplementada con GW3965 (100 mg/kg). Para determinar el efecto de
DTIC en el crecimiento tumoral por células MeWo parentales no seleccionadas, se inyectaron subcutaneamente 5 x
105 células MeWo en ratones Nod SCID gamma, y los ratones se trataron con un vehiculo control o DTIC (50 mg/kg)
posteriormente a la formacién de tumores con un volumen de 5-10 mm?®. También se administré DTIC diariamente,
como se ha descrito anteriormente, en ciclos que consistian en 5 tratamientos diarios consecutivos intercalados con
intervalos de 2 dias sin tratamiento. El crecimiento tumoral se midi6 dos veces a la semana.

Modelo iniciado genéticamente de progresion de melanoma

El modelo condicional de progresion de melanoma Tyr::CreER; B-RaV%%%F* Pten'’* / Tyr::CreER; B-Raf'6%0F";
Pten’/°x se ha establecido y caracterizado previamente por Dankort et al. (2009). Brevemente, se indujo melanoma
en estos ratones a las 6 semanas de edad por la inyeccion intraperitoneal de 4-HT (H6278, 70% de isémero, Sigma-
Aldrich, St Louis, MO) a 25 mg/kg administrado en aceite de cacahuete en tres dias consecutivos. La disolucion madre
de 4-HT se preparo disolviéndolo en EtOH al 100% a 50 mg/mL calentando a 45 °C durante 5 min y mezclando. Una
vez disuelto, la disolucion madre de 4-HT se diluy6 entonces 10 veces en aceite de cacahuete, rindiendo una disolucion
de trabajo de 5 mg/mL de 4-HT que se inyect6 entonces en los ratones. Después de la primera inyeccion de 4-HT, los
ratones se asignaron de forma ciega para recibir bien una dieta control o una dieta suplementada con GW3965
(100 mg/kg). Los ratones se examinaron tres veces a la semana para detectar la presencia y progresion de lesiones
de melanoma. En el dia 35, se recogieron muestras de piel dorsal de los ratones tratados control y tratados con
GW3965, se fijaron en PFA al 4% y se fotografiaron a 10X. El porcentaje del area de lesién de melanoma pigmentada
respecto al area de piel total se cuantific6 usando ImageJ. Para los analisis de supervivencia, los ratones se
monitorizaron diariamente para detectar la progresion de melanoma y se sometieron a eutanasia segun una
puntuacion estandar de condicion corporal, teniendo en cuenta los signos iniciales de estado moribundo y malestar
asociados con la progresion de la carga de melanoma. Después de la muerte, se recogieron y se examinaron los
pulmones, cerebros, y glandulas salivares para determinar la presencia de lesiones de melanoma macroscépicas.

Genotipado de los ratones

Todo el genotipado de los ratones se realizé usando condiciones estandar de PCR, segun recomienda Jackson Labs.
Se usaron los siguientes cebadores de genotipado para las respectivas reacciones de PCR:

Ratones Tyr::CreER; B-Raf'5?%"* Pten'’* y Tyr::CreER; B-Raf'6%%"; Pten/o/ox:
B-Raf Directo: 5-TGA GTATTT TTG TGG CAA CTG C-3'

B-Raf Inverso: 5-CTC TGC TGG GAA AGC GGC-3'

Pten Directo: 5-CAA GCA CTC TGC GAA CTG AG-3'

Pten Inverso: 5-AAG TTT TTG AAG GCA AGA TGC-3'

Transgén Cre Directo: 5'-GCG GTC TGG CAG TAA AAA CTATC-3'

Transgén Cre Inverso: 5'-GTG AAA CAG CAT TGC TGT CAC TT-3'

Control Positivo Interno Directo: 5-CTA GGC CAC AGA ATT GAA AGA TCT-3'
Control Positivo Interno Inverso: 5-GTA GGT GGA AAT TCT AGC ATC C-3'
Ratones ApoE-/-:

Comun Directo: 5-GCC TAG CCG AGG GAG AGC CG-3'

Tipo salvaje Inverso: 5'-TGT GAC TTG GGA GCT CTG CAG C-3'

Mutante Inverso: 5'-GCC GCC CCG ACT GCA TCT-3'
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Ratones LXRa-/-:

Comun Directo: 5'-TCA GTG GAG GGA AGG AAATG-3'
Tipo salvaje Inverso: 5'-TTC CTG CCC TGG ACA CTT AC-3'
Mutante Inverso: 5-TTG TGC CCA GTC ATA GCC GAA T-3'
Ratones LXRB-/-:

Comun Directo: 5-CCT TTT CTC CCT GAC ACC G-3'

Tipo salvaje Inverso: 5'-GCA TCC ATC TGG CAG GTT C-3'
Mutante Inverso: 5-AGG TGA GAT GAC AGG AGA TC-3'
Ensayo de proliferacion y viabilidad celular:

Para determinar los efectos de GW3965, T0901317, y Bexaroteno en el crecimiento celular in vitro, se sembraron 2,5
x 10* células de melanoma en triplicado en placas de 6 pocillos y se cultivaron en presencia de DMSO, GW3965,
T0901317, o Bexaroteno a 1 uM cada uno. Después de 5 dias, se contd el nimero de células viables y muertas usando
la tincion de azul de tripan (72-57-1, Sigma- Aldrich), que marca selectivamente las células muertas.

Ensayo de invasion celular

El ensayo de invasion celular se realizd como se ha descrito previamente con detalle (Pencheva et al., 2012) usando
un sistema de camara de invasion de matrigel trans-well (354480, BD Biosciences). Brevemente, varias células de
melanoma se cultivaron en presencia de DMSO, GW3965, T0901317, o Bexaroteno a 1 uM durante 56 horas, después
de lo cual las células de melanoma se cambiaron a medio de privaciéon (FBS al 0,2%) durante 16 horas en presencia
de cada farmaco. Después de la privacion, las células se sembraron en insertos trans-well recubiertos con matrigel, y
se dejo proceder el ensayo de invasion durante 24 horas a 37 °C. Para los experimentos con anticuerpos neutralizantes
de ApoE, se afadieron 40 ug/mL de anticuerpo bloqueante anti-ApoE 1D7 (Heart Institute, University of Ottawa,
Ottawa, Canada) o 40 ug/mL de anticuerpo anti-IgG control (AB-108-C, R&D Systems, Minneapolis, MN) a cada inserto
trans-well al inicio del ensayo.

Ensayo de reclutamiento endotelial

El ensayo de reclutamiento endotelial se llevé a cabo como se ha descrito previamente (Pencheva et al, 2012; Png et
al, 2012). Las células de melanoma se trataron con DMSO, GW3965, T0901317, o Bexaroteno a 1 uM durante 56
horas, después de lo cual se sembraron 5 x 10* células en una placa de 24 pocillos en presencia de cada farmaco y
se dejo que se unieran durante 16 horas antes de empezar el ensayo. Las células HUVEC se privaron de suero toda
la noche en medio EGM-2 que contenia FBS al 0,2%. Al dia siguiente, se sembraron 1 x 10% células HUVEC en un
inserto de migracion trans-well de 3,0 ym HTS Fluoroblock (351151, BD Falcon, San José, CA) ajustado en cada
pocillo que contenia células cancerosas en la parte inferior. Se dejé que las células HUVEC migraran hacia las células
cancerosas durante 20 horas a 37 °C, después de lo cual los insertos se procesaron como se ha descrito previamente
(Pencheva et al., 2012). Para los experimentos de neutralizacion con anticuerpo de ApoE, se afadieron 40 ug/mL de
anticuerpo bloqueante anti-ApoE 1D7 (Heart Institute, University of Ottawa, Ottawa, Canada) o 40 ug/mL de anticuerpo
anti-lgG control (AB-108-C, R&D Systems, Minneapolis, MN) a cada inserto trans-well al inicio del ensayo.

Inactivacién génica basada en ARNsh lentiviral

Se integraron ARNsh en particulas lentivirales que se prepararon por transfeccion de 6 ug de vector A, 12 ug de vector
K, y 12 pg de plasmido de ARNsh en células de empaquetamiento HEK-293T, como se ha descrito previamente
(Pencheva et al, 2012; Png et al, 2012). La transducciéon con ARNsh lentivirales se realizé en presencia de 10 pug/mL
de polibreno (TR-1003-G, Millipore, Billerica, MA) durante 6 horas, como se ha descrito previamente (Pencheva et al,
2012). Las células se expandieron durante 72 horas después de la transduccion y se realizé la seleccion lentiviral
cultivando las células en presencia de 2 yg/mL de puromicina (P8833, Sigma-Aldrich) durante 72 horas.

Se usaron las siguientes secuencias de ARNsh:
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Humana:
shyLXRa: 5°-
CCGGCCGACTGATGTTCCCACGGATCTCGAGATCCGTGGGAACATCAGTCGGT
TTTT-3’
shol XRa: 5°-
CCGGGCAACTCAATGATGCCGAGTTCTCGAGAACTCGGCATCATTGAGTTGCT
FrT=3"
shyLXRf: 5°-
CCGGAGAGTGTATCACCTTCTTGAACTCGAGTTCAAGAAGGTGATACACTCTT
TTTT-3°
shoLXRf: 5°-
CCGGGAAGGCATCCACTATCGAGATCTCGAGATCTCGATAGTGGATGCCTTCT
TTTT-3
shApoE: 5'-
CCGGGCAGACACTGTCTGAGCAGGTCTCGAGACCTGCTCAGACAGTGTCTGCT
TTTT-3°
Raton:
sh mLXRa: 5°-
CCGGGCAACTCAATGATGCTGAGTTCTCGAGAACTCAGCATCATTGAGTTGCT
TTTT-3
sh mLXRp: 5°-
CCGGTGAGATCATGTTGCTAGAAACCTCGAGGTTTCTAGCAACATGATCTCAT
TTTTG-3’
sh mApoE: 5°-
CCGGGAGGACACTATGACGGAAGTACTCGAGTACTTCCGTCATAGTGTCCTCT
TTTT-3
Anélisis de expresion génica por gRT-PCR:

Se extrajo ARN de lisados de células completas usando el kit de Purificacion de ARN Total (17200, Norgen, Thorold,
Canada). Se transcribieron entonces de forma inversa 600 ng de ARN total en ADNc usando el kit de Sintesis de
Primera Cadena de ADNc (18080-051, Invitrogen), y se realizé amplificacion por PCR cuantitativa en tiempo real como
se ha descrito previamente (Pencheva et al., 2012) usando un Sistema de PCR en Tiempo Real ABI Prism 7900HT
(Applied Biosystems, Austin, TX). Cada reaccion de PCR se llevé a cabo en cuadruplicado. La expresion génica se
normalizo respecto a GAPDH, que se usé como un control enddgeno. Se usaron los siguientes cebadores:
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Humano:

ApoE Directo: 5-TGGGTCGCTTTTGGGATTAC-3'
ApoE Inverso: 5-TTCAACTCCTTCATGGTCTCG-3'
GAPDH Directo: 5'-AGCCACATCGCTCAGACAC-3'
GAPDH Inverso: 5'-GCCCAATACGACCAAATCC-3'
LXRa_Dir: 5-GTTATAACCGGGAAGACTTTGC-3'
LXRa_Inv: 5'-AAACTCGGCATC ATTGAGTTG-3'
LXRB_Dir: 5-TTTGAGGGTATTTGAGTAGCGG-3'
LXRB_Inv: 5'-CTCTCGCGGAGTGAACTAC-3'
Raton:

ApoE Directo: 5-GACCCTGGAGGCTAAGGACT-3'
ApoE Inverso: 5-AGAGCCTTCATCTTCGCAAT-3'
GAPDH Directo: 5'-GCACAGTCAAGGCCGAGAAT-3'
GAPDH Inverso: 5'-GCCTTCTCC ATGGTGGTGAA-3'
LXRa Directo: 5-GCGCTCAGCTCTTGTCACT-3'
LXRa Inverso: 5'-CTCCAGCCACAAGGACATCT-3'
LXRg Directo: 5' -GCTCTGCCTACATCGTGGTC-3'
LXRB Inverso: 5'-CTCATGGCCCAGCATCTT-3'
ABCA1 Directo: 5-ATGGAGCAGGGAAGACCAC-3'
ABCAT1 Inverso: 5-GTAGGCCGTGCCAGAAGTT-3'
Ensayo de la actividad del promotor de ApoE

El promotor de ApoE, que consiste en una secuencia que abarca 980 pares de bases en 5'y 93 pares de bases en 3'
del gen ApoE, se cloné en un vector pGL3-Basic (El 751, Promega Corporation, Madison, WI) en 5' del gen de la
luciferasa de luciérnaga usando las enzimas de restriccion Nhel y Sacl. Después, se clonaron elementos
multipotenciadores 1 (ME.1) y 2 (ME.2) directamente en 5' del promotor de ApoE usando las enzimas de restriccion
Mlul y Sacl. Para evaluar la activacion transcripcional dirigida por el promotor de ApoE y ME.1/ME.2 por los agonistas
de LXR, se sembraron 5 x 10* células MeWo en una placa de 24 pocillos. Al dia siguiente, se cotransfectaron 100 ng
de la construccion pGL3-ME.1/ME.2-promotor de ApoEy 2 ng de la construccion pRL-CMV luciferasa de renilla
(E2261, Promega) en células en presencia de DMSO, GW3965, 0 T0901317 a 1 uM, cada condicion en cuadruplicado.
Para evaluar la activacion transcripcional por LXRa o LXRB, se sembraron 5 x 10* células MeWo que expresan un
ARNsh control o ARNsh dirigido a LXRa o LXRS en una placa de 24 pocillos. Al dia siguiente, se cotransfectaron
200 ng de la construccion pGL3-ME.1/ME.2-promotor de ApoE y 2 ng de pRL-CMV luciferasa de renilla en células en
presencia de DMSO, GW3965, o T0901317 a 1 uM, cada condiciéon en cuadruplicado. Después de 24 horas, las
células se lisaron, y el lisado celular se analizé para determinar la actividad de luciferasa de luciérnaga y de renilla
usando el Sistema de Ensayo de Luciferasa Dual (E1960, Promega) y un Lector de Microplacas Bio-Tek Synergy NEO.
La sefal de luciferasa de luciérnaga se normalizd respecto a la sefial de luciferasa de renilla y todos los datos se
expresan respecto a la relacion de la actividad de luciferasa medida en las células control tratadas con DMSO.

Se usaron los siguientes cebadores de clonacion:

Promotor de ApoE Directo: 5'-TCA TAG CTA GCG CAG AGC CAG GAT TCA CGC CCT G-3'
Promotor de ApoE Inverso: 5'-TGG TCC TCG AGG AAC CTT CAT CTT CCT GCC TGT GA-3'
ME.1 Directo: 5'-TAG TTA CGC GTA GCC CCC ATC TTT GCC-3'

ME.1 Inverso: 5-AAT CAG CTA GCC CCT CAG CTG CAA AGC TC-3'

ME.2 Directo: 5'-TAG TTA CGC GTA GCC CCC TCT TTG CC-3'
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ME.2 Inverso: 5-AAT CAG CTA GCC CTT CAG CTG CAA AGC TCT G-3'
Histoquimica tumoral

Los tumores se escindieron de los ratones y se fijaron en paraformaldehido al 4% a 4 °C durante 48 horas. Después,
los tumores se incluyeron en parafina y se seccionaron en incrementos de grosor de 5 ym. Para el analisis del
contenido de células endoteliales en los tumores, se tifieron secciones tumorales con un anticuerpo primario frente al
marcador de células endoteliales de raton MECA-32 (Developmental Studies Hybridoma Bank, The University of lowa,
IA) y se contratifieron con la tincion nuclear DAPI. Para determinar la proliferacion y apoptosis de las células tumorales,
se tifieron secciones tumorales con anticuerpos frente al marcador proliferativo Ki-67 (Abcam, abl5580, Cambridge,
MA) y el marcador apoptotico caspasa-3 escindida (9661, Cell Signaling, Danvers, MA), respectivamente. Se usaron
varios anticuerpos secundarios conjugados con la tincion Alexa Flour para detectar los anticuerpos primarios. La
fluorescencia se midié usando un microscopio de fluorescencia invertido (Zeiss Axiovert 40 CFL) a un aumento de 5X
para la tincion de MECA-32 y Ki-67 y un aumento de 10X para la tincion de caspasa-3 escindida. La densidad del
contenido de células endoteliales y la tasa de proliferacion tumoral se cuantificaron calculando el porcentaje promedio
de area con tincién positiva para MECA-32 o Ki- 67 del area tumoral total. La apoptosis tumoral se midié contando el
numero de células que expresan caspasa-3 escindida por area tumoral dada.

Anélisis de la expresion de ApoE en lesiones de melanoma primario

Se reseccionaron muestras cutaneas de melanoma primario humano de pacientes con melanoma en MSKCC, se
fijaron en formalina, se incluyeron en parafina, y se seccionaron en incrementos de grosor de 5 ym. Para determinar
la expresion de la proteina ApoE, las muestras se desparafinizaron en primer lugar por dos lavados consecutivos con
xileno (5 minutos cada uno), y se rehidrataron en una serie de lavados con etanol (EtOH al 100%, 95%, 80%, y 70%).
El antigeno ApoE se recuperd incubando las muestras en presencia de proteinasa K (5 pg/mL) durante 20 minutos a
temperatura ambiente. Para inactivar la actividad peroxidasa enddgena, los portaobjetos se incubaron en disolucion
de H>O; al 3%. Los portaobjetos se bloquearon entonces en tres disoluciones de bloqueo consecutivas de Avidina,
Biotina, y suero de caballo durante 15 min cada una a temperatura ambiente (SP-2001, Vector Laboratories,
Burlingame, CA). ApoE se detectd por tincion con anticuerpo anti-ApoE D6E10 (abl908, Abcam), que se us6 a una
dilucion 1:100 en PBS a 4 °C toda la noche. El anticuerpo primario fue reconocido entonces incubando los portaobjetos
con un anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa (PK- 4002, Vector Laboratories) y se expusieron a reaccion
de oxidacion de DAB (SK-4105, Vector Laboratories). Se tomaron imagenes de los portaobjetos a un aumento de 10X
y se analizaron de una manera doble ciega. La expresion de ApoE se cuantificd contando el numero de células
positivas para DAB y midiendo el area de la tincién de ApoE extracelular. La sefial de la tincion de ApoE total se
expreso como el porcentaje de area tefiida por area tumoral dada, determinada sobre la base de portaobjetos tenidos
con Hy E concordantes para cada muestra. Se generaron curvas de Kaplan-Meier que representaban los tiempos de
supervivencia sin metastasis de los pacientes representando los datos de supervivencia sin recidiva de cada paciente
como una funcién de la expresion de ApoE en la lesion de melanoma primario en ese paciente. Los pacientes cuyos
tumores tenian niveles de ApoE menores que la expresion mediana de ApoE de la poblacién se clasificaron como
negativos para ApoE, mientras los pacientes cuyos melanomas expresaron ApoE por encima de la mediana se
clasificaron como positivos para ApoE. El historial documentado previamente de los pacientes de recurrencia
metastasica a sitios tales como pulmon, cerebro, hueso, tejidos blandos y subcutaneos, y piel nos permitié determinar
retrospectivamente la relacion entre la expresion de ApoE en el sitio de melanoma primario y la recidiva metastasica.

Ejemplo 2 Mir-1908, mir-199a-3p, y mir-199a-5p endégenos promueven la metastasis de melanoma humano

Con el fin de identificar miRNA reguladores de la metastasis de melanoma, se utilizé la seleccion in vivo (Pollack y
Fidler, 1982) con lineas celulares de melanoma humano MeWo pigmentadas y A375 no pigmentadas para generar
multiples derivados metastasicos de pulmén de segunda (LM2) y tercera generacion (LM3). La comparacion del
potencial metastasico de las lineas MeWo- LM2 y A375-LM3 mostré que estos derivados metastatizan de una manera
significativamente mas eficiente que sus poblaciones parentales respectivas en los ensayos de colonizacién pulmonar
(Figuras 12A-B). El perfilado de ARN pequefios basado en hibridacion de 894 miARN maduros seguido de PCR
cuantitativa de tallo-bucle (qQRT-PCR) reveld que cuatro miARN (miR-1908, miR-199a-3p, miR-199a-5p, y miR-214)
estaban regulados al alza mas de dos veces en multiples derivados metastasicos A375 y MeWo respecto a sus células
parentales respectivas (Figuras 1A-B, 12C). La induccion significativa de miR-199a-3p, miR-199a-5p, miR-214, y miR-
1908 en multiples derivados metastasicos sugirié un papel promotor de metastasis para estos miARN. La transduccion
mediada por retrovirus y la sobreexpresion de los precursores para miR-199a-3p y miR-199a-5p (sobreexpresados
concomitantemente como la horquilla miR-199a) y miR-1908 dieron lugar a un incremento robusto de la colonizacion
pulmonar metastasica sobre la base tanto de la cuantificacion de la sefial de bioluminiscencia como de la histologia
pulmonar gruesa (Figura 1C, 12D; incremento de 9,64 veces, P = 0,016 para miR-1908; incremento de 8,62 veces, P
= 0,028 para miR-199a), mientras la sobreexpresion de miR-214 no afect6 significativamente la metastasis. De forma
importante, la sobreexpresion de cada miR-199a y miR-1908 incrementé el nimero de nddulos metastasicos formados
(Figura 12E), lo que es consistente con un papel para estos miARN en el inicio metastasico. Estos descubrimientos
también revelaron que miR-199a y miR-1908 eran suficientes para una colonizacion metastasica aumentada.

A continuacion, se llevaron a cabo ensayos para examinar si los niveles endégenos de estos miARN promueven la
metastasis. Para este fin, se inhibieron miR-1908 y cada uno de los dos miARN que surgen de la horquilla miR-199a
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(miR-199a-3p y miR-199a-5p) en las células altamente metastasicas a través de tecnologia miR-Zip. La inhibicion
individual de cada uno de estos miARN suprimio la colonizacion metastasica mas de 7 veces (Figura 1D; P = 0,047
para la inhibicion de miR-1908; P = 0,010 para la inhibicion de miR-199a-3p; P = 0,015 para la inhibicién de miR-199a-
5p) y disminuyé dramaticamente el nimero de nédulos metastasicos formados (Figura 12F).

Para determinar si estos miARN también promueven la metastasis en una linea celular independente, su expresion se
silencio en la linea celular derivada metastasica de A375. De hecho, la inhibicién de miR-1908, miR-199a-3p, o miR-
199a-5p redujo significativamente la capacidad de colonizacion pulmonar de células A375-LM3 metastasicas (Figura
1E), estableciendo que estos tres miARN son promotores enddgenos de la metastasis por células de melanoma
humano.

Dados los papeles funcionales robustos de miR-1908, miR-199a-3p, y miR-199a-5p en la promocién de metastasis de
melanoma en un modelo en ratén de metastasis de células humanas, se llevaron a cabo ensayos adicionales para
examinar si la expresion de estos miARN se correlaciona con la capacidad de las lesiones de melanoma primario
humano de metastatizar. Para este fin, se analizaron 71 lesiones cutaneas de melanoma primario obtenidas de
pacientes del Memorial Sloan-Kettering Cancer Center (MSKCC) de una forma ciega para determinar los niveles de
expresion de miR-1908, miR-199a-3p, y miR-199a-5p mediante gRT-PCR. Consistente con los estudios funcionales
anteriores, los tres miARN se indujeron significativamente en melanomas primarios que habian metastatizado respecto
a aquellos que no lo habian hecho (Figura 1F; P = 0,037 para miR-1908; P = 0,0025 para miR-199a-3p; P = 0,0068
para miR-199a-5p), lo que sugiere que la expresion regulada al alza de estos miARN en lesiones primarias es un
evento temprano predictivo de la progresion del cancer de melanoma.

Ejemplo 3 Mir-1908, mir-199a-3p, y mir-199a-5p promueven la invasion celular y el reclutamiento endotelial

En este Ejemplo, se llevaron a cabo ensayos para determinar los mecanismos celulares por los que miR-1908, miR-
199a-3p, y miR-199a-5p regulan la metastasis.

En primer lugar, se examind si estos miARN promueven la metastasis mediante el aumento de la proliferacion o
crecimiento tumoral. Al contrario de esto, la sobreexpresion de cada miARN redujo la proliferacion celular (Figura 13A).
De forma mas importante, la sobreexpresién de miR-1908 no incrementé el crecimiento tumoral primario, mientras la
sobreexpresion de miR-199a dio lugar de hecho a una disminucion significativa (35%; P < 0,001) en el volumen tumoral
(Figura 2A), lo que indica que los efectos prometastasicos de miR-1908 y miR-199a no son secundarios a la promocioén
del crecimiento tumoral o proliferacion celular aumentada.

A continuacion, se examino si estos miARN regulan la invasion celular, un fenotipo metastasico clave. Las células LM2
metastasicas, que expresan mayores niveles de estos miARN, presentaron una capacidad de invasion de matrigel
significativamente incrementada respecto a su poblaciéon parental menos metastasica (Figura 13B). De acuerdo con
esto, la sobreexpresion de miR-199a y miR-1908 aumenté individualmente la capacidad de las células MeWo
parentales de invadir a través de matrigel (Figura 2B; incremento de tres veces para miR-199; incremento de dos
veces para miR-1908). A la inversa, la inhibicion individual de miR-199a-3p, miR-199a-5p, y miR-1908 disminuyd
significativamente la capacidad invasiva de los derivados de células metastasicas de melanoma MeWo-LM2 (Figura
2C) asi como A375-LM3 (Figura 2D).

Dados los efectos robustos de estos miARN en la progresion metastasica, se llevaron a cabo analisis adicionales para
examinar si pueden regular cualquier fenotipo prometastasico adicional. Aunque la sobreexpresion de miR-199a o
miR-1908 no moduld la adhesion de células de melanoma a células endoteliales (Figura 13C), resistencia a anoikis
(Figuras 13D), supervivencia en el entorno de privacion de suero (Figura 13E), o formacién de colonias (Figura 13F),
cada miARN aumentd dramaticamente (un incremento de mas de tres veces) la capacidad de las células MeWo
parentales de reclutar células endoteliales en ensayos de reclutamiento endotelial trans-well (Figura 2E). Consistente
con esto, las células Mewo-LM2 metastasicas, que sobreexpresan fisioldgicamente miR-199a y miR-1908, fueron mas
eficientes para reclutar células endoteliales respecto a sus células parentales (Figura 13G). A la inversa, la inhibicion
de miR-199a-3p, miR-199a-5p, o miR-1908 en las células metastasicas MeWo-LM2 (Figura 2F) asi como A375-LM3
(Figuras 2G) suprimid el reclutamiento endotelial, lo que es consistente con el requerimiento y suficiencia de estos
miARN para una capacidad aumentada de reclutamiento endotelial de células metastasicas de melanoma.

Para determinar si miR-199a-3p, miR-199a-5p, y miR-1908 enddgenos regulan el reclutamiento endotelial por las
células metastasicas in vivo, se llevaron a cabo ensayos para examinar la densidad de los vasos sanguineos
metastasicos realizando una coinmunotincién para vimentina humana, que marca células de melanoma humano
MeWo, y el antigeno de células endoteliales de ratén (MECA-32), que marca células endoteliales de raton. De forma
sorprendente, la inhibicion de miR-199a-3p, miR-199a-5p, o miR-1908 individualmente dio lugar a disminuciones
pronunciadas (un promedio de 3 veces para miR-199a-3p y miR-199a-5p y 4,7 veces para miR-1908) en la densidad
de los vasos sanguineos en los nédulos metastasicos (Figura 2H; P < 0,001 para miR-199a-3p; P < 0,001 para miR-
199a-5p; y P < 0,001 para miR-1908), lo que revela un papel de estos miARN en la promocién del contenido endotelial
metastasico y angiogénesis metastasica. A la inversa, la sobreexpresion de cada miARN en células de melanoma
poco metastasicas incrementd dramaticamente la densidad de los vasos sanguineos metastasicos (Figura 13H). Estos
descubrimientos revelan que miR-199a-3p, miR-199a-5p, y miR-1908 son necesarios y suficientes para una invasion
y reclutamiento endotelial aumentados durante la progresion del melanoma.
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Ejemplo 4 Mir-1908, mir-199a-3p, y mir-199a-5p toman como diana de forma convergente y cooperativa a Apoe y
DNAJA4

En este ejemplo, se empled una estrategia sistematica y no sesgada para identificar las dianas moleculares directas
de estos miARN.

Como miR-1908, miR-199a-3p, y miR-199a-5p median los mismos conjuntos de fenotipos in vitro e in vivo y miR-199a-
5p y miR-199a-3p surgen de la misma horquilla precursora, se establecid la hipotesis de que los fenotipos
prometastasicos de estos miARN pueden surgir a través del silenciamiento de genes diana comunes. Dado que los
miARN de mamiferos actuan predominantemente desestabilizando los transcritos de ARNm diana (Guo et al., 2010
Nature 466, 835- 840), se realiz6 un perfilado transcriptomico de células de melanoma en el contexto tanto de pérdida
como de ganancia de funcion para cada miARN. Esto reveld un pequefio conjunto de genes que estaban reprimidos
tanto por miR-199a como por miR-1908 y que también presentaban niveles menores en los derivados LM2
metastasicos, que expresan niveles enddégenos mayores de estos miARN (Figura 14A). La RT-PCR cuantitativa valido
dos genes, el gen metabodlico de la Apolipoproteina E (ApoE) y la proteina de choque térmico DNAJA4, como
modulados significativamente por miR-199a y miR-1908 y silenciados dramaticamente en las células LM2 altamente
metastasicas (Figuras 3A'y 14B-D).

Para determinar si ApoE y DNAJA4 son dianas directamente de miR-1908, miR-199a-3p, y miR-199a-5p, se
examinaron los efectos de cada miARN en la estabilidad de sus posibles dianas a través de ensayos del informador
luciferasa heterdlogo. De forma interesante, la sobreexpresion de miR-199a reprimio la estabilidad de la region no
traducida en 3' (UTR) y la secuencia codificadora (CDS) tanto de ApoE como de DNAJA4, mientras la sobreexpresion
de miR-1908 desestabilizé la 3'UTR de ApoE y la 3'UTR y CDS de DNAJA4. Consistente con el direccionamiento
directo, la mutacion de las secuencias complementarias de miARN en cada diana suprimio la regulacion mediada por
miARN (Figura 3B). En un ensayo directo de direccionamiento endégeno, la inhibicion de miARN individuales en
células LM2 metastasicas dio lugar a una estabilidad incrementada de la diana (Figuras 3C) que se suprimi6 después
de mutar los sitios diana de miARN (Figura 14E), lo que revela que ApoE es una diana directa de miR-1908 y miR-
199a-5p y que DNAJA4 es una diana directa de los tres miARN (Figura 3D). De forma importante, las CDS y las 3'UTR
de estos dos genes fueron menos estables en las células LM2 altamente metastasicas, que expresan niveles
fisioldgicamente mayores de los tres miARN reguladores, lo que indica que el direccionamiento endégeno hacia ApoE
y DNAJA4 de estos miARN es relevante para la metastasis de melanoma (Figura 3E).

Dada la convergencia molecular de miR-199a-3p, miR-199a-5p, y miR-1908 en genes diana comunes, se examino a
continuacion si estas dianas, ApoE y DNAJA4, podrian mediar los fenotipos metastasicos conferidos por estos miARN.
La sobreexpresion de cada gen en las células LM2 metastasicas dio lugar a reducciones pronunciadas en los fenotipos
de invasion celular y reclutamiento endotelial (Figuras 3F-G, 14F). A la inversa, la inactivacion de ApoE o DAJA4 en
las células poco metastasicas usando horquillas independentes aumentd significativamente la invasion celular y el
reclutamiento endotelial (Figuras 3H-I, 14G), lo que revela que ApoE y DNAJA4 actian como supresores enddgenos
de estos fenotipos prometastasicos - consistente con el hecho de ser dianas de los miARN promotores de metastasis
mencionados anteriormente.

Ejemplo 5 ApoE y DNAJA4 median la invasion metastasica, reclutamiento endotelial, y colonizacién dependiente de
miR-199a y miR-1908

Para determinar si ApoE y DNAJA4 son los efectores bioldgicos directos aguas abajo de miR-199a y miR-1908, se
llevaron a cabo ensayos para examinar si estos dos genes diana interaccionan epistaticamente con cada miARN.
Como se esperaba, el silenciamiento de los miARN redujo la capacidad de invasion y de reclutamiento endotelial de
células de melanoma altamente metastasicas. De forma importante, la inactivaciéon de ApoE o DNAJA4 en el entorno
de la inhibicion de miARN ocluyé significativamente la supresion de la invasion (Figuras 4A y 4C) y el reclutamiento
endotelial (Figuras 4B y 4D) después del silenciamiento de cada miARN. De forma sorprendente, la inactivacion de
cualquiera de estos genes en células deplecionadas para miR-1908 o miR-199a-5p rescaté completamente la
supresion dramatica de la colonizacion metastasica, que resulta de la inhibicion de miARN (Figura 4E-F, 15E). A la
inversa, la sobreexpresion de ApoE o DNAJA4 en células que sobreexpresan miR-1908 (Figura 4G-H, 15F) o miR-
199a (Figura 15G-I) fue suficiente para suprimir la invasion celular y el reclutamiento endotelial. Adicionalmente, la
sobreexpresion de ApoE o DNAJA4 fue suficiente para inhibir la colonizacion metastasica mediada por miARN (Figura
15J). De forma importante, ApoE y DNAJA4 también se requirieron para la invasion celular y el reclutamiento endotelial
aumentados dependientes de miARN por las células A375-LM3 altamente metastasicas (Figuras 4 I-J, 15K).

Para determinar si ApoE y DNAJA4 también regulan el reclutamiento endotelial metastasico dependiente de miARN
in vivo, se realiz6 la coinmunotincion de metastasis de melanoma (vimentina humana) y células endoteliales (MECA-
32) en nédulos metastasicos pulmonares formados por células con inactivacion para cada uno de estos genes en el
contexto de la inhibicion de miARN. Notablemente, la inactivacion de ApoE o DNAJA4 dio lugar a un incremento
significativo (>3,5 veces) de la densidad de los vasos sanguineos metastasicos en metastasis que surgen de células
con silenciamiento de miARN (Figura 4K, P < 0,01 para células con inactivacion tanto de ApoE como de DNAJA4).
Estos descubrimientos revelan que ApoE y DNAJA4 son efectores directos aguas abajo de los fenotipos de invasion
metastasica, colonizaciéon, y reclutamiento endotelial dependientes de miARN inducidos por estos miARN
prometastasicos en melanoma.
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Ejemplo 6 La ApoE secretada por células de melanoma es un mediador tanto necesario como suficiente de la invasion
y el reclutamiento endotelial, mientras la delecion genética de ApoE promueve la metastasis

ApoE es un factor secretado. Como tal, se examiné si la ApoE secretada por células de melanoma podria suprimir la
invasion y el reclutamiento endotelial. De acuerdo con esto, los niveles de ApoE extracelulares, detectados por ELISA,
fueron 3,5 veces menores en células LM2 metastasicas - que expresan niveles mayores de miR-199a y miR-1908 -
que en sus células parentales menos metastasicas (Figura 5A). Los niveles de ApoE secretada también se suprimieron
significativamente por miR-199a y miR-1908 enddgenos (Figuras 5B y 16A).

A continuacion, la inhibicion de ApoE mediante el uso de un anticuerpo neutralizante (1D7) que reconoce el dominio
de union a receptor de ApoE aumenté tanto la invasion celular (Figura 5C; incremento de 1,68 veces) como el
reclutamiento endotelial (Figura 5D; incremento de 1,84 veces) por las células MeWo parentales, que expresan altos
niveles endogenos de ApoE (Figura 14C). A la inversa, la adicion de ApoE humana recombinante suprimio
significativamente la invasion y el reclutamiento endotelial por células LM2 metastasicas (Figura 5E), que presentan
bajos niveles de ApoE enddgena (Figura 14C). De forma importante, la adicion de ApoE recombinante no afectd la
proliferacion de células de melanoma o células endoteliales in vitro (Figura 16B-C) o la supervivencia en condiciones
de privacion de suero (Figura 16D-E), lo que indica que la supresion de estos fenotipos por ApoE recombinante no es
secundaria a una disminucién de la proliferacion o a una supervivencia alterada. Consistente con que ApoE esté
epistaticamente aguas abajo de miR-199a y miR-1908, la neutralizacion de ApoE con el anticuerpo neutralizante de
ApoE 1D7 suprimi6 significativamente los fenotipos suprimidos de invasion y reclutamiento endotelial observados con
la inhibicion de cada miARN (Figuras 5F-G). Los descubrimientos anteriores revelan que la ApoE secretada por células
de melanoma es un supresor necesario y suficiente de los fenotipos de invasion y reclutamiento endotelial
dependientes de miARN en melanoma.

Se llevaron a cabo ensayos adicionales para investigar el mecanismo por el cual DNAJA4, una proteina de choque
térmico poco caracterizada, media el reclutamiento endotelial y la invasion. Dadas las caracteristicas comunes
fenotipicas presentadas por ApoE y DNAJA4, se establecio la hipotesis de que DNAJA4 puede jugar un papel
regulador y aumentar los niveles de ApoE. De hecho, la inactivacion de DNAJA4 redujo tanto los niveles de transcrito
de ApoE (Figura 16F) como los niveles de ApoE secretada (Figura 5H), mientas la sobreexpresion de DNAJA4 elevd
sustancialmente la expresion de ApoE (Figura 16G). Consistente con que DNAJA4 actia aguas arriba de ApoE, la
adicién de ApoE recombinante suprimié los fenotipos aumentados de invasion celular y reclutamiento endotelial
observados con la inactivacion de DNAJA4 (Figura 5I-J). A la inversa, la supresion de los fenotipos de invasion y
reclutamiento endotelial observados con la sobreexpresion de DNAJA4 se ocluyeron significativamente por la
neutralizacion de ApoE con anticuerpo (Figuras 16H-I). Estos descubrimientos revelan que DNAJA4 suprime la
invasion y el reclutamiento endotelial del melanoma a través de la regulacion positiva de la expresion de ApoE y
secrecion resultante.

A la vista de la convergencia reguladora de los tres miARN promotores de la metastasis y el gen DNAJA4 en ApoE,
se llevaron a cabo ensayos para determinar si la expresion de ApoE se correlaciona con la progresion de melanoma
humano. Para este fin, se analizaron datos publicados de expresién basados en matrices para ApoE (Haqq et al, 2005
Proc. Natl. Acad. Sci. U S A 102, 6092-6097) en lesiones nevi, primarias, y metastasicas. Consistente con un papel
supresor de la metastasis, los niveles de ApoE fueron significativamente menores en metastasis en 6rganos distales
respecto a lesiones primarias (P < 0,025) y nevi (P < 0,0003) (Figura 5K).

Dada su correlacion significativa con la progresion del melanoma humano, a continuacion se examind si el incremento
de la sefalizacion de ApoE en células de melanoma podria tener una eficacia terapéutica en la supresion de las
metastasis de melanoma. Mas especificamente, las células MeWo-LM2 metastasicas se preincubaron con ApoE
recombinante o BSA durante 24 horas antes de la inyeccion en ratones. De forma sorprendente, el pretratamiento de
las células cancerosas con ApoE suprimié de forma robusta la colonizacion metastasica mas de 300 veces (Figura
5L). Esta supresion dramatica de las metastasis por preincubacion con ApoE de células de melanoma refleja que los
efectos de ApoE sobre las células de melanoma son cruciales para el inicio metastasico, ya que las células pretratadas
con ApoE presentan una capacidad invasiva reducida, que es necesaria para iniciar los eventos metastasicos que dan
lugar a la colonizacién pulmonar.

Dada la influencia robusta ejercida por ApoE en la metastasis y los fenotipos metastasicos, asi como su fuerte
asociacion con la progresion del melanoma humano, se llevaron a cabo ensayos adicionales para investigar el impacto
de la delecion genética de ApoE sistémica en la progresion del melanoma en un modelo de ratén inmunocompetente
de metastasis de melanoma. Consistente con un papel supresor importante para ApoE extracelular en las metastasis,
las células B16F 10 de melanoma de ratdn inyectadas en la circulaciéon presentaron un incremento mayor de 7 veces
en la colonizacidon metastasica en ratones con ApoE genéticamente inactivada ratones comparado con sus
compafieros de camada de tipo salvaje (Figura 5M). Estos descubrimientos establecen que ApoE sistémica y
secretada por cancer es un supresor robusto de las metastasis de melanoma humano y de ratén.

Ejemplo 7 La ApoE extracelular toma como diana de forma divergente los receptores LRP1 de células de melanoma
y LRP8 de células endoteliales
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En este ejemplo, se llevaron a cabo ensayos para investigar los mecanismos moleculares por los que ApoE suprime
las metastasis.

Con el fin de identificar el o los receptores de ApoE que median la invasion, todos los cuatro receptores conocidos de
ApoE, VLDLR, LRP1, LRP8, y LDLR (Hatters et al, 2006 Trends Biochem. Sci. 31, 445-454; Hauser et al, 2011 Prog.
Lipid Res. 50, 62-74) se inactivaron en células de melanoma. De forma interesante, la inactivacion de LRP1, pero no
de los demas receptores de ApoE, suprimiod el efecto de supresién de la invasion celular inducido por ApoE
recombinante (Figura 6A). De forma importante, la inactivacion de LRP1 en células LM2 metastasicas, que presentan
bajos niveles de ApoE, solo incrementé de forma modesta la invasion celular (Figura 17A), lo que sugiere que los
efectos de LRP1 estan mediados por la ApoE enddgena.

Para determinar si LRP1 también media los efectos dependientes de miARN en la invasion y colonizacién metastasica,
se inactivd LRP1 en el contexto de inhibicion de miARN. La inactivacion de LRP1 en el entorno de silenciamiento de
miARN rescaté el fenotipo de invasién suprimido que surge de la inhibicion de miARN (Figuras 6B, 17B). Consistente
con estos resultados in vitro, la inactivacion de LRP1 aumenté significativamente la colonizacion metastasica in vivo
por células LM2 silenciadas para miR-1908 (Figura 6C, 17C). Estos descubrimientos revelan que LRP1 esta
epistaticamente aguas abajo de la invasion y colonizacion metastasica de melanoma dependiente de miARN/ApoE.

Aunque el fenotipo de invasion refleja los efectos autonomos de células de ApoE en células de melanoma, el fenotipo
de reclutamiento endotelial sugiere un papel no autbnomo de células de la ApoE expresada por cancer directamente
en las células endoteliales. Consistente con esto, el pretratamiento de células endoteliales con ApoE redujo
significativamente su capacidad de migrar hacia células cancerosas altamente metastasicas (Figura 6D). Con el fin de
identificar el o los receptores de ApoE en las células endoteliales que median el fenotipo de reclutamiento endotelial,
los cuatro receptores de ApoE conocidos se inactivaron en células endoteliales. De forma interesante, a diferencia de
la invasion de células cancerosas, la inactivacion de LRP8 endotelial, pero no de cualquiera de los demas receptores,
suprimié selectivamente y significativamente la inhibicion del reclutamiento endotelial causada por el silenciamiento
de miARN (Figuras 6E, 17D-E). Estos descubrimientos son consistentes con que el receptor LRP8 sea el mediador
endotelial aguas abajo de los efectos en el reclutamiento endotelial dependientes de miARN/ApoE.

A continuacion, se llevaron a cabo ensayos para examinar si la sefializacion de ApoE/LRP8 también podria regular la
migracion endotelial general en un sistema sin células cancerosas. De acuerdo con esto, la neutralizacion con
anticuerpo de ApoE, que esta presente en el medio de las células endoteliales, aumentd significativamente la
migracion endotelial (Figura 6F), mientras la ApoE recombinante fue suficiente para inhibir la migracion endotelial en
un ensayo trans-well (Figura 6G) y en un ensayo quimiotactico basado en gradiente (Figura 6H) de una manera
dependiente del receptor LRP8 de células endoteliales. De forma importante, la adicion de ApoE dio lugar a una
supresion dramatica (mayor de 40 veces) del reclutamiento endotelial inducido por VEGF in vivo en tapones de matrigel
subcutaneos (Figura 6l).

Dado el requerimiento y suficiencia de ApoE para mediar el reclutamiento endotelial, se llevaron a cabo ensayos
adicionales para examinar si la ApoE sistémica podria regular la angiogénesis metastasica. Consistente con la
supresion robusta del contenido endotelial metastasico por ApoE secretada por células de melanoma (Figura 4K), los
ratones con inactivacion genética de ApoE presentaron mayores densidades de vasos sanguineos en sus nédulos
metastasicos pulmonares formados por células B16F10 de melanoma de ratén comparado con sus comparieros de
camada de tipo salvaje (Figura 6J; incremento de 2,41 veces, P = 0,0055). Tomados conjuntamente, los
descubrimientos anteriores revelan papeles duales auténomos de células/no auténomos de células para ApoE en la
supresion de la metastasis a través de una sefalizacion divergente mediada por los receptores LRP1 de células de
melanoma y LRP8 de células endoteliales.

Ejemplo 8 MiR-199a-3p, miR-199a-5p, y miR-1908 como dianas robustas de prondstico y terapéuticas en metastasis
de melanoma

Para examinar si los miARN promotores de la metastasis descritos en la presente memoria podian servir como
predictores clinicos de resultados metastasicos, se cuantificaron los niveles de expresion de miR-199a-3p, miR-199a-
5p, y miR-1908 de una forma ciega por gRT-PCR en una cohorte de muestras de melanoma humano obtenidas de
pacientes en MSKCC. Se determind entonces la relacién entre los niveles de estos miARN en lesiones de melanoma
primarias y los resultados de recidiva metastasica.

De forma importante, los pacientes cuyas lesiones de melanoma primarias expresaban mayores (mayores que la
mediana para la poblacion) niveles de miR-199a-3p, miR-199a-5p, o miR-1908 eran mas propensos a desarrollar
metastasis distales y presentaron tiempos de supervivencia sin metastasis significativamente mas cortos que los
pacientes cuyos melanoma primarios expresaban niveles menores de estos miARN (Figuras 7A-C, P = 0,0032 para
miR-199a-3p, P = 0,0034 para miR-199a- 5p, y P = 0,027 para miR-1908). De forma sorprendente, los niveles de
expresion agregados de los tres miARN presentaron la capacidad de prondstico mas fuerte en la estratificacion de
pacientes en alto riesgo de aquellos con muy bajo riesgo para recidiva metastasica (Figura 7D, P < 0,0001). Estos
descubrimientos clinicos son consistentes con la cooperatividad funcional entre estos miARN en la regulacion de la
progresion del cancer y sugieren la utilidad de estas moléculas como biomarcadores del prondstico clinico de las
metastasis de melanoma.

105



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2765573 T3

A la vista de la ausencia actual de opciones de tratamiento efectivas para la prevencién de las metastasis de melanoma
y el fuerte valor de prondstico de los tres miARN reguladores en las metastasis de melanoma, estos miARN se tomaron
como diana terapéuticamente usando terapia de LNA antisentido (Elmer et al, 2008(a); Elmer et al, 2008(b)). Las
células MeWo-LM2 altamente metastasicas pretratadas con oligonucleétidos LNA antisentido frente a miR-199a-3p,
miR-199a-5p, o miR-1908 maduros presentaron aproximadamente una disminucién de cuatro veces en la actividad
metastasica. Dada la evidencia clinica de cooperatividad entre estos miARN, se examiné el impacto del silenciamiento
de los tres miIARN en la progresion metastasica. De forma importante, la cotransfeccion de LNA frente a los tres miARN
suprimio la colonizacién metastasica mas de setenta veces, lo que revela la sinergia y cooperatividad dramatica entre
los miR-199a-3p, miR-199a-5p, y miR-1908 enddgenos (Figura 7E, P = 0,004). De forma importante, la inhibicion de
estos miARN con un pretratamiento con triple LNA no dio lugar a una disminucion de la proliferacion in vitro (Figura
18 A), lo que indica que el fenotipo de supresion dramatica de la metastasis no es secundario a una proliferacion
alterada. El direccionamiento combinatorio de miARN mediado por LNA en la linea derivada metastasica de A375
independiente también inhibié significativamente la colonizacién pulmonar (Figura 18B).

A continuacion, se examind si la inhibicién combinatoria de miARN inducida por LNA podia suprimir la metastasis de
melanoma sistémica a multiples érganos distantes. De hecho, la inyeccién intracardiaca de células de melanoma
altamente metastasicas pretratadas con una mezcla de LNA dirigidos a los tres miARN reguladores reveld que los
miR-199a-3p, miR-199a-5p, y miR-1908 enddgenos promueven la metastasis de melanoma sistémico (Figura 7F). La
inhibicion mediada por LNA combinatoria de los tres miARN dio lugar a una reduccion en el numero de focos
metastasicos sistémicos (Figura 7G) en sitios distales tales como el cerebro y los huesos (Figuras 7H-I).

Se llevaron a cabo ensayos adicionales para examinar la eficacia terapéutica de LNA optimizados in vivo administrados
sistémicamente en la prevencion de la metastasis del melanoma. Para este fin, se inyectaron células MeWo-LM2
altamente metastasicas en ratones. Al dia siguiente, los ratones se trataron intravenosamente con LNA dirigidos a
miR-199a-3p, miR-199a-5p, y miR-1908 a una dosis baja total de (12,5 mg/kg) en una base bisemanal durante cuatro
semanas. Notablemente, un tratamiento con LNA combinatorio redujo la colonizacion pulmonar 9 veces (Figura 7J, P
=0,031) sin ninguin signo aparente de toxicidad (Figura 18C). Tomados conjuntamente, los descubrimientos anteriores
revelan una nueva red reguladora dependiente de miARN que converge en la sefializacion de ApoE para controlar las
caracteristicas autbnomas de células y no auténomas de células de la progresion metastasica del melanoma (Figura
7K). Los estudios basicos anteriores han identificado un conjunto de miARN con un potencial poderoso de prondstico
y terapéutico en la gestion clinica del melanoma.

Ejemplo 9 La foma como diana dependiente de miARN de la sefializaciéon de ApoE/LRP1 promueve la invasion de
células cancerosas y el reclutamiento endotelial a través de la induccién de CTGF

En este ejemplo, se identificd al Factor de Crecimiento del Tejido Conectivo (CTGF) como un mediador aguas abajo
de la sefalizacion de ApoE/LRP1 en la invasion de células cancerosas y el reclutamiento endotelial. El nivel de
expresion de CTGF, como se determina por analisis de qRT-PCR y ELISA, estda mediado por la sefializacion de
ApoE/LRP1 (Figura 8A, 8B, y 8C). Adicionalmente, la invasion de células cancerosas y el reclutamiento endotelial
regulados por ApoE/LRP1 estan mediados por CTGF (Figura 8D, 8E).

Ejemplo 10 CTGF media la invasion metastasica, el reclutamiento endotelial, y la colonizacion dependientes de miARN

En este Ejemplo, se llevaron a cabo ensayos para investigar si CTGF media la invasion y el reclutamiento endotelial
dependientes de miARN. Brevemente, se realizaron ensayos de invasion celular trans-well y reclutamiento endotelial
en células MeWo parentales que sobreexpresan miR-199a o miR-1908 en presencia de un anticuerpo bloqueante
dirigido a CTGF. De hecho, se encontré que la invasion metastasica y el reclutamiento endotelial dependientes de mir-
199a y mir-1908 estan mediados por CTGF (Figura 9A y 9B). Con el fin de investigar si la metastasis de melanoma in
vivo (colonizacion metastasica) estd mediada por CTGF, se realiz6 imagineria bioluminiscente en metastasis
pulmonares por 5 x 10* células MeWo parentales con inactivacion de CTGF en el entorno de la sobreexpresion de
miR-199a o miR-1908. La inactivacion de CTGF en este entorno dio lugar a una reduccion significativa de las
metastasis de melanoma in vivo (Figura 9C).

Ejemplo 11 El tratamiento con el agonista de LXR GW3965 eleva los niveles de ApoE y DNAJA4 en células de
melanoma y suprime la invasion de células cancerosas, el reclutamiento endotelial, y la colonizaciéon metastasica

Se ha mostrado previamente que agonistas del Receptor X Hepatico (LXR) que son moléculas pequefias incrementan
los niveles de ApoE. Para investigar si el incremento de los niveles de Apo-E a través de la activacion de LXR daba
lugar a un beneficio terapéutico, se llevaron a cabo ensayos para evaluar el efecto del agonista de LXR GW3965
[nombre quimico: hidrocloruro del acido 3-[3-[N-(2-Cloro-3-trifluorometilbencil)-(2,2-difeniletil)amino]propiloxi]
fenilacético) sobre los niveles de Apo-E, invasion de células tumorales, reclutamiento endotelial, y metastasis de
melanoma in vivo (Figura 10). La incubacion de células MeWo parentales en presencia de concentraciones
terapéuticas de GW3965 incremento la expresion de ApoE y DNAJA4 (Figura 10A y 10B). El pretratamiento de células
MeWO con GW3965 disminuyd la invasion de células tumorales (Figura 10C) y el reclutamiento endotelial (Figura
10D). Para ensayar si GW3965 podia inhibir la metastasis in vivo, se administrd a los ratones una dieta de pienso
basado en grano que contenia GW3965 (20mg/kg) o una dieta control, y se ensayaron las metastasis pulmonares
usando bioluminiscencia después de la inyeccion a través de la vena de la cola de 4 x 10* células MeWo parentales

106



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2765573 T3

en los ratones (Figura 10E). La administracion oral de GW3965 a los ratones de esta manera dio lugar a una reduccion
significativa de las metastasis de melanoma in vivo (Figura 10E).

Ejemplo 12 Identificacion de mir-7 como un supresor endégeno de metastasis de melanoma

En este ejemplo, se identifico a miR-7 como un supresor endégeno de metastasis de melanoma (Figura 11). Para
ensayar si miR-7 suprime las metastasis de melanoma in vivo, se inactivé su expresion en células MeWo parentales
usando la tecnologia miR-Zip (Figura 11A). La representacion de imagineria bioluminiscente de la colonizacion
metastasica pulmonar después de la inyeccidn intravenosa de 4 x 10* células MeWo parentales que expresaban un
inhibidor de horquilla corta (miR-Zip) de miR-7 (miR-7 KD) incremento significativamente las metastasis pulmonares
in vivo (Figura 11A). A la inversa, la sobreexpresion de miR-7 en células LM2 redujo significativamente las metastasis
pulmonares in vivo (Figura 11B).

La complejidad del cancer requiere la aplicacion de andlisis sistematicos (Pe'er y Hacohen, 2011). A través de una
estrategia sistematica global, se descubrié una red cooperativa de miARN. Los miARN i) estan regulados al alza en
células de melanoma humano altamente metastasicas, ii) se requieren y son suficientes para la colonizacion y
angiogénesis metastasicas en melanoma, vy iii) son predictores patologicos robustos de la recidiva metastasica de
melanoma humano. A través de una estrategia de identificacion de dianas con base transcriptomica y guiada
bioldgicamente, se encontré que miR-1908, miR-199a-3p, y miR-199a-5p tenian como diana de manera convergente
el factor de choque térmico DNAJA4 y el gen metabdlico ApoE. El requerimiento de cada miARN individual para la
metastasis indica que estos tres miARN convergentes no son redundantes en la promocion de las metastasis de
melanoma, mientras la supresion de metastasis robusta sinérgica conseguida por la inhibicion de miARN combinatoria
revela una cooperatividad funcional entre estos miARN, conseguida presumiblemente a través del silenciamiento
maximo de ApoE y DNAJA4. La identificacion de ApoE como un gen regulado negativamente por tres miARN
promotores de metastasis, regulados positivamente por un gen supresor de metastasis (DNAJA4), y silenciado en
muestras clinicas de metastasis resalta la significancia de este gen como un supresor de la progresion del melanoma.

Ejemplo 13 Identificacion de la sefalizacion de LXRB como una nueva diana terapéutica en melanoma

Para identificar los receptores de hormonas nucleares que muestran una amplia expresion en melanoma, examinamos
los niveles de expresion de todos los miembros de la familia de receptores de hormonas nucleares en la coleccién
NCI-60 de lineas celulares de melanoma humano. Varios receptores presentaron una expresion estable en las
multiples lineas de melanoma, lo que sugiere que podian representar nuevas dianas potenciales en melanoma
(Figuras 19A y 20A). Notablemente, de estos, se ha mostrado previamente que los receptores X hepaticos (LXR)
aumentan la transcripcion de ApoE en adipocitos y macrofagos (Laffitte et al., 2001), mientras que se encontré que la
activacion farmacolégica de los RXR dirigia la expresién de ApoE en modelos de Alzheimer preclinicos (Cramer et al.,
2012).

Dado el papel supresor de metastasis recientemente descubierto de ApoE en melanoma (Pencheva et al., 2012), la
expresion basal ubicua de LXRB y RXRa en melanoma, y la disponibilidad de agentes farmacoldgicos para activar
terapéuticamente los LXR y RXR, investigamos si la activacion de los LXR o RXR en células de melanoma podria
inhibir los fenotipos de progresion del melanoma. A la luz de los papeles establecidos de los receptores de hormonas
nucleares tales como ER y AR en la regulaciéon de la proliferacion celular en el cancer de mama y de prostata,
examinamos en primer lugar si el agonismo farmacolégico de los LXR o RXR en células de melanoma afecta el
crecimiento celular in vitro.

El tratamiento de células de melanoma con dos agonistas de LXR estructuralmente distintos, GW3965 2 o T0901317
1, o el agonista de RXR bexaroteno no afectd las tasas de proliferacion celular o viabilidad celular (Figura 20 B-C). A
continuacion, evaluamos los efectos de la activacion de LXR o RXR en la invasion celular y el reclutamiento endotelial
- fenotipos presentados por poblaciones de melanoma metastasico y cancer de mama metastasico (Pencheva et al.,
2012; Png et al., 2012). El tratamiento de las lineas de melanoma humano mutacionalmente diversas MeWo (B-Raf/N-
Ras tipo salvaje), HT-144 (B-Raf mutante), y SK-Mel-2 (N-Ras mutante), asi como la linea de melanoma humano
primario SK-Mel-334.2 (B-Raf mutante) con GW3965 2 o T0901317 1 suprimi6 de forma consistente la capacidad de
las células de melanoma de invadir a través de matrigel y de reclutar células endoteliales en ensayos trans-well (Figura
19B-C). En comparacion, el tratamiento con bexaroteno suprimié la invasion en solo la mitad de las lineas de
melanoma ensayadas y no afecté significativamente el fenotipo de reclutamiento endotelial (Figuras 19B-C).

Dada la superioridad del agonismo de LXR sobre RXR en la inhibicion amplia tanto de la invasion celular como del
reclutamiento endotelial en multiples lineas de melanoma, investigamos el requerimiento de la sefializacion de LXR
en la mediacioén de los efectos supresores de los agonistas de LXR. La inactivacion de LXRB de melanoma, pero no
de LXRa, suprimi6 la capacidad de GW3965 2 y T0901317 1 de suprimir la invasion y el reclutamiento endotelial
(Figura 19D-G y Figuras 20D-G), lo que revela que el LXR(B de células de melanoma es la diana funcional de los
agonistas de LXR en la incitacion de la supresion de estos fenotipos in vitro. Nuestros descubrimientos moleculares
son consistentes con que LXRQ sea la isoforma de LXR predominante expresada por células de melanoma (Figura
19A, P < 0,0001).
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La expresion basal ubicua de LXRB en melanoma es probablemente un reflejo del papel general que juegan los LXR
en el control del transporte, sintesis, y catabolismo de lipidos (Calkin y Tontonoz, 2013). Aunque dicha expresion
estable de LXRp seria clave para mantener el metabolismo y crecimiento de las células de melanoma, también hace
que la sefalizacion de LXR sea un candidato atractivo para el direccionamiento terapéutico de amplio espectro en
melanoma.

Ejemplo 14 La Administracion terapéutica de agonistas de LXR suprime el crecimiento tumoral del melanoma

Los agonistas de LXR se desarrollaron originalmente como candidatos de farmacos orales para el propésito de
disminuir el colesterol en pacientes con dislipidemia y aterosclerosis (Collins et al., 2002; Joseph y Tontonoz, 2003).
Estos compuestos se abandonaron clinicamente por su incapacidad de reducir los niveles de lipidos en modelos
preclinicos en animales grandes (Groot et al., 2005).

Dada la capacidad robusta de GW3965 2y T0901317 1 de suprimir los fenotipos de progresion del melanoma in vitro
(Figura 19B-C), investigamos si la activacion terapéutica de LXR podria utilizarse para el tratamiento del melanoma.
De hecho, la administracion oral de GW3965 2 o T0901317 1 a dosis bajas (20 mg/kg), posteriormente a la formacion
de tumores subcutaneos con un volumen de 5-10 mm?3, suprimio el crecimiento tumoral por las células agresivas de
melanoma de raton B16F10 en un modelo inmunocompetente un 67% y 61%, respectivamente (Figura 21A-B). La
administracion de una dosis mayor de agonista de LXR (100 mg/kg) dio lugar a una reduccion de 80% en el crecimiento
tumoral (Figura 21A), consistente con efectos supresores dependientes de la dosis.

La administracion oral de GW3965 2 también suprimié de forma robusta el crecimiento tumoral por las lineas celulares
de melanoma humano MeWo (inhibicion del 70%) y SK-Mel-2 (inhibicién del 49%), asi como la linea de melanoma
primario humano SK-Mel-334.2 (inhibicion del 73%) (Figura 21C-E y Figura 22A).

Animados por el impacto robusto supresor de tumores de los agonistas de LXR en tumores pequefios (5-10 mm3)
(Figura 21A-E), investigamos a continuacion si la terapia de activacion de LXR podia inhibir el crecimiento de tumores
grandes (~150 mm?).

Encontramos que el tratamiento con GW3965 2 dio lugar a una reduccion de aproximadamente el 50% en el
crecimiento de tumores B16F 10 grandes establecidos (Figura 21F). De forma importante, la administracion terapéutica
de GW3965 2 posteriormente al establecimiento de los tumores prolongd sustancialmente el tiempo de supervivencia
global de ratones inmunocompetentes a los que se inyectaron células B16F10, ratones inmunocomprometidos que
portaban xenoinjertos tumorales derivados de la linea de melanoma humano establecido MeWo, asi como la linea de
melanoma humano primario SK-Mel.334-2 (Figura 21G-1). Estos descubrimientos son consistentes con una capacidad
de respuesta de amplio espectro a la terapia de activacion de LXR en tumores de melanoma establecidos melanéticos
y amelandticos de diversos subtipos mutacionales: B-Raf y N-Ras de tipo salvaje (B16F10 y MeWo; Figura 21A-C), B-
Raf mutante (SK-Mel-334.2; Figura 21D), y N-Ras mutante (SK-Mel-2; Figura 21E).

A continuacion, buscamos determinar los fenotipos bioldgicos celulares regulados por los agonistas de LXR en la
supresion del crecimiento tumoral. Consistente con los efectos inhibidores de GW3965 2 en el reclutamiento endotelial
por células de melanoma in vitro, la administracion de GW3965 2 dio lugar a una reduccion de aproximadamente 2
veces en el contenido de células endoteliales de los tumores (Figura 21J). Este efecto estuvo acompafiado de una
disminucion modesta (23%) en el nimero de células tumorales con proliferacion activa in vivo (Figura 21K) sin un
cambio en el niumero de células apoptéticas (Figura 21L). Estos resultados sugieren que, ademas de reducir la invasion
tumoral local, la activacion de LXR suprime el crecimiento tumoral del melanoma principalmente a través de la
inhibicién de la angiogénesis tumoral con una reduccion resultante en la proliferacion in vivo.

Ejemplo 15 El agonismo de LXR suprime las metastasis de melanoma al pulmén y cerebro e inhibe la progresion de
metastasis incipientes

Los fuertes efectos supresores de los agonistas de LXR en el crecimiento tumoral de melanoma nos motivaron a
examinar si la activacion de LXR podia suprimir también la colonizacién metastasica por células de melanoma. Para
este fin, el pretratamiento de células de melanoma humano MeWo con GW3965 2 dio lugar a una reduccion de mas
de 50 veces en su capacidad de colonizacion metastasica (Figura 23A). A la luz de este efecto inhibidor dramatico,
evaluamos a continuacion la capacidad de agonistas de LXR administrados oralmente de suprimir las metastasis. Los
ratones inmunocomprometidos a los que se habia administrado oralmente GW3965 2 o T0901317 1 experimentaron
reducciones respectivas de 31 veces y 23 veces en la colonizacion metastasica pulmonar por células humanas MeWo
(Figura 23B-C). El tratamiento con GW3965 2 también suprimié la colonizacion metastasica por la linea de melanoma
HT-144 (Figura 23D) asi como la linea de melanoma primario SK-Mel-334.2 (Figura 23E).

GW3965 2 es una molécula lipofilica que puede cruzar de manera eficiente la barrera hematoencefalica y activar
potentemente la sefializacion de LXR en el cerebro. Consistente con esto, se ha mostrado previamente que la
administracion oral de GW3965 2 mejora la patologia de las placas amiloides y los déficits de memoria en modelos
preclinicos de la enfermedad de Alzheimer (Jiang et al, 2008). Nos preguntamos asi si el agonismo de LXR podria
presentar una actividad terapéutica en la supresion de las metastasis cerebrales del melanoma - un resultado temido
del melanoma con una necesidad urgente de terapias efectivas (Fonkem et al., 2012). Notablemente, la administracion
oral de GW3965 2 inhibio tanto la diseminacion sistémica como la colonizacion cerebral después de la inyeccion
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intracardiaca de células de melanoma metastasicas en el cerebro derivadas de la linea parental MeWo (Figura 23F).
Estos resultados revelan una supresion robusta de la metastasis por la terapia de activacion de LXR en multiples
lineas de melanoma y en multiples sitios metastasicos en érganos distales.

Animados por los efectos robustos observados en la supresion de la formacion de metastasis (Figura 23A-F), a
continuacién buscamos determinar si la terapia de activacion de LXR podria parar la progresion de las células de
melanoma que ya se han diseminado metastasicamente. En primer lugar, ensayamos la capacidad de GW3965 2 de
reducir la colonizacién pulmonar por células de melanoma que se diseminan desde un sitio ortotépico después de la
eliminacion del tumor primario (Figura 23G). De forma importante, la administracion oral de GW3965 2 después de la
escision tumoral inhibié la colonizacion pulmonar por células de melanoma diseminadas 17 veces (Figura 23H). De
forma importante, el tratamiento de ratones con GW3965 2 también suprimié dramaticamente (28 veces) la
colonizacién por metastasis pulmonares incipientes que habian progresado 8 veces desde la linea base a la siembra
(Figura 23l). Consistente con que la activacion de LXR inhibe el inicio metastasico, el tratamiento con GW3965 2
disminuy6 el nimero de nédulos metastasicos macroscopicos formados (Figura 23J). Finalmente, el tratamiento de
ratones con GW3965 2 en este contexto preclinico 'adyuvante' prolongdé significativamente sus tiempos de
supervivencia después de la colonizacién metastasica (Figura 23K).

Ejemplo 16 La activacion de LXR reduce la progresion y metastasis del melanoma en un modelo de melanoma dirigido
genéticamente en ratén

Aproximadamente el 60% de los tumores de melanoma humano estan marcados por mutaciones activadoras en el
oncogén Braf, siendo una variante de un unico aminoacido, B-Raf"¢%°¢, |la mutacién predominante encontrada (Davies
et al., 2002). Cerca del 20% de los melanomas presentan mutaciones activadoras en B-Raf con el silenciamiento
concurrente del supresor tumoral Pten, que dirige la progresion a un estado de melanoma maligno (Tsao et al., 2004;
Chin et al., 2006). Recientemente, se ha mostrado que la activacion de B-Raf y pérdida de Pten condicional dirigidas
por tirosinasa (Tyr) cooperan genéticamente para dirigir la progresion del melanoma en ratones (Dankort et al., 2009).

Para determinar si la activaciéon de LXR podria suprimir la progresion del melanoma en este modelo iniciado
genéticamente, inducimos melanomas en ratones Tyr:CreER; B-Raf%%%*; Ppten/™* y Tyr:CreER; B-Raf0%%*;
Pten’/°x por la administracion intraperitoneal de 4-hidroxitamoxifeno (4-HT). Notablemente, la administracion oral de
GW3965 2 después del inicio del melanoma atenud la progresion tumoral y prolongé significativamente los tiempos
de supervivencia global de ratones tanto heterocigotos para PTEN Tyr:CreER; B-Raf'6%%*; Pten/** como
homocigotos para PTEN Tyr:CreER; B-Raf'®%%*; Pten/*ox (Figura 24A-B y Figura 25A-B). A continuacion,
examinamos la capacidad de GW3965 2 de suprimir la metastasis de melanoma en este contexto genético. Aunque
no detectamos metastasis macroscopicas en los pulmones o cerebros de los ratones control Tyr::CreER; B-RafV6%0+;
Pten’oox tratados con 4-HT, observamos de forma consistente metastasis de melanoma en los nddulos linfaticos de
las glandulas salivares. De forma importante, los ratones Tyr::CreER; B-Raf'6%%E/; Ptenloviox tratados con GW3965 2
presentaron una disminucion en el nimero de metastasis linfaticas detectadas post-mortem (Figura 24C). Estos
descubrimientos indican que la activacion de LXR inhibe la metastasis ortotépica en un modelo de melanoma dirigido
genéticamente, ademas de sus efectos supresores en la progresion de tumor de melanoma primario.

La cooperatividad entre la activacion de B-Raf y la pérdida de Pten en la direccion de la progresion del melanoma
puede aumentarse mas por la inactivacion de CDKNZ2A, un regulador del ciclo celular mutado frecuentemente en
melanomas familiares (Hussussian et al., 1994; Kamb et al., 1994). Examinamos asi el efecto de la activacion de LXR
en los melanomas B-Raf'6%%%*; pten”; CDKN2A~, lo que nos permitié ensayar la eficacia terapéutica del agonismo de
LXR en un modelo de progresién de melanoma dirigido genéticamente mas agresivo. De forma importante, la
administracion terapéutica de GW3965 2 inhibié de forma robusta el crecimiento tumoral y la metastasis pulmonar por
células de melanoma primario de raton B-Raf'%%%%*; Pten’”; CDKN2A”, inyectadas en ratones singénicos
inmunocompetentes y prolongo la supervivencia global de ratones que portaban la carga de melanoma B-Raf/600F+;
Pten”; CDKN2A” (Figura 24D-F). Tomados conjuntamente, la supresion robusta de la progresion del melanoma en
modelos de melanoma en ratones inmunocompetentes independientes de xenoinjertos e inducidos genéticamente que
presentan los diversos perfiles mutaciones de los melanomas humanos motiva el ensayo clinico de la terapia de
activacion de LXR.

Ejemplo 17 La activacion farmacoldgica de LXRf suprime los fenotipos de melanoma por la induccion transcripcional
de la expresion de ApoE por células de melanoma

A continuacion, buscamos determinar la diana molecular aguas abajo de LXR que media la supresion de la progresion
del melanoma. Para este fin, perfilamos transcriptomicamente células de melanoma MeWo humanas tratadas con el
agonista de LXR GW3965 2.

De los 365 genes que se indujeron significativamente en respuesta a la activacion de LXR, identificamos ApoE, una
diana transcripcional de los LXR validada previamente en macroéfagos y adipocitos (Laffitte et al., 2001), como el factor
secretado mas regulado al alza en células de melanoma (Figura 26). La validaciéon por PCR cuantitativa en tiempo real
(qRT-PCR) reveld una regulacion al alza robusta de la expresion del transcrito de ApoE después del tratamiento con
agonistas de LXR independientes en multiples lineas de melanoma humano (Figura 27A-C).
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A la vista de la funcién supresora de metastasis de ApoE reportada previamente en melanoma (Pencheva et al., 2012),
investigamos si la activacion de LXRp suprime la progresion del melanoma a través de la induccion transcripcional de
ApoE. De hecho, se encontré que GW3965 2 y T0901317 1 aumentan la actividad dirigida por las células de melanoma
de una construccion de informador de luciferasa que contiene el promotor de ApoE fusionado con cualquiera de dos
elementos multipotenciadores de union a LXR caracterizados previamente (ME.1 o ME.2) (Laffitte et al., 2001) (Figura
28A). De forma importante, esta induccién transcripcional dio lugar a niveles elevados de proteina ApoE secretada
(Figura 28B). Consistente con el direccionamiento directo de LXRB a ApoE en células de melanoma, la neutralizacion
de ApoE extracelular con un anticuerpo bloqueé completamente la supresién mediada por LXRp de la invasion celular
y el reclutamiento endotelial y aumentoé adicionalmente estos fenotipos respecto al tratamiento con IgG control (Figura
28C-G y Figura 27D-F), lo que revela que los efectos del agonismo de LXR estan modulados por la ApoE extracelular.

Adicionalmente, la inactivaciéon molecular de ApoE en células de melanoma también bloqueé la supresion mediada
por GW3965 2 de los fenotipos de invasion celular y reclutamiento endotelial (Figura 27G-H). De acuerdo con esto, la
deplecion de células de melanoma de LXRf, pero no de LXRa, suprimié la capacidad de GW3965 2 y T0901317 1 de
regular al alza la transcripcion de ApoE y finalmente la expresion de la proteina (Figura 28H-I y Figura 27I-K).
Colectivamente, estos descubrimientos indican que la activacion farmacolégica de LXR, la isoforma predominante
de LXR expresada por células de melanoma, suprime la invasion celular intrinseca y el reclutamiento endotelial por
células de melanoma a través de la activacion transcripcional de la expresion de ApoE en células de melanoma.

Ejemplo 18 Implicacion de ApoE derivada de melanoma y sistémica por la terapia de activacion de LXRf3

La supresion inducida por LXRB de los fenotipos clave del melanoma por ApoE extracelular in vitro sugirié que los
efectos supresores de los agonistas de LXR in vivo podrian aumentar mas por la activacion de los LXR en los tejidos
periféricos, que podrian servir como fuentes robustas de ApoE extracelular.

De forma importante, dichos tejidos no transformados serian menos vulnerables a desarrollar resistencia a la terapia
de activacion de LXR, permitiendo la induccion crénica de ApoE en pacientes. Investigamos asi si el agonismo de LXR
terapéutico suprime la progresion de melanoma mediante la induccion de ApoE derivada de células de melanoma o
tejidos sistémicos. Consistente con que el agonismo de LXR( incrementa la expresion de ApoE en células de
melanoma in vivo, los niveles del transcrito de ApoE se regularon al alza en tumores primarios de melanoma, asi como
en metastasis de melanoma en pulmén y cerebro disociados de ratones que se alimentaron con una dieta
suplementada con agonista de LXR (Figura 29A-E). De forma importante, el tratamiento de ratones bien con GW3965
2 0 T0901317 1 elevo significativamente la expresion de la proteina ApoE en tejidos sistémicos adiposo, de pulmén y
cerebro de los ratones (Figuras 30A-B) y también regulé al alza los niveles de transcrito de ApoE en células sanguineas
blancas circulantes (Figura 30C). Estos resultados indican que la terapia de activacion de LXR induce tanto la
expresion de ApoE en células de melanoma como en tejidos sistémicos in vivo.

Para determinar el requerimiento in vivo de la activacion de LXR derivada de melanoma y sistémica para los efectos
supresores de tumores de los agonistas de LXR administrados oralmente, ensayamos en primer lugar la capacidad
de GW3965 2 de suprimir el crecimiento tumoral por células de melanoma ratén B16F10 deplecionadas de LXR}.

Consistente con nuestros descubrimientos en células de melanoma humano, la inactivacion de LXRB de células de
melanoma de ratén suprimio la induccion de la expresion de ApoE mediada por GW3965 (Figura 29F-H). A pesar de
esto, la inactivacion de LXR( de células de melanoma fue incapaz de prevenir la supresion del crecimiento tumoral
por GW3965 2 (Figura 29D), lo que implica un papel para la activacion de LXR sistémica en la inhibicion del crecimiento
tumoral por GW3965 2. Para identificar la isoforma de LXR que media esta supresion no auténoma de tumor del
crecimiento del melanoma por agonistas de LXR, examinamos los efectos de GW3965 2 en tumores implantados en
ratones con inactivacion genética de LXRa o LXR[. De forma interesante, la ablacion genética de LXRf sistémica
bloqued la capacidad de GW3965 de suprimir el crecimiento tumoral del melanoma, mientras la inactivacién de LXRa
no tuvo efecto en la inhibicién del crecimiento tumoral por GW3965 (Figura 6D). De forma importante, la regulacion al
alza de la expresion de ApoE sistémica por GW3965 2, un agonista con una actividad 6 veces mayor para LXRf que
para LXRa, se suprimio en ratones LXRg -/-, pero no en ratones LXRa -/- (Figura 30E y Figura 29I). Estos resultados
indican que la induccion de ApoE por GW3965 2 en tejidos periféricos esta dirigida predominantemente por la
activacion de LXR} sistémica. De acuerdo con esto, encontramos que LXR sistémica era la diana molecular principal
y efector de GW3965 2 en la mediacion de la supresion del crecimiento tumoral del melanoma.

A continuacion, examinamos si ApoE se requiere para los efectos supresores de melanoma in vivo de los agonistas
de LXR. Consistente con la ausencia de un impacto de la inactivacion de LXRf de células de melanoma en la actividad
supresora de tumores de GW3965 2, la deplecion de ApoE de células de melanoma tampoco previno la inhibicion del
crecimiento tumoral por GW3965 2 (Figura 29F-H y Figura 30F). Estos descubrimientos sugieren que los efectos
supresores de tumores de GW3965 2 podrian estar mediados principalmente a través de la induccién de ApoE en
tejidos sistémicos.

De hecho, GW3965 2 fue completamente inefectivo en la supresién del crecimiento tumoral en ratones con inactivacion
genética de ApoE (Figura 30F), lo que revela que la ApoE sistémica es el efector aguas abajo de LXR sistémico para
dirigir la supresion del crecimiento tumoral del melanoma. De forma interesante, a diferencia de la regulacion del
crecimiento tumoral primario, la inactivacién de la ApoE de células de melanoma previno parcialmente el efecto
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supresor de metastasis de GW3965 2 (Figura 30G). De forma similar, también la inactivacion genética de ApoE solo
previno parcialmente la supresion de metastasis incitada por GW3965 2 (Figura 30G). La inhibicion de metastasis
dirigida por GW3965 se bloque6é completamente solo en el contexto tanto de la inactivacion de ApoE de células de
melanoma como la inactivacion genética de ApoE sistémica (Figura 30G), indicativo de un requerimiento de la
implicacion tanto de ApoE derivada de células de melanoma como sistémica por LXRp en la supresion de metastasis.
Concluimos asi que los efectos de la activacion de LXRB en el crecimiento tumoral primario estan incitados
principalmente a través de lainduccion de ApoE sistémica, mientras los efectos del agonismo de LXR en la metastasis
estan mediados a través de la induccion transcripcional de ApoE tanto en células de melanoma como en tejidos
sistémicos.

La identificacion de ApoE como el Unico mediador aguas abajo de la supresion de fenotipos de melanoma inducida
por LXR} relata mas la importancia de este gen como un supresor de la progresion del melanoma. Para determinar si
la expresion de ApoE es un pronéstico clinico de los resultados metastasicos del melanoma, evaluamos los niveles
de la proteina ApoE mediante la realizacion de analisis de inmunohistoquimica ciegos en 71 lesiones de melanoma
primario humano extraidas quirdrgicamente.

Encontramos que los pacientes cuyos melanomas habian metastatizado presentaban una expresion de ApoE
aproximadamente 3 veces menor en sus tumores primarios respecto a los pacientes cuyos melanomas no habian
metastatizado (Figura 30H, P = 0,002). De forma importante, los niveles de expresion de ApoE en las lesiones de
melanoma primario de los pacientes estratificé de forma robusta a los pacientes en alto riesgo respecto a los que
presentaban bajo riesgo de recidiva metastasica (Figura 301, P = 0.002). Estas observaciones son consistentes con
descubrimientos previos que revelaron niveles significativamente menores de ApoE en metastasis de melanoma
distantes respecto a las lesiones primarias (Pencheva et al., 2012). Colectivamente, este trabajo indica que ApoE,
como un unico gen, podria actuar probablemente como un biomarcador de prondstico y predictivo en melanomas
primarios para identificar a pacientes que i.) estan en riesgo de recidiva metastasica de melanoma y como tal ii.)
podrian obtener un beneficio clinico de la induccion de ApoE mediada por un agonista de LXR.

Ejemplo 19 La terapia de activacion de LXRB suprime el crecimiento de melanomas resistentes a dacarbazina y
vemurafenib

Animados por la capacidad robusta de la terapia de activacion de LXRB para suprimir el crecimiento tumoral y
metastasis de melanoma en un amplio rango de lineas de melanoma con diversos fondos mutacionales, a continuacion
buscamos determinar si los melanomas que son resistentes a dos de los agentes clinicos principales usados en la
gestion del melanoma metastasico - dacarbazina y vemurafenib - podrian responder a la terapia de activacion de
LXRB.

Para este fin, generamos clones de B16F 10 resistentes a dacarbazina (DTIC) mediante el cultivo continuo de células
de melanoma en presencia de DTIC durante dos meses. Esto rindié una poblacién de células que presentaba un
incremento de 7 veces en la viabilidad en respuesta al tratamiento con alta dosis de DTIC comparado con la linea
celular B16F10 parental (Figura 31A). Para confirmar que este clon de DITC derivado in vitro también era resistente a
DTIC in vivo, evaluamos los efectos del tratamiento con dacarbazina en el crecimiento tumoral.

Aunque la dacarbazina suprimié significativamente el crecimiento de la linea parental sensible a DTIC (Figura 31B),
no afecto el crecimiento tumoral por las células B16F10 resistentes a DTIC (Figura 31C). GW3965 2 suprimié de forma
robusta el crecimiento tumoral por el clon de melanoma B16F10 resistente a DTIC mas del 70% (Figuras 31C-D). De
forma importante, la administracion oral de GW3965 2 también inhibié fuertemente el crecimiento de tumores de
melanoma humano resistentes a DTIC derivados in vivo formados por la linea celular MeWo independiente (Figura
31E-F y Figura 32A).

Estos resultados revelan que el agonismo de LXR es efectivo para suprimir multiples poblaciones de células de
melanoma que son resistentes a dacarbazina - el Unico quimioterapéutico citotdxico aprobado por la FDA en melanoma
metastasico. Nuestros descubrimientos tienen implicaciones clinicas importantes para el tratamiento del melanoma ya
que todos los pacientes en estadio IV que se tratan con dacarbazina progresan finalmente desarrollando tumores que
son resistentes a este agente.

Ensayamos el impacto de la terapia de activacion de LXRp en células de melanoma resistentes al inhibidor de quinasa
B-Raf aprobado recientemente, vemurafenib- un régimen que muestra actividad frente a melanomas mutantes para
B-Raf (Bollag et al., 2010; Sosman et al., 2012). Numerosos investigadores han derivado lineas de melanoma
resistentes a vemurafenib (Poulikakos et al., 2011; Shi et al, 2012, Das Thakur et al, 2013). El tratamiento con GW3965
2 suprimio el crecimiento de la linea resistente a vemurafenib SK-Mel-239 derivada previamente un 72% (Figura 31G)
y prolongd significativamente la supervivencia de ratones que portaban carga de melanoma resistente a vemurafenib
(Figura 31H). Nuestros descubrimientos de estudios farmacoldgicos, moleculares y genéticos combinados en diversos
modelos preclinicos de melanoma establecen que el direccionamiento de LXR es una nueva estrategia terapéutica
que suprime de forma robusta el crecimiento tumoral y la metastasis de melanoma a través de la induccion
transcripcional de ApoE - un supresor clave de la invasion y angiogénesis metastasica del melanoma (Pencheva et
al., 2012; Figura 31I).
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Ejemplo 20 El tratamiento con ApoE inhibe la invasion de células tumorales y el reclutamiento endotelial en multiples
tipos de cancer, incluyendo cancer de mama, cancer de células renales y cancer pancreatico

Con el fin de determinar si el tratamiento con ApoE podria ser efectivo para tratar tipos de cancer ademas de
melanoma, se realizaron ensayos in vitro para evaluar el efecto del tratamiento con ApoE en varias lineas celulares
de cancer diferentes, incluyendo lineas celulares de cancer de mama, cancer de células renales, y cancer pancreatico
(Figura 33).

La capacidad de las células cancerosas de invadir a través de matrigel in vitro se ensay6 usando un sistema de
camaras de invasion de matrigel trans-well (354480, BD Biosciences). Se privé de suero a varias lineas celulares de
cancer toda la noche en medio que contenia FBS al 0,2%. Al dia siguiente, se preequilibraron las camaras de invasion
antes del ensayo mediante la adicion de 0,5 mL de medio de privacion a los pocillos superiores e inferiores. Mientras
tanto, las células cancerosas se tripsinizaron y las células viables se contaron usando la tincion de exclusion de células
muertas con azul de tripan. Las células cancerosas se resuspendieron entonces a una concentracion de 1 x 10%
células/1 mL de medio de privacion, y se sembraron 0,5 mL de suspension celular, que contenia 5 x 10* células en
cada trans-well. Para determinar el efecto de ApoE recombinante en la invasién de las células cancerosas, se
afadieron ApoE3 humana recombinante (4696, Biovision) o BSA a cada trans-well a 100 pg/mL al inicio del ensayo.
El ensayo de invasion se dejé proceder durante 24 horas a 37 °C. Después de la complecion del ensayo, los insertos
se lavaron en PBS, las células que no invadieron se rasparon suavemente del lado superior de cada inserto usando
puntas q, y las células que invadieron en el lado basal del inserto se fijaron en PFA al 4% durante 15 minutos a
temperatura ambiente. Después de la fijacion, los insertos se lavaron en PBS y se cortaron entonces y se montaron
en portaobjetos usando medio de montaje VectaShield que contenia la tincion nuclear DAPI (H-1000, Vector
Laboratories). Se formaron imagenes del lado basal de cada inserto usando un microscopio de fluorescencia invertido
(Zeiss Axiovert 40 CFL) a un aumento 5X, y se cuantificd el nimero de células positivas para DAPI usando ImageJ.

De hecho, el tratamiento con ApoE inhibié tanto la invasion de células tumorales como el reclutamiento endotelial en
los tres de estos tipos de cancer (Figura 33A-I).

Ejemplo 21 Los agonistas de LXR LXR-623, WO-2007-002563 Ej. 19, WO-2010-0138598 Ej. 9, y SB742881, inducen
la expresion de ApoE en células de melanoma humano

Dado que la activacion de ApoE por tratamiento con los agonistas de LXR GW3965 2 y T0901317 1 dio lugar a un
beneficio terapéutico para inhibir el crecimiento tumoral y la metastasis, a continuacién examinamos la capacidad de
otros agonistas de LXR para inducir la expresion de ApoE en lineas celulares de melanoma humano (Figura 34).

Para determinar el efecto de los varios agonistas de LXR (LXR-623, WO-2007-002563 Ej. 19, WO-2010-0138598 E;.
9, y SB742881 en la expresion de ApoE en las células de melanoma, se sembraron 1 x 10° células de melanoma
humano MeWo en una placa de 6 pocillos. Al dia siguiente, se afiadio DMSO o el agonista de LXR respectivo al medio
celular a una concentracion de 500 nM, 1 uM, o 2 yM, como se indica, y las células se incubaron en presencia de
DMSO o el farmaco durante 48 horas a 37 °C. La cantidad total de DMSO afadida al medio celular se mantuvo por
debajo del 0,2%. Se extrajo ARN de lisados celulares completos usando el kit de Purificacién de ARN Total (17200,
Norgen). Para cada muestra, se transcribieron de forma inversa 600 ng de ARN en ADNc usando el kit de Sintesis de
la Primera Cadena de ADNCc (Invitrogen). Se mezclaron aproximadamente, 200 ng de ADNc con Mezcla Maestra
SYBR® verde de PCR y los cebadores directos e inversos correspondientes especificos para la deteccion de ApoE
humana. Cada reaccion se llevo a cabo en cuadruplicado, y los niveles de expresion del ARNm de ApoE se midieron
por amplificacion con PCR cuantitativa en tiempo real usando un Sistema de PCR en Tiempo Real ABI Prism 7900HT
(Applied Biosystems). La expresion relativa de ApoE se determiné usando el método AACt. Se us6 GAPDH como un
control endégeno para propdsitos de normalizacion.

De hecho, tratamiento con los agonistas de LXR LXR-623, WO-2007-002563 Ej. 19, WO- 2010-0138598 Ej. 9, y
SB742881 dio lugar en todos los casos a grados variados de induccién de la expresiéon de ApoE. (Figura 34A-C).

Ejemplo 22 El tratamiento con el agonista de LXR GW3965 inhibe la invasion de células tumorales in vitro de cancer
renal, cancer pancreatico, y cancer de pulmon

Hemos demostrado que el tratamiento con agonistas de LXR daba lugar a la inhibiciéon de la invasién de células
tumorales de melanoma. Dado que este efecto esta mediado por la activaciéon de la expresion de ApoE, establecimos
la hipdtesis de que el tratamiento con agonistas de LXR daria lugar a la inhibiciéon de la invasion in vitro de células
tumorales en cancer de mama, cancer pancreatico, y cancer renal, ya que estos tipos de cancer son capaces de
responder al tratamiento con ApoE. Con el fin de ensayar esta hipdtesis, realizamos ensayos in vitro de invasion de
células tumorales mediante el tratamiento de lineas celulares de cancer de mama, cancer pancreatico, y cancer de
células renales con el agonista de LXR GW3965 2 (Figura 35).

Varias lineas celulares (5 x 10* células de cancer renal humano RCC, 5 x 10* células de cancer pancreatico humano
PANC1, y 5 x 10* células de cancer de pulmon humano H460) se trataron con DMSO o GW3965 a 1 uM durante 56
horas. Las células se privaron de suero durante 16 horas en medio con FBS al 0,2% en presencia de DMSO o GW3965.
Después de la privacion de suero, las células se sometieron al ensayo de invasion trans-well usando un sistema de
camaras de invasion de matrigel (354480, BD Biosciences). Las camaras de invasion se preequilibraron antes del

112



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2765573 T3

ensayo mediante la adicion de 0,5 mL de medio de privacion a los pocillos superiores e inferiores. Mientras tanto, las
células cancerosas se tripsinizaron y las células viables se contaron usando azul de tripan. Las células cancerosas se
resuspendieron entonces a una concentracion de 1 x 10° células/1 mL de medio de privacion, y se sembraron 0,5 mL
de suspension celular, que contenia 5 x 10* células en cada trans-well. El ensayo de invasion se dejo proceder durante
24 horas a 37 °C. Después de la complecion del ensayo, los insertos se lavaron en PBS, las células que no invadieron
se rasparon suavemente del lado superior de cada inserto usando puntas q, y las células que invadieron en el lado
basal del inserto se fijaron en PFA al 4% durante 15 minutos a temperatura ambiente. Después de la fijacion, los
insertos se lavaron en PBS y se cortaron entonces y se montaron en portaobjetos usando medio de montaje
VectaShield que contenia la tincion nuclear DAPI (H-1000, Vector Laboratories). Se formaron imagenes del lado basal
de cada inserto usando un microscopio de fluorescencia invertido (Zeiss Axiovert 40 CFL) a un aumento 5X, y se
cuantificod el nimero de células positivas para DAPI usando ImageJ.

De hecho, el tratamiento con GW3965 2 dio lugar a la inhibicion de la invasion de células tumorales en los tres tipos
de cancer ensayados (Figura 35A-C). Esto demostré adicionalmente el amplio potencial terapéutico de los agonistas
de LXR para tratar varios tipos de cancer.

Ejemplo 23 El tratamiento con el agonista de LXR GW3965 inhibe el crecimiento tumoral del cancer de mama in vivo

Hemos demostrado que los agonistas de LXR inhiben los fenotipos de progresién de cancer in vitro en el cancer de
mama, cancer pancreatico, y cancer renal. Para investigar si el tratamiento con agonistas de LXR inhibe el crecimiento
tumoral primario del cancer de mama in vivo, ratones a los que se habian inyectado células de cancer de mama
humano MDA-468 se trataron bien con una dieta control o con una dieta suplementada con el agonista de LXR
GW3965 2 (Figura 36).

Para determinar el efecto de GW3965 2 administrado oralmente en el crecimiento tumoral del cancer de mama, se
resuspendieron 2 x 108 células de cancer de mama humano MDA-468 en 50 uL de PBS y 50 yL de matrigel y la
suspension celular se inyectdé en ambos paniculos adiposos mamarios inferiores de ratones hembra Nod Scid gamma
de 7 semanas de edad. Los ratones se asignaron a un tratamiento con dieta control o un tratamiento con una dieta
suplementada con GW3965 (75 mg/kg/dia) dos dias antes de la inyeccion de las células cancerosas. El compuesto
farmacéutico GW3965 2 se formuld en la dieta de los ratones por Research Diets, Inc. Las dimensiones tumorales se
midieron usando calibradores digitales, y el volumen tumoral se calculd como (didmetro pequefio)? x (diametro
grande)/2.

El tratamiento con GW3965 dio lugar a una reduccion significativa en el tamafio tumoral del cancer de mama in vivo
(Figura 36).

EJEMPLO 24 Efectos del tratamiento con los agonistas de LXR LXR-623, WO-2007-002563 Ej. 19, WO-2010-0138598
Ej. 9, y SB742881 en los fenotipos de progresion de melanoma in vitro

Hemos demostrado la capacidad de varios agonistas de LXR para inducir la expresion de ApoE con potencia variada
en células de melanoma (Figura 34). Como el efecto terapéutico de los agonistas de LXR sobre el cancer es a través
de la activacion de la expresion de ApoE, establecimos la hipotesis de que la potencia terapéutica de cualquier agonista
de LXR dado esta correlacionada directamente con su capacidad de inducir la expresion de ApoE. Para confirmar
esto, cuantificamos el efecto del tratamiento con varios agonistas de LXR en el reclutamiento endotelial y la invasion
de células tumorales de células de melanoma in vitro. Como se muestra en la Figura 37, el grado en el cual los
agonistas de LXR inhiben los fenotipos de progresion del cancer in vitro esta relacionado con la potencia de induccion
de ApoE del agonista de LXR.

Invasion celular: se trataron células de melanoma humano MeWo con DMSO, LXR-623, WO-2007-002563 Ej. 19, WO-
2010-0138598 Ej. 9, o SB742881 a 1 uM cada uno durante 56 horas. Las células se privaron de suero durante 16
horas en medio con FBS al 0,2% en presencia de cada farmaco correspondiente o DMSO. Después de la privacion
de suero, las células se sometieron al ensayo de invasion trans-well usando un sistema de camaras de invasion de
matrigel (354480, BD Biosciences). Las camaras de invasion se preequilibraron antes del ensayo mediante la adicion
de 0,5 mL de medio de privacion a los pocillos superiores e inferiores. Mientras tanto, las células cancerosas se
tripsinizaron y las células viables se contaron usando azul de tripan. Las células cancerosas se resuspendieron
entonces a una concentracion de 1 x 10° células/1 mL de medio de privacion, y se sembraron 0,5 mL de suspension
celular, que contenia 5 x 10* células, en cada trans-well. El ensayo de invasion se dejé proceder durante 24 horas a
37 °C. Después de la complecion del ensayo, los insertos se lavaron en PBS, las células que no invadieron se rasparon
suavemente del lado superior de cada inserto usando puntas q, y las células que invadieron en el lado basal del inserto
se fijaron en PFA al 4% durante 15 minutos a temperatura ambiente. Después de la fijacion, los insertos se lavaron en
PBS, se cortaron y se montaron en portaobjetos usando medio de montaje VectaShield que contenia la tincion nuclear
DAPI (H-1000, Vector Laboratories). Se formaron imagenes del lado basal de cada inserto usando un microscopio de
fluorescencia invertido (Zeiss Axiovert 40 CFL) a un aumento 5X, y se cuantificé el nimero de células positivas para
DAPI usando ImageJ.

Reclutamiento endotelial: se trataron células de melanoma humano MeWo con DMSO, LXR-623, WO-2007-002563
Ej. 19, WO-2010-0138598 Ej. 9, o SB742881 a 1 uM cada uno durante 56 horas. Posteriormente, se sembraron 5 x
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10* células cancerosas en placas de 24 pocillos en presencia de cada farmaco o DMSO y se dejo que se adhirieran
durante 16 horas antes de empezar el ensayo. Se privaron de suero células endoteliales de la vena umbilical humana
(células HUVEC) en medio que contenia FBS al 0,2 % toda la noche. Al dia siguiente, se sembraron 1 x 10° células
HUVEC en un inserto de 3,0 ym HTS Fluoroblock (351151, BD Falcon) ajustado en cada pocillo que contenia las
células cancerosas en la parte inferior. Se dejo que las células HUVEC migraran hacia las células cancerosas durante
20 horas, después de lo cual los insertos se lavaron en PBS, se fijaron en PFA al 4%, se marcaron con DAPI, y se
montaron en portaobjetos. Se formaron imagenes del lado basal de cada inserto usando un microscopio de
fluorescencia invertido (Zeiss Axiovert 40 CFL) a un aumento 5X, y se cuantificé el nimero de células positivas para
DAPI usando ImageJ.

Los agonistas de LXR que inducen potentemente la expresion de ApoE (p. ej., WO-2010-0138598 Ej. 9 y SB742881)
son mas efectivos para inhibir los fenotipos de progresion del cancer (Figura 37) que los agonistas de LXR con menor
potencia. Esto demuestra adicionalmente que el beneficio terapéutico del tratamiento con agonistas de LXR para el
cancer es un resultado de la inducciéon de ApoE.

Ejemplo 25 El tratamiento con agonistas de LXR inhibe el crecimiento tumoral de melanoma in vivo

Hemos demostrado que los agonistas de LXR que inducen la expresién de ApoE inhiben la actividad tumoral in vitro.
Para confirmar si estos agonistas inhiben el crecimiento tumoral de melanoma in vivo, ratones a los que se inyectaron
células de melanoma B16F10 se trataron bien con LXR-623, WO-2007-002563 Ej. 19, WO-2010-0138598 Ej. 9, o
SB742881.

Para evaluar el efecto de LXR-623, WO-2007-002563 Ej. 19, WO-2010-0138598 Ej. 9, o SB742881 administrados
oralmente en el crecimiento tumoral del melanoma, se resuspendieron 5 x 10* células de melanoma de raton B16F10
en 50 yL de PBS y 50 L de matrigel y la suspension celular se inyectd subcutdneamente en ambos flancos dorsales
inferiores de ratones C57BL/6 de 7 semanas de edad. Los ratones se palparon diariamente para detectar la formacién
de tumores y después de la deteccion de tumores con un volumen de 5-10 m3, los ratones se asignaron a un pienso
control o un pienso que contenia cada agonista de LXR respectivo: LXR-623 (20 mg/kg/dia), WO-2007-002563 Ej. 19
(100 mg/kg/dia), WO-2010-0138598 Ej. 9 (10 mg/kg/dia o 100 mg/kg/dia), o SB742881 (100 mg/kg/dia). Los
compuestos farmacéuticos de LXR se formularon en el pienso de los ratones por Research Diets, Inc. Las dimensiones
tumorales se midieron usando calibradores digitales, y el volumen tumoral se calculé como (diametro pequefio)? x
(diametro grande)/2.

Consistente con nuestros datos in vitro, los agonistas de LXR que inducen potentemente la expresion de ApoE in vitro
(WO-2010-0138598 Ej. 9, y SB742881) inhibieron significativamente el crecimiento tumoral primario del melanoma in
vivo (Figura 38). Esto también es consistente con nuestros resultados que demuestran que otros agonistas de LXR
que inducen potentemente la expresion de ApoE (GW3965 2, T0901317 1) también inhiben el crecimiento tumoral
primario in vivo (Figura 21).

De acuerdo con esto, los ejemplos anteriores se centraron en la caracterizacion de los mecanismos moleculares y
celulares mediante los que ejerce sus efectos. Para este fin, se encontré que ApoE esta dirigido a dos receptores
distintos, pero homologos, en dos tipos de células diversos. La ApoE que actua en los receptores LRP1 de células de
melanoma inhibe la invasiéon del melanoma, mientras su accién en los receptores LRP8 de células endoteliales suprime
la migracion endotelial. Los resultados de los analisis de pérdida de funcion, ganancia de funcion, epistasis, correlacion
clinica, y seleccion de la expresion de derivados in vivo dieron lugar a un modelo en donde tres miARN tienen como
diana de manera convergente una red supresora de la metastasis para limitar la secrecion de ApoE, suprimiendo asi
la sefializacion de ApoE/LRP1 en células de melanomay la sefalizacion de ApoE/LRP8 en células endoteliales (Figura
7K). Aunque los andlisis sistematicos anteriores han identificado ApoE y DNAJA4 como dianas clave y mediadores
directos de los fenotipos metastasicos regulados por estos miARN, no puede excluirse que los tres miARN puedan
retener individualmente genes diana adicionales cuyo silenciamiento pueda contribuir a la progresion metastasica. La
capacidad de la inactivacion de ApoE o DNAJA4 de rescatar completamente los fenotipos de supresion de la
metastasis observados con el silenciamiento de miARN individuales, sin embargo, sugiere fuertemente que estos
genes son moduladores clave de los efectos dependientes de los miARN en la metastasis.

Los resultados anteriores revelan una evidencia combinada molecular, genética e in vivo para un papel requerido y
suficiente para ApoE en la supresion de la progresion metastasica del melanoma. La ApoE puede distribuirse en el
sistema circulatorio tanto en un estado unido a lipoproteinas como libre de lipidos (Hatters et al., 2006). Aunque se ha
mostrado que la ApoE recombinante libre de lipidos es suficiente para suprimir la invasion y migracion endotelial del
melanoma, es posible que la ApoE contenida en particulas de lipoproteinas también pueda suprimir la invasion y el
reclutamiento endotelial del melanoma. La capacidad de ApoE recombinante de inhibir estos fenotipos
prometastasicos, asi como los fenotipos incrementados de invasion y reclutamiento endotelial del melanoma
observados con la neutralizacion de ApoE mediada por anticuerpo sugiere que la molécula de ApoE en si misma es
el mediador clave de estos fenotipos. Consistente con los descubrimientos descritos en la presente memoria, se
encontrd previamente que un fragmento peptidico sintético de ApoE inhibia la migracion endotelial a través de
mecanismos desconocidos (Bhattacharjee et al., 2011). Los descubrimientos descritos en la presente memoria son
consistentes con un papel para la ApoE secretada por células de melanoma y endégena sistémica en la inhibicion del
reclutamiento endotelial, que no es secundario a un crecimiento alterado de las células endoteliales.
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Los estudios moleculares, genéticos, e in vivo descritos anteriormente revelan un papel para la ApoE derivada de
cancer endogena en la modulacién de la migracion endotelial y angiogénesis cancerosa a través de la sefializacion
del receptor LRP8 endotelial. Este fenotipo robusto de reclutamiento endotelial no auténomo de células mediado por
la sefalizacion de ApoE/LRP8 sugiere que ApoE también puede modular la angiogénesis metastasica en otros tipos
de cancer, y dicho papel general para ApoE en la biologia de la angiogénesis cancerosa permanece por explorar. La
ApoE es una molécula polimérfica con papeles bien establecidos en trastornos lipidicos, cardiovasculares, y
neurodegenerativos. Sus tres variantes principales, ApoE2, ApoE3, y ApoE4, presentan representaciones variadas en
la poblaciéon humana, siendo ApoE3 la variante mas comun (Hatters et al., 2006). Las tres isoformas se diferencian en
los residuos 112 y 158 en el dominio N- terminal, que contiene el dominio de union a receptor de ApoE. Se piensa que
estas variaciones estructurales dan lugar a distintos atributos funcionales entre las variantes. Consistente con esto,
las tres isoformas de ApoE se diferencian en su afinidad de unién para los miembros de la familia de receptores de
LDL, preferencia de union a lipoproteinas, y estabilidad del extremo N. Concretamente, ApoE2 tiene una capacidad
de union al receptor de LDL que esta atenuada 50 a 100 veces comparada con ApoE3 y ApoE4 (Weisgraber et al.,
1982), mientras ApoE4, a diferencia de las otras dos variantes, se une preferentemente a lipoproteinas grandes de
menor densidad (Weisgraber et al, 1990) y presenta la menor estabilidad en el extremo N (Morrow et al., 2000). Estas
diferencias funcionales confieren propiedades patofisioldgicas para la seleccionar las isoformas de ApoE. Mientras
ApoE3, encontrada en el 78% de la poblaciéon, se considera un alelo neutro, ApoE2 esta asociada con
hiperlipoproteinemia de tipo Il (Hatters et al., 2006) y ApoE4 representa el factor genético de riesgo principal conocido
para la enfermedad de Alzheimer (Corder et al., 1993) y también se correlaciona con un incremento modesto en el
riesgo de desarrollar enfermedad cardiovascular (Luc et al, 1994). Dado que las mdltiples lineas celulares de
melanoma humano analizadas en el estudio anterior son homocigotas para el alelo de ApoE3, asi como la capacidad
de ApoE3 recombinante de inhibir la invasion y el reclutamiento endotelial del melanoma, los descubrimientos
anteriores son consistentes con que ApoE3 sea suficiente y se requiera para la supresion de la progresion metastasica
del melanoma. Sin embargo, sera interesante en el futuro determinar si ApoE2 y ApoE4 pueden modular estos
fenotipos prometastasicos en un grado similar al de ApoE3 vy si los genotipos especificos de ApoE confieren un riesgo
aumentado para la progresion metastasica del melanoma.

Ademas de la reseccioén quirdrgica de lesiones de melanoma primarias, actualmente no hay terapias efectivas para la
prevencion de las metastasis de melanoma con la terapia con interferén incrementando las tasas de supervivencia
global a los 5 afios un escaso 3% sobre la base de meta-analisis, mientras la demostracion de los datos de ensayos
de fase lll respecto a beneficios significativos en la supervivencia estan todavia pendientes (Garbe et al., 2011). El
aumento dramatico de la progresion metastasica del melanoma en el contexto de la ablacion genética de ApoE
sistémica sugiere que la modulacién de los niveles de ApoE puede tener implicaciones terapéuticas significativas para
el melanoma - una enfermedad que es responsable de aproximadamente 48.000 muertes al afio globalmente (Lucas
et al, 2006). Dada la capacidad robusta de ApoE para suprimir la invasion, migracion endotelial, angiogénesis
metastasica, y colonizacion metastasica del melanoma, las estrategias terapéuticas dirigidas a la induccion
farmacologica de los niveles de ApoE enddgena pueden reducir significativamente las tasas de mortalidad por
melanoma al disminuir la incidencia metastasica.

La estrategia basada en la seleccion in vivo no sesgada descrita anteriormente dio lugar al descubrimiento de miARN
desrregulados que promueven sinérgicamente y dramaticamente la metastasis por las células cancerosas de lineas
celulares de melanoma de pacientes independientes que representaban tanto melanomas melanéticos como
amelanoticos. Aunque miR-1908 no se ha caracterizado previamente, miR-199a se ha implicado en el carcinoma
hepatocelular (Hou et al., 2011; Shen et al., 2010) y el osteosarcoma (Duan et al., 2011) que, al contrario que el
melanoma, presentan una regulacién a la baja de los niveles de expresion de miR-199a. Estas diferencias son
consistentes con los perfiles de expresion especificos de tejido establecidos de miARN en varios tipos de cancer. La
identificacion de miR-199a como un promotor de la metastasis de melanoma esté apoyada por un estudio previo de
asociacion clinica que revela que niveles incrementados de miR-199a se correlacionan con la progresion del
melanoma uveal (Worley et al, 2008), lo que sugiere que la expresion inducida de miR-199a puede ser una
caracteristica que define el melanoma metastasico independientemente del sitio de origen. Estudios previos han
implicado a miARN adicionales en la promocién de la progresion metastasica del melanoma tales como miR-182
(Segura et al., 2009), miR-214 (que estaba regulado al alza en células metastasicas de melanoma, pero no actuaban
funcionalmente en los estudios anteriores; Penna et al., 2011), y miR-30b/miR-30d (Gaziel-Sovran et al., 2011). Se ha
reportado que cada uno de estos miARN modula solo modestamente la metastasis de melanoma, dando lugar a una
modulacién de la metastasis incrementada o disminuida 1,5 a 2 veces después de la sobreexpresion o inactivacion de
los miARN, respectivamente. A diferencia de esto, la sobreexpresion de cualquiera de miR-199a o miR-1908 aumentoé
la metastasis 9 veces (Figura 1C), mientras la inactivacion combinatoria de miARN suprimié sinérgicamente la
metastasis de melanoma mas de 70 veces (Figura 7E). Por lo tanto, el estudio descrito en la presente memoria
representa el primer descubrimiento sistematico de multiples miARN que de forma convergente y robusta promueven
la metastasis del melanoma humano, asi como el primero en asignar papeles duales auténomos de células/no
auténomos de células a miARN enddgenos reguladores de la metastasis en el cancer.

Los analisis sistematicos previos de miARN en cancer de mama revelaron principalmente una disminuciéon en los
niveles de expresién de multiples microARN en células de cancer de mama metastasico seleccionadas in vivo
(Tavazoie et al., 2008). Estos descubrimientos fueron consistentes con el descubrimiento posterior de muchos miARN
supresores de metastasis adicionales en cancer de mama (Shi et al., 2010; Wang y Wang, 2011), la identificacion de
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varios miARN como dianas transcripcionales directas del supresor tumoral p53 (He et al, 2007), la regulacion a la baja
de miARN en cancer de mama respecto a tejidos normales (Calin y Groce, 2006; lorio et al., 2005), la regulacion a la
baja de drosha y dicer en cancer de mama (Yan et al., 2011) y cancer de mama metastasico (Grelier et al., 2011), asi
como los efectos protumorogénicos y prometastasicos del silenciamiento global de miARN a través de la inactivacion
de dicer (Kumar et al, 2007; Kumar et al, 2009; Martello et al, 2010; Noh et al, 2011). A diferencia del cancer de mama,
los descubrimientos anteriores en melanoma revelan un conjunto de miARN regulados al alza en melanoma humano
metastasico, dando lugar a la posibilidad intrigante de que el procesamiento de los miARN puede actuar realmente de
una manera protumorogénica y prometastasica en el melanoma. Consistente con esto, dicer se requiere para el
desarrollo melanocitico (Levy et al, 2010), y se ha encontrado recientemente que la expresion de dicer se correlaciona
positivamente con la progresion del melanoma humano en un estudio clinico-patolégico (Ma et al, 2011). Estos
descubrimientos, cuando se integran con los descubrimientos descritos aqui, motivan futuros estudios para investigar
el requerimiento funcional de dicer (Bernstein et al., 2001) en la metastasis de melanoma.

El establecimiento de modelos de seleccion in vivo de metastasis de melanoma melanocitico y amelanocitico ha
permitido identificar los fenotipos celulares presentados por las células de melanoma altamente metastasico. El trabajo
revela que, ademas de una capacidad de invasién aumentada, la capacidad de las células de melanoma para reclutar
células endoteliales estd aumentada significativamente en células de melanoma altamente metastasico respecto a
células de melanoma poco metastasico. Adicionalmente, se encontré que tres reguladores principales de la metastasis
posteriores a la transcripcion median fuertemente el reclutamiento endotelial. Se encontré ademas que la ruta de
sefializaciéon aguas abajo modulada por estos mIARN también regula el reclutamiento endotelial. Estos
descubrimientos revelan que el reclutamiento endotelial es una caracteristica que define a las células de melanoma
metastasico. Recientemente, también se ha encontrado que la capacidad aumentada de reclutamiento endotelial es
una caracteristica que define al cancer de mama metastasico, en donde la supresion de metastasis por miR-126
estaba mediada a través del direccionamiento de miARN a dos rutas de sefializaciéon distintas que promueven el
reclutamiento endotelial (Png et al., 2012). En el cancer de mama, el reclutamiento endotelial incremento la
probabilidad de inicio metastasico en lugar del crecimiento tumoral. De forma similar, los miARN promotores de
metastasis de melanoma estudiados aqui aumentaron dramaticamente la colonizacién metastasica, sin aumentar el
crecimiento tumoral primario, e incrementaron el nimero de nédulos metastasicos - consistente con un papel de estos
miARN vy su red reguladora en el inicio metastasico en lugar de en la promocién del crecimiento tumoral. Tomados
conjuntamente, estos descubrimientos son consistentes con que el reclutamiento endotelial en el nicho metastasico
actia como un promotor del inicio y la colonizacion metastasica en estos distintos tipos de cancer epitelial. Dicho papel
no candnico para las células endoteliales en la progresion del cancer estaria enfrentado al papel establecido de las
células endoteliales en el aumento angiogénico de la activacion del suministro de sangre del crecimiento tumoral
aumentado. Se sabe que las células endoteliales juegan dichos papeles no candnicos en el desarrollo mediante el
suministro de sefales a las células vecinas durante la organogénesis (Lammert et al, 2001). Recientemente, también
se ha mostrado que dichas sefiales promueven la regeneracion de 6rganos (Ding et al, 2011; Ding et al, 2010;
Kobayashi et al, 2010). Es necesario un trabajo futuro para determinar los factores estimuladores de metastasis
proporcionados por las células endoteliales que catalizan el inicio metastasico.

La capacidad de miR-199a-3p, miR-199a-5p, y miR-1908 para predecir individualmente la supervivencia sin metastasis
en una cohorte de pacientes con melanoma indica la significancia de cada miARN como un predictor clinico de la
progresion de cancer de melanoma. De forma importante, la capacidad dramatica y altamente significativa de la firma
agregada de los tres miARN (Figura 7D) para estratificar a pacientes con alto riesgo respecto a aquellos esencialmente
sin riesgo para recidiva metastasica revela tanto la cooperatividad de estos miARN, asi como su potencial clinico como
biomarcadores de melanoma (Sawyers, 2008) para identificar el subconjunto de pacientes que podria beneficiarse de
la terapia de inhibicion de miARN. El direccionamiento terapéutico de los miARN ha obtenido un impulso a través del
uso de LNA in vivo que se ha mostrado que antagonizan miARN en ratones (Elmer et al., 2008(b); Krutzfeldt et al,
2005; Obad et al, 2011) y primates (Elmer et al, 2008(a)) y actualmente se estan ensayando en ensayos clinicos en
seres humanos. La potente capacidad de prondstico de los tres miARN, una demostracion de prueba de principio de
la prevencion sinérgica robusta de la metastasis conseguida tratando células de melanoma altamente metastasicas
con una mezcla de LNA dirigidos a miR-199a-3p, miR-199a-5p, y miR-1908 (Figura 7E), asi como el efecto supresor
de la metastasis de LNA optimizados in vivo administrados terapéuticamente dirigidos a estos miARN (Figura 7J)
motivan estudios clinicos futuros con el objetivo de determinar el potencial terapéutico del direccionamiento
combinatorio de estos miARN prometastasicos y proangiogénicos en pacientes con alto riesgo de metastasis de
melanoma - un resultado que actualmente carece de opciones quimioterapéuticas efectivas.
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Met Ala Arg Gly Gly Ser Gln Ser Trp Ser Ser Gly Glu Ser Asp Gly
1 5 10 15
Gln Pro Lys Glu Gln Thr Pro Glu Lys Pro Arg His Lys Met Val Lys
20 25 30
Glu Thr Gln Tyr Tyr Asp Ile Leu Gly Val Lys Pro Ser Ala Ser Pro
35 40 45
Glu Glu Ile Lys Lys Ala Tyr Arg Lys Leu Ala Leu Lys Tyr His Pro
50 55 60
Asp Lys Asn Pro Asp Glu Gly Glu Lys Phe Lys Leu Ile Ser Gln Ala
65 70 75 80
Tyr Glu Val Leu Ser Asp Pro Lys Lys Arg Asp Val Tyr Asp Gln Gly
85 90 95
Gly Glu Gln Ala Tle Lys Glu Gly Gly Ser Gly Ser Pro Ser Phe Ser
100 105 110
Ser Pro Met Asp Ile Phe Asp Met Phe Phe Gly Gly Gly Gly Arg Met
115 120 125
Ala Arg Glu Arg Arg Gly Lys Asn Val Val His Gln Leu Ser Val Thr
130 135 140

121



Len

145

Asn

Val

Gln

Glu

Ser

225

His

Glu

Leu

Ile

Lys

305

Ala

Gly

Gln

Leu

Thr
385

Glu

val

Glu

Gln

Cys

210

Cys

Val

Gly

Asp

Met

290

Thr

Gly

Met

Phe

Pro

370

Asp

Asp

Ile

Lys

Ile

155

Lys

Ser

Glu

Asp

Gln

275

Lys

Ile

Glu

Pro

Leu

355

Gln

Asp

Len

Cys

Cys

180

Gly

Gly

Gly

Lys

Gln

260

Lys

Met

Lys

Val

Ile

340

Val

Leu

Met

Tyr

Glu

165

Pro

Pro

Gln

Ala

Gly

245

Glu

Asp

Lys

Thr

Ile

325

Tyr

Ile

Glu

Asp

Asn

150

Lys

Leu

Gly

Gly

Lys

230

Met

Pro

His

Ile

Leu

310

Lys

Lys

Phe

Ala

Gln
380

Gly

Cys

Cys

Met

Glu

215

Val

Lys

Glu

Ser

Gln

295

Asp

His

Ala

Pro

Leu

375

Val

ES 2765573 T3

Val

Glu

Lys

Val

200

Arg

Ile

Asp

Leu

val

280

Leu

Asn

Gly

Pro

Glu

360

Leu

Glu

Thr

Gly

Gly

185

Gln

Ile

Arg

Gly

Glu

265

Phe

Ser

Arg

Asp

Leu

345

Lys

Pro

Leu

Lys

val

170

Arg

Gln

Asn

Glu

Gln

230

Pro

Gln

Glu

Ile

Leu

330

Glu

His

Pro

Lys

122

Lys

155

Gly

Gly

Ile

Pro

Lys

235

Lys

Gly

Arg

Ala

Leu

315

Arg

Lys

Trp

Glu
385

Len

Gly

Met

Gln

Lys

220

Lys

Ile

Asp

Arg

Leu

300

Val

Cys

Gly

Leu

Gln

380

Phe

Ala

Lys

Gln

Thr

205

Asp

Ile

Leu

val

Gly

285

Cys

Ile

Val

Ile

Ser

365

Lys

Cys

Len

Lys

Ile

130

Val

Arg

Ile

Phe

Ile

270

His

Gly

Thr

Arg

Leu

350

Leu

val

Pro

Gln

Gly

175

His

Cys

Cys

Glu

His

235

Ile

Asp

Phe

Ser

Asp

335

Ile

Glu

Asn

Lys

160

Ser

Ile

Ile

Glu

Val

240

Gly

val

Leu

Lys

Lys

320

Glu

Ile

Lys

Ile

Glu
400
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Gln Asn Trp Arg Gln His Arg Glu Ala Tyr Glu Glu Asp Glu Asp Gly

123

405 410 415
Pro Gln Ala Gly Val Gln Cys Gln Thr Ala
420 425

<210> 5

<211> 3064

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 5
gugaccguga cgogcegageg ggoeggogggg gogegggoeca ggggogoggyg ccagggugcec 60
ggeagyggyed ucoggggege ucugaccgge cucgoecgoe cocooeogeayg acacaagauyg 120
gugaaggaga cccaguacua ugacauccug ggcgugaagc ccagcgoguc ccoggaggag 1380
aucaagaagg ccuaucggaa gcuggcgcuc aaguaccacce cggacaagaa cccggaugag 240
ggcgagaagu uuaaacucau aucccaggca uaugaagugce uuucagaucc aaagaaaagg 300
gauguuuaug accaaggegy agageaggea auuaaagaag gaggcoucagyg cagococage 360
uucucuucad ccauggacau cuuugacaudg uucuuugguy gugguggacy gauggouaga 420
gagagaagaqg gcaagaaugu uguacacoag uuaucduguada cucuugaaga ucuauauaau 480
ggagucacga agaaauuggc ccuccagaaa aauguaauuu gugagaaaug ugaagguguu 540
ggugggaaga agggaucggu ggagaagugc ccgcugugca aggggegggg gaugcagauc 600
cacauccagc agaucgggcc gggcauggua cagcagaucce agaccgugug caucgagugc 660
aagggccagy gugagogeau caaccocaag gaccgougeyg agagougeag cggggoecaag 720
gugauccguyg agaagaagau uaucgaggua Ccauguugaaa aagguaugaa agaugggeaa 780
aagauacuau uucdauggaga aggagaucag gagecugage uggagocugy ugaugucaua 840
auugugcuug aucagaagga ucauaguguc uuucagagac gaggccauga cuugaucaug 900
aaaaugaaaa uucagcuuuc ugaagcucuu uguggcuuca agaagacgalu aaaaacauug 960
gacaaucgaa uucuuguuau uacauccaaa gcaggugagg ugauaaagca cggggaccug 1020
agaugoguge gogaugaagy aaugeccaud uAcAadaageac cdcuggaaaa agggauucug 1080
aucauacagu uuuuaguaau cuuuccugaa aaacacugge uuududugga aaagcouuccu 1140
cagouggaaq cuuuacucce uccucgacag adagugagyga uuacdagauga cauggaucaqg 1200
guggagcuga aggaguuuug ucccaaugag cagaacuggc gucagcacag ggaggccuac 1260
gaggaggacg aagacgggcc ccaggcugga gugcagugcc agacggcaug acguggugceg 1320
gggcagegug gccccacogg acuagcacau gaugaaugua aaguuggcac aaugaaaaug 1380
acaucgcuuu aauggocuug uguuugggau gucdugugua uguguucagc auucuuaauu 1440



gcougaguguc

uaaauguuuiu

caggauauac

ccauaauuca

ccccaaggea

cocuuggcoaga

cuagaugauc

ugcuuaacag

ugucugauca

caguguuuga

gguuuuaaug

uaaagaaaac

gagaaugcug

acuugagggu

gagcucecuu

cucaagugau

acuacuacug

gguagacuac

uuccoccaagu

cuacccuacc

cuunaggaggyg

agguucccygco

ccaccugugc

gccuagguga

gacuuccuasa

agcuccuucu

guacauuugu

aaaa

<210>6
<211> 397
<212> PRT

uuuuuggcuu

aaguauaaan

uuuugagaug

gugucaccaa

caaagugggc

guuauugagyg

cucuuaaaga

ggccaacuua

ucucucuugg

aucauaugcu

auuuucuguu

uaaauccuuc

cugguuuggc

cugcaaaggc

ccaaaggauc

guuuugguaa

uaaaunuauvadg

aauucgaacu

cacaaaaaac

cuuauunuggu

ucaaagugca

dagdacauugc

ccacuuugac

aaaucuauuu

uuauugcuaa

ugucauauaa

cacuuuaaaa

<213> Homo sapiens

<400> 6

ES 2765573 T3

uucuuuuggu

caccucuagu

ucagugauug

uaaggcacag

auccugacuc

gcaugaucuc

auagaaagcac

guuccuacug

aaguuuucug

gauaacuguu

gacaacuuuu

ugugucccey

ccauggcaca

auagaacuco

guuccucuca

gaacuucgcu

cuuguuugga

uaggguuacoe

uuguaageug

unacauggcac

gaucagacca

cagcuaguga

cauuggugag

avaaauggac

agaacuacug

aaggaauuug

uuaaaauuga

uguaacuuaa

cugcauaugg

caccaauacu

cccaguuage

aucucuaggu

agggcugcua

auccguggau

uucugugecc

aaccuuccad

ugccugugac

gcaaugcuuu

gcagccucayg

geccageouucu

ccaguguuuu

uugcacagee

gaguuccacu

gggauauuag

ucagucuuua

cuggguuaaa

cugagaguuu

ugcagguaag

ggcauaauuu

gauagauaua

cacaacucug

uuuaguuggu

gagggugucg

gcugguauga

124

guuauagcuu

aaucuguuca

uugugcuucu

agcuuagceec

cugugguuuc

agauaacauun

cggacauggc

uucaguggau

geoucuguggu

ccucacaccu

cccaccaaag

ugcagcaaca

cugaccagua

ccaccucauu

auauuacaaa

guggauuaca

ucauuuamiuu

gocauunacug

gcagaggeca

cacucagacoa

gugaaccage

goucaaagua

aaaucacuuc

gggugucguu

aaugguguaa

cuuadaauuu

gagauaaaaa

aauuunaunanu

uuucuanuiu

aguggecuuug

cccuagcaaa

uccoccucuuc

ucugaggauu

ugcaugugcc

ggaacgugag

gaggacaaac

uguucuucag

ugcuuacuung

gaagccaagyg

auccggggug

cucccagauu

ggguuuccug

guuuguaugg

auucaugaca

culauuucuu

cocugucagau

agggaucuuc

ugcacggace

uagaaacagc

uuccaacgaa

uuugugcugu

aduuacauuc

uauuccaccou

adadadadaaa

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3064



Met

Ala

Tyr

Ser

Asp

65

Ser

Gly

Ser

Leu

Lys

145

Ile

Val

Arg

Ile

Phe

225

Ile

Val

Ser

His

Gln

50

Gln

Phe

Arg

Val

Gln

130

Gly

His

Cys

Cys

Glu

210

His

Ile

Lys

Pro

Pro

35

Ala

Gly

Ser

Met

Thr

115

Lys

Ser

Ile

Ile

Glu

195

Val

Gly

Val

Glu

Glu

20

Asp

Tyr

Gly

Ser

Ala

100

Leu

Asn

Val

Gln

Glu

180

Ser

His

Glu

Leu

Thr

Glu

Lys

Glu

Glu

Pro

85

Arg

Glu

Val

Glu

Gln

165

Cys

Cys

Val

Gly

Asp
245

Gln

Ile

Asn

Val

Gln

70

Met

Glu

Asp

Ile

Lys

150

Ile

Lys

Ser

Glu

Asp

230

Gln

Tyr

Lys

Pro

Leu

55

Ala

Asp

Arg

Leu

Cys

135

Cys

Gly

Gly

Gly

Lys

215

Gln

Lys

ES 2765573 T3

Tyr

Lys

Asp

40

Ser

Ile

Ile

Arg

Tyr

120

Glu

Pro

Pro

Gln

Ala

200

Gly

Glu

Asp

Asp

Ala

25

Glu

Asp

Lys

Phe

Gly

105

Asn

Lys

Leu

Gly

Gly

185

Lys

Met

Pro

His

Ile

10

Tyr

Gly

Pro

Glu

Asp

90

Lys

Gly

Cys

Cys

Met

170

Glu

Val

Lys

Glu

Ser
250

125

Leu

Arg

Glu

Lys

Gly

75

Met

Asn

Val

Glu

Lys

155

Val

Arg

Ile

Asp

Leu

235

Val

Gly

Lys

Lys

Lys

60

Gly

Phe

Val

Thr

Gly

140

Gly

Gln

Ile

Arg

Gly

220

Glu

Phe

Val

Leu

Phe

45

Arg

Ser

Phe

Val

Lys

125

Val

Arg

Gln

Asn

Glu

205

Gln

Pro

Gln

Lys

Ala

30

Lys

Asp

Gly

Gly

His

110

Lys

Gly

Gly

Ile

Pro

190

Lys

Lys

Gly

Arg

Pro

15

Leu

Leu

Val

Ser

Gly

95

Gln

Leu

Gly

Met

Gln

175

Lys

Lys

Ile

Asp

Arg
255

Ser

Lys

Ile

Tyr

Pro

80

Gly

Leu

Ala

Lys

Gln

160

Thr

Asp

Ile

Leu

Val

240

Gly
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126

His Asp Leu Ile Met Lys Met Lys Ile Gln Leu Ser Glu ala
260 265 270
Gly Phe Lys Lys Thr Ile Lys Thr Leu Asp Asn Arg Ile Leu
275 280 285
Thr Ser Lys Ala Gly Glu Val Ile Lys His Gly Asp Leu Arg
290 295 300
Arg Asp Glu Gly Met Pro Ile Tyr Lys Ala Pro Leu Glu Lys
305 310 315
Leu Ile Ile Gln Phe Leu Val Ile Phe Pro Glu Lys His Trp
325 330
Leu Glu Lys Leu Pro Gln Leu Glu Ala Leu Leu Pro Pro Arg
340 345 350
Val Arg Ile Thr Asp Asp Met Asp Gln Val Glu Leu Lys Glu
355 360 365
Pro Asn Glu Gln Asn Trp Arg Gln His Arg Glu Ala Tyr Glu
370 375 380
Glu Asp Gly Pro Gln Ala Gly Val Gln Cys Gln Thr Ala
385 390 395
<210>7
<211> 2891
<212> ARN
<213> Homo sapiens
<400> 7
acauuucage aagouggcua aagacaugug ggaaagocug acccuggauu
cucagcacuc acaagauuua aacucauaud ccaggcauau gaagugcuuu
gaaaagggau guuuaugacc aaggcggaga gcaggcaauu aaagaaggag
ccccagcuuc ucuucaccca uggacaucuul ugacauguuc uuugguggug
ggcuagagag agaagaggca agaauguugu acaccaguua ucuguaacuc
duauvaaugga gucdacgaaga aauuggedcu ccagaaaaau guaauuuguyg
agguguuggu gggaagaagg gaucggugga gaagugcccg cugugcaagyg
goagauccac auccagcaga ucgggecggg caugguacag cagauccaga
cgagugcaag ggccagggug agcgcaucaa ccccaaggac cgcugcgaga
ggccaaggug auccgugaga agaagauuau cgagguacau guugaaaaag

Leu Cys

Val Ile
Val

Cys

Ile
320

Gly

Leu Ser

335

Gln Lys

Phe Cys

Glu Asp

caggucaaau
cagauccaaa
gcucaggcag
guggacggau
uugaagaucu
agaaauguga
ggcgggggau
cogugugcau
gecugcagoegy

guaugaaaga

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600



ugggcaaaag

ugucauaauil

gaucaugaaa

aacauuggac

ggaccugaga

gauucugauc

gouuccucag

ggancaggug

ggccuacgag

uggugcgggyg

gaaaaugaca

cuuaauugcu

uuauauuuaa

cuauuuucadg

ggcuuugcca

vagcaaaccc

ccucuucccu

gaggauucua

augugeccugce

acgugagugu

gacaaaccag

ucuucagggu

uuacuuguaa

gccaaggygayg

cggggugacu

ccagauugag

uuuccugouc

uguauggaciu

caugacaggu

anuucuuuuc

gucagaucua

auacuauuilc

gugcuugauc

augaaaauilc

aaucgaauuc

ugegugegeg

aunacaguuuu

cuggaagcuu

gagcugaagg

gaggacgaag

cagcguggcc

ucgcuuuaau

gagugucuuu

auguuuuaag

gauauacuuu

uaauucagug

caaggcacaa

uggcagaguu

gaugauccuc

uuaacaggge

cugaucaucu

uguuugaauc

uuuaaugauu

agaaaacuaa

aaugcugcug

ugagggucocug

cucccuucca

aagugauguu

acuacuguaa

agacuacaau

cccaagucac

ccCcuacccuu

ES 2765573 T3

anggagaagyg

agaaggauca

agcuuucuga

uuguuauuac

augaaggaau

uaguaaucuu

uacucccucc

aguuuugucc

acgggcceca

ccaccggacu

ggccuugugu

uuggcuuuuc

uauaaaucac

ugagauguca

ucaccaauaa

agugggcauc

auugagggca

uuaaagaaua

caacuuaguu

cucuuggaag

auaugeugau

uucuguugac

auccuucugu

guuuggccea

caaaggcaua

aaggaucguu

uugguaagaa

anuauagCcuil

ucgaacuuag

aadaaacuug

auuugguuac

agaucaggag

uagugucuuu

agcucuuugu

auccaaagoa

goocaucuac

uccugaaaaa

ucgacagaaa

caaugagcag

ggcuggaguy

agcacaugau

uugggauguc

uuuugguugu

cucuagueug

gugauugcac

ggcacagecec

cugacucauc

ugaucucagg

dadagcacauc

ccuacuguuc

uuuucugaac

aacuguuugc

aacuuuugca

gucccoggea

uggcacagec

gaacucococa

ccucucauug

cuucgcugag

gquuuggagyy

gguuaccuca

uaagcugcug

auggcaccug

127

ccugagcugg

cagagacgag

ggcuucaaga

ggugagguga

adaagcacooc

cacuggcuuu

gugaggauua

aacuggeguc

cagugccaga

gaauguaaag

cuguguaugu

aacuuaaguu

cauauggaau

caauacuuug

aguuagcage

ucuaggucug

gcocugcuaaga

cguggaucgy

ugugccocuuc

cuuccaagou

cugugacccu

augcuuuccc

gooucaguge

agcuucucug

guguuuucca

cacagoccaua

uuccacugug

aunaunuaguca

gucuuunagcc

gguuaaagca

agaguuucac

agccugguga

gocangacuu

agacgauaaa

uaaagcacgyg

uggaaaaagg

cucuggaaaa

cagaugacau

agcacaggga

cggcaugacg

uuggcacaau

guucagcauu

auagcuuaau

cuguucauu

ugcuucuagu

uuagoccccco

ugguuucuca

uaacauuucu

acauggcugce

aguggaugga

cuguggugag

cacaccuugu

accaaagugc

agcaacagaa

accaguaalc

ccucauucudc

uuacaaaggyg

gauuacaguu

uuaunuuanu

auuacugeiiu

gaggocaccu

ucagaccagg

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460



gaucuuccuil

acggaccagqg

aaacagocca

caacgaagcc

gugcougugac

uvacauucagc

uccacougua

aggaggguca

uucccgcaaa

ccugugecca

uaggugaaaa

uuccuaauua

uccuusuagu

cauuugucac
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aagugcagau

acauugccag

cuuugaccan

ucuauuuaua

uugcuaaaga

cauauvaaaag

uunuaaaanua

dadaaaaasaa

<210> 8
<211> 370
<212> PRT

a

<213> Homo sapiens

<400> 8

Met Trp Glu
1

Arg Phe Lys

Lys Arg Asp

Gly Ser

50

Gly

Phe
€5

Phe Gly

Val Val His

Thr Lys Lys

Gly Vval Gly

115

Gly Arg

130

Gly

Gln
145

Gln Ile

Ser Leu Thr Leu Asp

Leu Ile Ser Gln Ala

20

Val Gln Gly

40

Tyr Asp

Phe
55

Ser Pro Ser Ser

Gly Gly Gly Arg Met

Gln Leu Ser Val Thr

85

Leu Ala Leu Gln

100

Lys

Ser
120

Lys Lysz Gly

Ile His Ile

135

Met Gln

Val
150

Gln Thr Cys Ile

Ser

Tyr

25

Gly

Ser

Ala

Len

Asn

105

Val

Gln

Glu

cagaccaugc
cuagugaggc
uggugaggau
aauggaccac
acuacuguuu
gaavuuggag

aaauugageu

Gly Gln

10

Glu Val

Glu Gln
Met

Pro

Glu
75

Arg

Glu
90

Asp

Val Ile

Glu Lys=

Gln Ile

Cys Lys

155

128

agguaaggug
dalyaauuugcu
agauauadaada
aacucugggyg
aguugguaau
gguguegcuu

gguaugagag

Ile Ser

Leu Ser

Ala Ile

45

Asp Ile

60

Arg Arg

Len

Tyr

Cys Glu

Ala

Asp

30

Lys

Phe

Gly

Asn

Lys

aaccagcugce
caaaguauag
ucacuucuuc
ugucguuuun
gguguaaaau
aaaauuuuau

auaaaaaaaa

Leu Thr

15

Pro Lys

Glu Gly
Met

Asp

Asn
80

Lys

Gly val

95

Cys Glu

110

Pro
125

Cys

Gly Pro

140

Gly Gln

Leu

Gly

Gly

Cys Lys

Met Val

Glu Arg

160

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2891



Ile

Arg

Gly

Glu

Phe

225

Ser

Arg

Asp

Leu

Lys

305

Pro

Leu

Ala

Thr

<210>9
<211> 14905

Asn

Glu

Gln

Pro

210

Gln

Glu

Ile

Leu

Glu

290

His

Pro

Lys

Tyr

Ala
370

Pro

Lys

Lys

195

Gly

Arg

Ala

Leu

Arg

275

Lys

Trp

Arg

Glu

Glu
355

Lys

Lys

180

Ile

Asp

Arg

Leu

Val

260

Cys

Gly

Leu

Gln

Phe

340

Glu

Asp

165

Ile

Leu

Val

Gly

Cys

245

Ile

Val

Ile

Ser

Lys

325

Cys

Asp

<212> ARN <213> Homo sapiens

<400> 9

Arg

Ile

Phe

Ile

His

230

Gly

Thr

Arg

Leu

Leu

310

Val

Pro

Glu

ES 2765573 T3

Cys

Glu

His

Ile

215

Asp

Phe

Ser

Asp

Ile

295

Glu

Arg

Asn

Asp

Glu

Val

Gly

200

Val

Leu

Lys

Lys

Glu

280

Ile

Lys

Ile

Glu

Gly
360

Ser

His

185

Glu

Leu

Ile

Lys

Ala

265

Gly

Gln

Leu

Thr

Gln

345

Pro

129

Cys

170

Val

Gly

Asp

Met

Thr

250

Gly

Met

Phe

Pro

Asp

330

Asn

Gln

Ser

Glu

Asp

Gln

Lys

235

Ile

Glu

Pro

Leu

Gln

315

Asp

Trp

Ala

Gly

Lys

Gln

Lys

220

Met

Lys

Val

Ile

Val

300

Leu

Met

Arg

Gly

Ala

Gly

Glu

205

Asp

Lys

Thr

Ile

Tyr

285

Ile

Glu

Asp

Gln

Val
365

Lys

Met

190

Pro

His

Ile

Leu

Lys

270

Lys

Phe

Ala

Gln

His

350

Gln

Val

175

Lys

Glu

Ser

Gln

Asp

255

His

Ala

Pro

Leu

Val

335

Arg

Cys

Ile

Asp

Leu

Val

Leu

240

Asn

Gly

Pro

Glu

Leu

320

Glu

Glu

Gln



cageggugeg

cuccaucaag

cgococuccocucc

uucgcccggg

uggauuucgg

cuaccucuuc

gaggaggggyg

agcaggacca

guugcuccug

gacuugcage

geggugegac

acagaguaag

uguucccaug

gacacacuga

ccccacacuc

caagaccugc

caacacagac

cogouccuge

cucccagaac

gagcacgcgg

gcauguuggg

gggcuucgug

ggccaucgac

ugucugeaac

caagggcauu

cccaaaggug

gauuguguuu

ugocuaucuyg

ccagggcoauc

caccaacucg

uaacagcacc

ccaccagagg

agouccagge

cococuccaa

caauugugea

gagyggggaaa

ggcagggggc

acccacgcocc

aaaggaggaa

gaggggaagg

cugcugocaoc

cccaagcagu

ggugagaggyg

gocccagegau

ucccgcoccucu

cgagagcoucc

gaugggccca

aaagauuuug

ggcuccuuca

aaggccaaga

aucuuggeca

cagaccacag

gacagugcug

gaugagcaca

uggcugacag

agaaaungggqg

gcccuggacc

gaacgcugug

ccocucauggca

gacuauauug

cugauugagc

gacaaugcca

gaguaccagg

cgucagcccc
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ccaugcacug

aggcucccocu

uuuuugoage

gagcagcegayg

gcacccccgu

cuggugcgcu

aagggggacc

ggcugcugcu

ugcucucaga

uugccugcag

acugcccaga

gocagccaaa

gcaauggggu

aaggcaacug

ccugcuacug

augagugcuc

uauguggcug

acgagccagu

cguaccugag

ccauggacuu

cucagacgca

ccaucaacau

gcaacuucua

acacaugugu

cugccauggy

acauggaugg

ucacgcugga

aagquggugga

accuguacgg

augcocagea

umugucaceccyg

gagugaggay

aggaggcgga
accoggucoca
cggaggegge
gagugaagcg
cagcaggecc
uugccgaagg
coccaacugy
ugcaucagoco
ucuggucgeyg
agaucaaaua
cggaucugac
cgagcauaac
ccaggacugc
cucucgccug
caacagcagc
aguguacggc
uguugaagga
agaccggecoce
uggggoccayg
cagcuaugec
gcucaagugu
cucccucagu
cuuuguggau
cacauugcua
gaagguguuu
gcagaaccgc
ccuggucagc
cuaugagggc
cougacugug
gaagacgagu
gguggacaag

ccangccugu
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aacaagggga

cgococcococcac

ucogagaugyg

g999g9gguggy

uccccaaggg

aaagaauaag

ggggggugaa

cacaccaugc

goggcuaucyg

accuguaucu

gaggeccoug

ugccugggua

auggacggcu

ggcugacaga

uuucagcuuc

accugcagoc

uaccuccugc

cougugeugu

gugucuacca

aacgagaccg

gccococgeauga

cugcaccacy

gacaucgaug

gaccuggaac

uucacugacu

accaagcucg

cgccuugucu

aagggeogoe

uuugagaauu

gugaucaguyg

gouggugccc

gaaaacgaco

gococoagag

cocoocouccoe

ggcugugage

gugaaggguun

gcucggaacu

aacagagaag

ggagagaagu

ugaccoogoco

acgccccuaa

caaagggeug

agaunuuguoc

cugageugug

cagaugaggqg

accauugugu

aggcagaugqg

agocuaugcac

agecggauaa

ugauagccaa

ucacacgcuac

vaugcugggu

cuggccuaaa

uggaacagan

auaggaucuu

ucuacaaccce

augggcagau

ucgacagcaa

acugggcaga

agaccaucau

aucucuaugc

ugaacogouu

uccacaucua

aguaugggaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800

360

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1320



gccgggugyge

cugccguuca

gcuguuccuc

caaggucccg

cuuccacgou

ccagaagauu

ggguguggec

gacaaucagc

caaaaugaca

agacugggag

uggcucacac

ccuggacauc

gauacugcuc

cuuuggccug

cuaccgcuug

goggeoccca

caaaugccogdg

ccagugcged

cccauccuac

cugcauccag

ggccoceageo

coggugcauc

ugaguccaau

uggccgouge

ugaugagucu

caauggeaga

cagugacgaa

gcguugcauc

ugagacacac

ugaguuccag

cacugacugc

ugcucugaca

ggcuucagcc

guguauggca

gaugagcaca

gagaccggeu

gauggeoacug

guggacugga

guggccagge

caccccaggg

gaggacccca

cgagacaucu

ccggougggc

aauggcacag

ugucaccaug

gaacggygguyg

aucuuugaga

gugaacaaug

ugugcugagy

gugccuccac

gagcgeugga

cucugccauc

cccaacecgcu

goccacuuguu

aunccccauci

gouucgugug

uguaucaaca

gocggougea

ccegageacu

goccaacugca

ugccggougg

auggacucca
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ucugccugcu

ugggcaguga

agggccggco

ugauccocau

ucaucuacuu

agogggagac

ugggagacaa

uggagaaagc

cuauuguggu

aggacagucg

uugucaccuc

gccucuacug

accggaagau

gcaacuaccu

uaggaggcygc

uccgaaugua

gcggcugcag

accagguguu

cocagugecea

agugugacygg

agcacaccug

ggcucugega

cagcocgeac

ccuggacgug

ccuaucccac

ucaacuggag

gccacuccug

ggaccugecga

ccaaccaggca

auggacuaug

gcgaugagaa

ggccaacagc

cgggaaguca

aggcaucauc

ugaaaacouc

ugccogacacce

cauccugaag

ucuguacugg

ugcucagacc

ggauccacuc

gcgugggcgyg

caagacagug

gguggaugcc

uguguaugaa

cuucuggacu

accccccacu

ugaugcccag

cagocouguge

ggacgcagac

gocaggecgayg

agacaacgau

ceccucggac

cggggacaau

cugCcCcCccccc

ugaucuggau

cugcuuccoo

augegacaau

uucuagcaco

uggggacaau

cacgaggccc

caucccccug

gagcugugag
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cacaaggcgc

ugcaagaagc

cggggcaugyg

augaacccoo

accagcuaco

gacggeauce

acggacgaug

cgcaagaciu

aaugggugga

cuggagaggyg

cuuuggccca

uucuacgaco

gguccugagc

gaguaucgga

gugacccuuc

cagcagcaag

uuggecacce

ggogucacuu

uuugccuguyg

ugccuggaca

cgauucaagu

gacuguggga

aaccaguucu

gacgacugug

cugacucagu

gacaaugacu

caguucaagu

gacugcggaqg

ccugguggcu

cgguggcgcu

ggagugaccc

ggaccugccg

cggagcauga

anaungggggc

gagccocougga

ucauuggeeg

acaaugugga

ggcccaaaaa

uaaucgaggg

uguacuggac

cguggaugga

augggcuaag

gcaucgagac

ugaaccacgoc

guggcagugu

ugcgcaguga

uuggcaccaa

cugggagCccg

gouuggcgaa

ccaacageeg

acagugauga

gegagaacaa

acagugaaga

cougugccag

gggaccgcuc

uuaccugoaa

guggggacaa

gcaacageogg

acuacaguga

goccacacuga

gcgaugggga

acgucugcga

1880

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780



ucocaguguce

ugauggogac

caggocacoe

qugugauggac

cucucugaau

guguuccuge

cuacugugcc

gugcouccuga

ccocuucaaqg

caaaggagac

cocucagccag

gougcuggac

accocgaggge

ggaucagauc

cauugagoac

cugggaugocc

cgugeacagyg

gaagegeanc

cucuggccac

gouguacgog

caaguggace

goagguguac

coagggoooe

cooocaccuc

gouguacgca

caucaucucge

cgagcagcgu

cggcacagge

Jggacuggguc

uguggcocogg

uggccuugue

cauggccaac

aaguuuggcu

aaugacugug

ucgcacccuu

aacgacgacu

aacgguggcu

ccucugggca

aagcaucuca

uacgagggou

cocguucauca

uacagogucce

agcgcocucu

aacggagccce

cuggouguag

gagguggcea

ccaagggcaa

agoccugoccocc

gagaceggen

cuuungganug

auggaggugoc

ggggaggucu

ggccacaaug

cacoccocucce

ugcucccaco

augaagcouco

cgucagaugyg

uucacgguge

guguacuggu

guggagacag

ucccgaaacc

cuggauggcu

guccacccuc

auggauggca
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gcaaggacuc

aggauaacuc

gugccaacaa

quggcgacygyg

gcagccacaa

uggagoudygy

aaugcagcoca

ggguccugga

nuuucuccaa

uggugcccgg

acuggaccga

ugacuaguuu

acuggauugc

agcuggaugg

ucgoacugga

gcauugagge

cugggggcug

acgccaggue

uucggggaca

acuggacuga

ucaccguggu

goecagoecau

ugugucucau

acaaggacaa

agauccgagg

ccgacaucga

cugacgugcyg

ucgucucugc

uguucuggac

ccuucaagaa

ugcgugggaa

gcaaugcgeac

aécucggugc
ggacgaggag
caccudagud
cucagaugag
cugcucagug
gcccgacaac
aaagugcgac
accugacgge
cegecaugaa
ccugcgeaac
cgugguggag
cgagguggug
aggcaacauc
gacccuccgyg
uccecocgggau
agccuccaug
gececaacgygg
agaugecauu
cgaguuccuyg
cuggcgaaca
acagaggacc
ggcucccaau
caacuacaac
cadpacouge
uguggaccug
caacgucaca
gacacaggcc
agacuugcca
aagcuaugac
cgcaguggug
gcocucuacugyg
cocugcucuuc
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aucagcaaagqg

aacugogagu

ugoougaocod

ggcgagoucu

gcaccuggcg

cacaccugcc

cagaacaagu

gagagougac

aucoggagoa

accaucgccc

gacaagaucu

auucaguaug

uacugggugg

accaccougc

gggauccugu

aguyggyggeug

cucaceguygyg

uacucagccc

ucgcacccogu

aacacacugg

aacacccagc

cccugugagg

eggacegugu

uaugaguuua

gaugcucccu

gugcuagacu

aucaagcgygg

aaugeccacyg

dccaduadaaga

cagggococugg

accgauggqudg

aguggccaga

cgugggugug

coouggocuyg

cugacaagcu

gogaccagug

aaggcauugu

agauccagag

ucagogugaa

gcagocugga

ucgaucuuca

uggacuucca

accgcegggaa

goccouggccac

agaguaaccu

uggecgguga

uuuggacaga

ggcgecgeac

acuaccugga

quuacgacayg

uugcagugac

cuaaggccaa

ccuuugaccu

ccaaunggggg

cougageoug

agaaguuccu

acuacaacua

acgaugcccyg

ccuucaucaa

ggcuggcugu

agcagaucaa

agcagcccoca

acaacaucag

agggcccegu

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4320

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700



gggcocuggcu

caucaaccgo

gougggoaag

gucggaaaag

cagcaccacc

gggcaccaac

agagacgacc

cugcgagggce

couggauccc

cggcaucgac

gaucagccgg

ccguguggag

cuunugauguc

gggucuagac

ugaguggggu

gcuggucaac

gcuguacugg

gaaccgcgag

ggauuucauc

agacaaugcc

caaagucuuc

gugccagcag

gaugcuggcu

gegeaccauu

gccocuucgag

aggcaccucu

ccaacagauc

ggaaggccug

caccaucacg

caucacuang

cauguucugg

auugacuucce

ugcaaccugg

gecacegeece

augggcacau

cuggugaugc

ccocugcagug

cgcuccugea

guagguuccu

aaugacaagu

uuccacgcug

gccaagocggyg

ggcauugcag

aucgaggueg

aagccoeceggyg

caguaucege

gucagcauca

ugcgaugcac

gugguucugu

uacuggagug

acagacuccg

aacecgggace

cugugccugu

gaagacggag

cucaagagua

gacccugage

cegggeacece

aacgacgaug

gccuaucacc

cgccacacag

ucuggagaug

accaacugga
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cugaaagcaa

augggagugg

uggccaucau

gcagcaaggc

acaugaaggu

ucaacaacgg

ugugcacagce

uucuccugua

cagaugccocu

agdaaugacac

accagacgug

uggacuggau

coecggoucaa

ccaucaccgu

guauugageg

gouggcccaa

ggacagacaa

ccagcaacaa

acaggacuca

ugccccugeyg

ggcagaaagg

accggggccg

caucgugccg

uccaccuguc

acaugaagaa

ccaaucgcau

gcuccaggag

gquggcuggga

uggaccagac

accacccacg

augagcagcea

acucuacugg

geuggaggue

gggggacaag

ugacggcucg

cuaugacgag

ugacugcucc

cggcuauage

cucugugcau

ggucccagug

caucuacugg

gcgugaagac

cgcaggcaac

uggcuccuud

ccacceggag

gucucggcua

cggcaucuca

gauugaacgg

cauggacaug

ugccaacggce

aacecggcauc

caccaacgqug

ugggcagcygyg

cgaguaugcc

ggaugagcgc

cgucaucgec

cuucuucagc

gaucaccauu

cacucucuau

cocgoccaggdg

ggccuucguu

ucccagcauc
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aucagcuccyg

aucgaugcea

cugugguggyg

ggcuccgugyg

agcauccagc

cagcucugcc

cuccggaguyg

gagggaauca

uccgggaccu

guggacaugqg

guggugacca

aucuacugga

cgcuacgugyg

aaaggguacu

gauggcacgyg

guggacuacc

aucgaccugg

uuuucagugu

ucuaucaagco

ggcguccage

ugegeggugyg

gccugcgecu

ggcuaccugc

aaccucaaudg

cuggecuuuyg

gacauccacu

guggaaaacyg

uggacaagcu

gccuucgage

uuggacgagu

augcgggcgyg

ggaaccauac

ugcggageca

cugaucaggu

uccuucggaa

uggaccauaa

ugcccacguc

gocageagge

ggggaauucc

cgouggcougu

gocugageac

auggcauugg

cagaccaggg

ugaucuccca

uguucuggac

ageguguggu

aggaungggaa

agacagguga

cuguguuuga

gogggagcoaa

uuaaagacau

ccaauggegyg

gugcccacgg

ucuacucaga

cgceocgugea

acuaccgggc

uugggaacau

ugggcuccgu

acacgacalc

gugagaccgu

gocagaaccu

cgoucucggyg

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560



agccaauguc

ccaceguged

guaugacggo

ggccguguau

caacaagcac

gggcaucauc

caacgguggc

cogagggggc

agcacaagau

cggcgucccc

cugcaagaag

caacggggcc

uggugugggc

coaguuugug

cagcuacuuc

cugcuacgca

gcgcgacuge

ugggcgcugc

ggacgagaco

cugcaucucc

ggcougcucago

cgugugeguc

cgagagcauc

ccagaaccgce

uggoucugau

ugccaauggyg

cgaccagagu

ugccucguca

cggccaggau

cagccgcaag

cogouguoge

gugcagcoaco

cugaccocuua

gagaagcucu

ucocacogou

ggggagcaca

gugggcagca

geoguggeca

ugccaggace

Ccgaauccucdc

gaguuugagu

cacugcaagg

acuuuccgge

gacgacugug

gaguucogcou

gauugugagg

cgoccugggcg

cccagceuggg

ccagguguga

aucccoauga

cacugcaaca

aagcaguggc

ugugaaggeoa

cccgagcogeu

gcagcugguu

cagugcauce

gaguococoyg

cgougucuga

gacgaggcuc

caguuccugu

gacuguggcyg

cucaguggcu

gouggouuce

accuuccccu
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ucgagaagga

acuucucuga

augugauccu

uuuucuggac

acaugaagcu

acgacaccaa

ugugucugcu

aggaugaccu

gugocaaugqg

acaaguccga

agugcagcaa

gggauggcuc

gocgggacgg

acgocucaga

ugaagggcgu

ugugugaugyg

aacgccccag

gcocuggacguyg

aguucugcud

ugugugacgg

agacgugegg

ggcucuguga

gouuguacaa

cCcaagcacuu

agugugagua

gouccogeca

ccaagaaccc

gcagcagugg

acagcucgga

gcagccagga

ggcugaagga

goagooagog

caucoguaco

cgocaccocug

asagucagag

ngacugggug

gcugcgegug

cagcugugaa

cacucaccag

caccugoega

cgagugoauc

ugagaagcca

ugggcgcugu

ugacgagauc

gaccugoauc

ugagaugaac

goucuuccag

cgccaaugac

augcccucug

ugacaaagag

agaggcoocag

cagcgaugac

cocgoucouce

cggugacaaa

cagcacuugu

cgugugugac

coogacouge

gugggagugu

acacugcacc

gcgecugugug

cgagcgugge

cugugaggac

cgacggococgyg

cugcaucaac
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cocaauggecd

gacaagaucg

couguocaco

cggegggeag

gacauccccc

cucucuccan

ggccauguca

goggugaauu

aacuucagoc

uccuacugca

guguccaaca

ccocungcaaca

gggaacucca

ugcagugoca

cocugogage

uguggggacil

aaunacuncyg

gaugacugug

uuugagugod

uguggggaug

uucuccugad

gacugugcug

gacgaccgug

cacgaccegug

ggoocoagug

gauggcgaga

agccaagage

gcugaggcac

ugccacauca

cucaagaucg

acgugugeug

acucauggca

uggccaucga

agocggugcga

couucgggou

ngcagcgggoe

agcagcccau

gocgaaucaa

acugcucaug

coucuugaoyg

ugacougega

acucccgccg

ugcugugguyg

agacagccug

geogougeaa

cogacugeag

ggaccucacu

acagugauga

ccugcoccuag

aacauggcga

agaaccaucg

gcucagacga

cuggoaccoca

auggugcaga

aguucaugug

acugugcaga

aguuccgoug

augacugcca

acaagugcaa

ugcucugcaa

augagugucu

gouucaagug

auguggacga

gouauaaguyg

7620

7680

7740

7800

7860

7320

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8940

9000

9060

9120

9180

8240

3300

9360

9420

9480



ucugugugug

ugacgaggaa

cggguccaac

cuaccgagag

gaugcaccuu

ugggcuggcu

caucgaggug

ugagcccagyg

ugaccauuca

caccaagalc

ggccgacgec

ugugcugage

cuggaccgac

aacgouccuc

ccagocagac

ccugcuguca

cgaugggocgc

gugcaucccc

gccocoggac

cugcacaaac

ggccaacugu

cuguauuccce

gagggacugc

gugcaucccc

gccogecaac

cogeougoauc

ugagcccaag

caaccgcuga

cgaugaagag

ccgougcauc

cgagaaagac

gagggcuaug

coguuucuga

uacacguuac

cagaugauci

aacgggagca

guggacuggy

uccaagcuca

geucuggugg

cugaucggec

acauggccca

cgcgaggacu

caggacaucc

ugggaaacaa

aucagcacgce

gugcccaauc

ceceyggyggygay

accugugugu

uucuggugga

ugccocugagu

cougccocuuca

gacauccacyg

ggcaucuucc

cccgagguga

cgggucuggy

ugcacccaga

cocagegoguu

gaagagugug

gugcccggec

agcugcaccc

geggggegeu

ugcacccooo
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caccoogegyg

ucuucgocaa

uuaagcaggyg

acuggacaga

augugcaggu

uggguggcaa

auggggcocoua

uggaugugcea

gcaucggcau

auggccugac

acauugaaiu

cgcacauciu

aguccauuasa

ugcaceggec

acococougcasa

ggcacaaaug

ccaacugcac

agugugacac

ucaagugeceg

ucugcogaugyg

ucugcuugec

gcugcaaugg

ccugcgecca

ucugcgaccg

ugaccugugg

ggaaguguga

augaacgcac

gouggcagug

cucggcccug

ggaaaugcga

gougugacau

cggeogaccecd

cogguacuac

cougaacaac

ugugaccacc

ccuacaccgu

ccuguacugg

ucggacgguyg

gaauggguac

ggauggguce

gcuggacuau

ugccagccug

ugcacugacc

cogageoocac

cauggaccug

ggucaacaau

ugccugcccc

ggcuagccag

cgaggacgac

gocoggacag

cgacaaugac

cagucaguuc

gcaggacaac

caaccaguuc

ggacaaugac

uguggacgaqg

cggagaggau

cugugagcca

cgacuacgac

cuccgagagu

uggagaccac

ggaccaguuc
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cacagcugea

cugcgcaage

gocoguugecou

cagggcagca

acaggccuca

ugcgacaaag

cuggucagcu

cuguacugga

agccgcageg

gucacugagc

gauggcucca

cuguuugagg

aagaccacgg

caugucuucc

gguggcugea

accaacuucu

uuuguaugca

ungcggggaceo

uuccagugcou

ugccaggaca

aaaugcacea

ugcggagaug

cagugcucca

uguguggaug

uuccgougea

gacugugggyg

uaccaguuoc

aacgauugcg

gaguucuccu

gacugcgcygyg

cagugcaaga

aggcougugac

ucaaccugga

uggauuuuga

ugauccgaag

gcaaccccga

gccgggacac

cuggccuceg

cagacugggg

ucaucgugga

gcaucuacug

aucgccacgu

acuacgucua

gcaccaacaa

augccocougeg

goaaccougug

accugggcag

agaacgacaa

acucagacga

cocacagguau

acagugacga

acaccaaccg

gggaggauga

unaccaaacyg

gcagugauga

aggauucggyg

auggcucgga

gougcaagaa

gugacaacuc

gugccaacgg

acggcucgga

goggecacug

9540

9600

9660

9720

9780

9840

9%00

9960

10020

10080

10140

10200

10260

10320

10380

10440

10500

10560

10620

10680

10740

10800

10860

10820

10980

11040

11100

11160

11220

11280

11340



cauccoccug

ggoccugcggc

gugcaageog

gaaccccgag

ugaccgcguc

gacugaugaa

ggaguuucug

ugacugeggy

cgccaccaau

cuacugugeac

caacgagugc

ccucugecage

ugaguaccag

cccccauucg

ggauguccau

cuaccgeaga

ugaccggggu

cgacugggug

gcagaugaadg

cauugugguy

gauugagacg

guggcecaca

gcouuucaguc

caaacgaggc

caccuacauc

ccugacaggg

cgaagugacc

ugggccouguc

goocucucca

caacgguggce

cuacacgggu

cugugcugese

agouggegeu

acuggcguge

cuggcocugga

gagugugccc

ugucugugga

gaggacugug

ugccggaacce

gacggoucug

gocagcaucu

ugccgcoucgg

cugcgcuucg

ugegeucgga

guccuguaca

gcuuacgagc

gucaaggcug

cugccaccug

gucacoccacoe

gecggaaacy

ggcgagaacc

gacccacuga

goagegaugy

ggceuggeeg

aucggoagca

cuaagucacoc

aauvaaucgug

ggccugagec

aacccaugug

ugcaccuguc

acgocooocod

agocuguuuce

gacaagugug

uncccccucug
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gugacgeaga

ggaccugcec

agugcgaugg

gguucgugug

ucgggcgecca

agcccocccac

agcgcougcocu

acgaggagga

guggggacga

gcuauccacac

gcaccugcuc

acuucaugaa

ucgcugauga

aggcauucca

gocgugucua

cugcgecuca

ucaacauuud

uguacuggac

gcaagacgcu

gggggaccau

augggacgcu

uggauuauca

uceggcucaa

ccuucagcau

ucuuncaaganu

acgccucuga

accgcaagaa

ccaaugggaa

cagaugcuca

ucaaugeacyg

aacuggacca

gcaugacceac

agcegacuge

ccuggacgag

cgaggaugac

cccucccaac

augcgauggc

agocccacace

cuccuccuce

cugcagcaud

ggcacgcugc

cgugcccgge

ccagcucugc

gacgcacaac

caaugagauc

gggugacgag

uuggaccaac

unaccacuuco

agggcugaaqg

cgacucggge

caucucggqgec

guacugguca

ucgggagaca

caaugagogyg

uggeacggac

cgacgqucuuu

ccauaaguuu

cgugguccuu

augcgagugyg

gocggcuggac

ceggocugga

gaggeageoce

gugcugggay

gugccggugc
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auggacggea

uuccagugea

uguggggaca

cggecccuuce

acggacaacu

acccacugca

cugcgcugea

gacoccaage

gugcgcaceg

cagcccggau

dacaacacca

accugcaagg

cgcagccugu

aguguccgca

uggcacacgyg

daccgccacc

augeeccagaqg

cgagauguga

augauugacyg

gacuggggca

cuggugcagy

cuguacuggyg

cccanugugg

gaggauuaca

ggccacagec

uaccaucagc

cucugccuge

aacggeacau

accuguaacdc

aagugoogou

cacugucgca

cccacgggcu

gcgacgagga

acaacaccuu

acucagauga

guugcaagaa

guggggaugyg

aagacaagaa

acauguucga

ugaccagouyg

agaaagcggc

gccaagacall

agyggcgygcca

ccgaaggouc

uccccggeca

uugaugcuau

gcaccaucuc

ggcgacagau

geauecgecau

uugaggugge

agccccacge

accaccccaa

acaacauuca

cagacgccaa

cugougacag

ucuauggugu

cocuuggucaa

acaagcagcc

ugagccccag

gogugecugu

ugcagugcuu

gocaacocoyg

aungggggcac

ucacgggece

11400

11460

11520

11580

11640

11700

11760

11820

11880

11940

12000

12060

12120

12180

12240

12300

12360

12420

12480

12540

12600

12660

12720

12780

12840

12300

12960

13020

13080

13140

13200

13260
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caaaugcace cagcaggugu gugegggoua cugugccaac aacagoaccu goacugucaa 13320
coagggeaac cagococagu gecgaugecu acecggouud cugggegace gougocagua 13380
coggeaguge ucuggeuacu gugagaacuu uggcacaugc cagauggouyg cugauggoud 13440
ccgacaaugc cgougcacug ccuacuuuga gggaucgagg ugugagguga acaagugcag 13500
ccgougucuc gaaggggccu guguggucaa caagcagagu ggggauguca ccugcaacug 13560
cacggauggec cggguggccc ccagcugucu gaccugoguc ggccacugca gcaauggcegg 13620
cuccuguace augaacagca aaaugaugec ugagugecag ugoccacecc acaugacagqg 13680
goccoggugu gaggageacy ucuucageca gaeageageca ggacauauayg ccuccauccu 13740
daucccucug cuguugcuge ugcugcocuggu ucuggugged ggagugguau ucugguauaa 13800
gocggogaguc caaggggcua agggcuucca gcaccaacgg augaccaacg gggcocaugaa 13860
cguggagauu ggaaacccca ccuacaagau guacgaaggc ggagagccug augauguggg 13820
aggccuacug gacgcocugacu uugcccugga cccugacaag CCcCaccaacu ucaccaaccec 13580
cguguauged acacucuiaca uggggggoca uggcagucge cacuccocugy coageacgga 14040
cgagaagoga gaacuccugy geoegggygece ugaggacgayg auaggggace couuggcaua 14100
gggccocuged Cogucggacu goocctagaa agecuccuge coccugeagy ugaagudouu 14160
cagugagccc Cuccccagcc agcccuuccc uggecccgec ggauguauaa auguaaaaau 14220
gaaggaauua cauumiuauau gugagcgagc aagecggcaa gogagcacag uauuauuucu 14280
ccauccccuc ccugccugcou ccuuggcacc cccaugcuge cuucagggag acaggcaggg 14340
agggouuggy gougeaccud cuacccuccs acCagaacge accocacugy gagagouggu 14400
ggugeagocu uccccucctu guauaagaca cuuugccaag goucuccocu cucgaeocoan 14460
cocugcuuge cogoucccac agouucduga gggouaauud ugggaaggga gaguucuuug 14520
cugccccugu cuggaagacg uggcucuggg ugagguaggce gggaaaggau ggaguguuuu 14580
aguucuuggg ggaggccacc ccaaacccca gocccaacuc caggggcacce uaugagaugg 14640
ccaugcucaa CCCCCCUCCC agacaggccc ucccugucuc cagggcccce accgagguuc 14700
coagggeugy agacuuccud ugguadacau ucCucCagel uccocucoes uggggacged 14760
aaggaggugyg gocacaccoca ggaagggaaa goegggeagoc coguuuuggy gacgugaacy 14820
uuuuAauaau UUUUgCUgaa uuccuuuaca acuadauaac acagauauug uuauaaauaa 14880
aauuguaaaa aaaaaaaaaa aaaaa 14305

<210>10

<211> 4544

<212> PRT

<213> Homo sapiens
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<400>

10

Met Leu Thr

1

val

Ala

Gly

Pro

&5

Gly

Asp

Gly

Asp

Gly

145

Ser

Glu

Glu

Ile

Thr

225

Thr

Ala

Cys

Glu

50

Gln

Thr

Cys

Asn

Gly

130

Lys

Gln

Gly

Pro

Len

210

Ser

val

Ala

Arg

35

Arg

Ser

Glu

Met

Cys

115

Pro

Thr

Leu

Tyr

val

195

Ala

Thr

Cys

Pro

Ala

20

Asp

Asp

Lys

Leu

Asp

100

Ser

Thr

Cys

Cys

Leu

180

Asp

Thr

Arg

Trp

Pro

Ile

Gln

Cys

Ala

Cys

85

Gly

Cys

Lys=

Thr

163

Leu

Arg

Tyr

Gln

val

Leu

Asp

Ile

Pro

Gln

70

Val

Ser

Len

Tyr

Asp

150

Asn

Gln

Pro

Leu

Thr

230

His

Leu

Ala

Thr

Asp

55

Arg

Pro

AsSp

Gly

Cys

133

Phe

Thr

Pro

Pro

Ser

215

Thr

val
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Leu

Pro

Cys

40

Gly

Cys

Met

Glu

Cys

120

Asn

Asp

Asp

Asp

Val

200

Gly

Ala

Gly

Leu

Lys

25

Ile

Ser

Gln

Ser

Gly

105

Gln

Ser

Glu

Gly

Asn

185

Leu

Ala

Met

Asp

Leu

10

Thr

Ser

Asp

Pro

Arg

20

Pro

His

Ser

Cys

Ser

170

Arg

Leu

Gln

Asp

Ser

138

Pro

Cys

Lys

Glu

Asn

75

Leu

His

His

Phe

Ser

155

Phe

Ser

Ile

Val

Phe

235

Ala

Leu

Ser

Gly

Ala

60

Glu

Cys

Cys

Cys

Gln

149

Val

Ile

Cys

Ala

Ser

220

Ser

Ala

Leu

Pro

Trp

45

Pro

His

Asn

Arg

Val

125

Leu

Tyr

Cys

Lys

AsSn

205

Thr

Tyr

Gln

Ser

Lys

30

Arg

Glu

Asn

Gly

Glu

110

Pro

Gln

Gly

Gly

Ala

190

Ser

Ile

Ala

Thr

Ala

15

Gln

Cys

Ile

Cys

Val

35

Leu

Thr

Ala

Thr

Cys

175

Lys

Gln

Thr

Asn

Gln

Leu

Phe

Asp

Cys

Leu

g0

Gln

Gln

Leu

Asp

Cys

160

Val

Asn

ASn

Pro

Glu

240

Leu
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245 250 255

Lys Cys Ala Arg Met Pro Gly Leu Lys Gly Phe Val Asp Glu His Thr
260 265 270

Ile Asn Ile Ser Leu Ser Leu His His Val Glu Gln Met Ala Ile Asp
275 280 285

Trp Leu Thr Gly Asn Phe Tyr Phe Val Asp Asp Ile Asp Asp Arg Ile
230 295 300

Phe Val Cys Asn Arg Asn Gly Asp Thr Cys Val Thr Leu Leu Asp Leu
305 310 315 320

Glu Leu Tyr Asn Pro Lys Gly Ile Ala Leu Asp Pro Ala Met Gly Lys
325 330 335

Val Phe Phe Thr Asp Tyr Gly Gln Ile Pro Lys Val Glu Arg Cys Asp
340 345 350

Met Asp Gly Gln Asn Arg Thr Lys Leu Val Asp Ser Lys Ile Val Fhe
355 360 365

Pro His Gly Ile Thr Leu Asp Leu Val Ser Arg Leu Val Tyr Trp Ala
370 375 380

Asp Ala Tyr Leu Asp Tyr Ile Glu Val Val Asp Tyr Glu Gly Lys Gly
385 350 395 400

Arg Gln Thr Ile Ile Gln Gly Ile Leu Ile Glu His Leu Tyr Gly Leu
405 410 415

Thr Val Phe Glu Asn Tyr Leu Tyr Ala Thr Asn Ser Asp Asn Ala Asn
420 425 430

Ala Gln Gln Lys Thr Ser Val Ile Arg Val Asn Arg Phe Asn Ser Thr
435 440 445

Glu Tyr Gln Val Val Thr Arg Val Asp Lys Gly Gly Ala Leu His Ile
450 455 460

Tyr His Gln Arg Arg Gln Pro Arg Val Arg Ser His Ala Cys Glu Asn
465 470 475 480

Asp Gln Tyr Gly Lys Pro Gly Gly Cys Ser Asp Ile Cys Leu Leu Ala
485 490 495
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Asn Ser His Lys Ala Arg Thr Cys Arg Cys Arg Ser Gly Phe Ser Leu
500 505 510

Gly Ser Asp Gly Lys Ser Cys Lys Lys Pro Glu His Glu Leu Phe Leu
515 520 525

Val Tyr Gly Lys Gly Arg Pro Gly Ile Ile Arg Gly Met Asp Met Gly
530 535 540

2Ala Lys Val Pro Asp Glu His Met Ile Pro Ile Glu Asn Leu Met Asn
545 550 555 560

Pro Arg Ala Leu Asp Phe His Ala Glu Thr Gly Phe Ile Tyr Phe Ala
565 570 575

Asp Thr Thr Ser Tyr Leu Ile Gly Arg Gln Lys Ile Asp Gly Thr Glu
580 585 590

Arg Glu Thr Ile Leu Lys Asp Gly Ile His aAsn Val Glu Gly val Ala
585 600 605

Val Asp Trp Met Gly Asp Asn Leu Tyr Trp Thr Asp Asp Gly Pro Lys
610 615 620

Lys Thr Ile Ser Val Ala Arg Leu Glu Lys Ala Ala Gln Thr Arg Lys
625 630 635 640

Thr Leu Ile Glu Gly Lys Met Thr His Pro Arg Ala Ile Val Val Asp
645 650 655

Pro Leu Asn Gly Trp Met Tyr Trp Thr Asp Trp Glu Glu Asp Pro Lys
660 665 670

Asp Ser Arg Arg Gly Arg Leu Glu Arg Ala Trp Met Asp Gly Ser His
675 &80 685

Arg Asp Ile Phe Val Thr Ser Lys Thr Val Leu Trp Pro Asn Gly Leu
690 695 700

Ser Leu Asp Ile Pro Ala Gly Arg Leu Tyr Trp Val Asp Ala Phe Tyr
705 710 715 720

Asp Arg Ile Glu Thr Ile Leu Leu Asn Gly Thr Asp Arg Lys Ile Val
725 730 735

Tyr Glu Gly Pro Glu Leu Asn His Ala Phe Gly Leu Cys His His Gly
740 745 750
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Asn Tyr Leu Phe Trp Thr Glu Tyr Arg Ser Gly Ser Val Tyr Arg Leu
755 760 765

Glu Arg Gly Val Gly Gly Ala Pro Pro Thr Val Thr Leu Leu Arg Ser
770 775 780

Glu Arg Pro Pro Ile Phe Glu Ile Arg Met Tyr Asp Ala Gln Gln Gln
785 790 735 800

Gln Val Gly Thr Asn Lys Cys Arg Val Asn Asn Gly Gly Cys Ser Ser
805 810 815

Leu Cys Leu Ala Thr Pro Gly Ser Arg Gln Cys Ala Cys Ala Glu Asp
B20 825 830

Gln Val Leu Asp Ala Asp Gly Val Thr Cys Leu Ala Asn Pro Ser Tyr
835 840 845

Val Pro Pro Pro Gln Cys Gln Pro Gly Glu Phe Ala Cys Ala Asn Ser
850 855 860

Arg Cys Ile Gln Glu Arg Trp Lys Cys Asp Gly Asp Asn Asp Cys Leu
865 870 875 880

Asp Asn Ser Asp Glu Ala Pro Ala Leu Cys His Gln His Thr Cys Pro
885 890 895

Ser Asp Arg Phe Lys Cys Glu Asn Asn Arg Cys Ile Pro Asn Arg Trp
900 205 910

Leu Cys Asp Gly Asp Asn Asp Cys Gly Asn Ser Glu Asp Glu Ser Asn
915 920 825

2Ala Thr Cys Ser Ala Arg Thr Cys Pro Pro Asn Gln Phe Ser Cys Ala
930 935 540

Ser Gly Arg Cys Ile Pro Ile Ser Trp Thr Cys Asp Leu Asp Asp Asp
945 950 955 960

Cys Gly Asp Arg Ser Asp Glu Ser Ala Ser Cys Ala Tyr Pro Thr Cys
963 370 975

Phe Pro Leu Thr Gln Phe Thr Cys Asn Asn Gly Arg Cys Ile Asn Ile
980 385 990

Asn Trp Arg Cys Asp Asn Asp Asn Asp Cys Gly Asp Asn  Ser Asp Glu
995 1000 1005
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Ala

Ser

Asp

Gln

Cys

Gly

Gly

Asp

Asn

Ala

Cys

Asp

Asn

Ile

His

Ser

Gly
1010

Gly
1025

Cys
1040

Ala
1055

Arg
1070

Asp
1085

val
1100

Ser
1115

Asp
1130

Cys
1145

Leu
1160

Gly
1175

Gly
1190

Val
1205

Thr
1220

Gln

Cys

Gly

Thr

Leu

Thr

Thr

Ala

Cys

Arg

Pro

Ser

Gly

Cys

Cys

Lys

Ser

Cys

Asp

Arg

Asp

Asp

His

Arg

Glu

Pro

Pro

Asp

Cys

Ser

Gln

Cys

His

Ile

Tyr

Pro

Gly

Cys

val

Cys

Asp

Pro

Asp

Glu

Ser

Cys

Ile

Asp

Ser

Pro

Ser

Pro

Leu

Met

Cys

Ile

Asn

Ser

Lys

Gly

His

Pro

Gln

Gln
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Cys
1015

Glu
1030

Asp
1045

Gly
1060

Cys
1075

Asp
1090

Asp
1105

Ser
1120

Ser
1135

His
1150

Leu
1165

Glu
1180

Asn
1195

Len
1210

Ser
1225

Asn

Ser

His

Glu

Gly

Tle

Ser

Pro

Lys

Asp

Pro

Cys

Leu

Cys

Gly

Tyr

Lys

Ser

Trp

Thr

Cys

Pro

Ser

Ser

Ala

Glu

Cys

Asp

Cys

Ser

Met

Cys

Phe
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Thr

Thr

His

His

Leu

Asp

val

Trp

Glu

Ala

Gly

Asp

Val

Glu

Ala

Ser

Gln

Cys

Ala

Thr

Arg

Glu

Lys

Val

Asn

Asn

Asn

Gln

Ala

Leu

Lys

val

Phe
1020

Asp
1035

Asn
1050

Asp
1065

Trp
1080

Lys
1085

Phe
1110

Cys
1125

Cys
1140

Asn
1155

Asp
1170

Cys
1185

Pro
1200

Gly
1215

His
1230

Lys

Lys

Gly

Cys

Glu

Ser

Gly

Asp

Glu

Thr

Asp

Ser

Gly

Pro

Len

Cys

Cys

Asp

Thr

Phe

Cys

Cys

Cys

Gly

Ser

Ser

Cys

Leu

Glu

Asp

Lys

Ser

Asn

Asn

Asn

Gln

Asp

Glu

Lys

Asp

Len

Val

Gly

Asn

Gly

Asn

Cys

Cys



Tyr

Leu

Ile

Pro

Ser

Gly

Ile

Ile

Glu

Gly

Gly

Glu

Glu

Leu

Tyr

1235

Glu
1250

Asp
1265

Arg
1280

Gly
1295

Ala
1310

Lys
1325

Gln
1340

Ala
1355

Val
1370

Asp
1385

Ile
1400

Ala
1415

Thr
1430

Glu
1445

Ser
1460

Gly

Pro

Arg

Leu

Leu

Leu

Tyr

Gly

Ala

Ile

Leu

Ala

Gly

Lys

Ala

Trp

Phe

Ile

Arg

Tyr

Leu

Gly

Asn

Lys

Glu

Phe

Ser

Ser

Arg

Arg

Val

Lys

Asp

Asn

Trp

Asp

Leu

Ile

Leu

His

Trp

Met

Gly

Ile

Tyr

Leu

Pro

Leu

Thr

Thr

Asn

Ala

Tyr

Asp

Pro

Thr

Ser

Gly

Leu

Asp
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1240

Glu
1255

Phe
1270

His
1285

Ile
1300

Asp
1315

Gly
1330

Thr
1345

Trp
1360

Gly
1375

Arg
1350

Asp
1405

Gly
1420

Trp
1435

Trp
1450

Gly
1465

Pro

Ile

Lys

Ala

Val

Ala

Pro

Val

Thr

Ala

Trp

Ala

Pro

Ile

Ser

Asp

Ile

Gly

Leu

Val

Leu

Glu

Glu

Leu

Ile

Asp

Gly

Asn

Asp

Gly
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Gly

Phe

Asp

Asp

Glu

Thr

Gly

Ser

Ala

Ala

Arg

Gly

Ala

His

Glu

Ser

Tyr

Phe

Asp

Ser

Leu

Asn

Thr

Leu

Ser

Arg

Leu

Arg

Met

1245

Ser
1260

Asn
1275

Ser
1290

His
1305

Lys
1320

Phe
1335

Ala
1350

Leu
1365

Thr
1380

Asp
1395

Leu
1410

Thr
1425

Thr
1440

Ser
1455

Glu
1470

Cys

Arg

Vval

Leu

Ile

Glu

Val

Asp

Leu

Pro

Pro

Val

Val

Asp

Val

Arg

His

Leu

Ser

Tyr

vVal

Asp

Gln

Leu

Arg

Arg

His

Asp

Ala

Leu

Ser

Glu

Vval

Gln

Arg

vVal

Trp

Ile

Ala

Asp

Ile

Arg

Tyr

Ile

Arg



Gly

Gly

Ala

Asn

Pro

Cys

Ala

Tyr

Arg

Phe

Ala

Ile

Ser

Ser

Ile

Gln

His
1475

Glu
1490

Asn
1505

Thr
1520

Met
1535

Ser
1550

Cys
1565

Glu
1580

Gly
1585

Thr
1610

Arg
1625

Lys
1640

Ala
1655

Arg
1670

Asn
1685

Gly
1700

Glu

Val

Lys

Gln

Ala

His

Pro

Phe

Val

Val

Glu

Arg

Asp

Asn

val

Leu

Phe

Tyr

Trp

Pro

Pro

Len

His

Lys

Asp

Pro

Gln

Ala

Leu

Leu

Ala

Glu

Leu

Trp

Thr

Phe

Asn

Cys

Leu

Lys

Len

Asp

Arg

Phe

Pro

Phe

Arg

Gln

Ser

Thr

Gly

Asp

Pro

Len

Met

Phe

Asp

Ile

Val

Ile

Asn

Trp

Leu

Pro
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His
1480

Asp
1495

His
1510

Leu
1525

Cys
1540

Ile
1555

Lys
1570

Leu
1585

Ala
1600

Asp
1615

Tyr
1630

Asn
1645

Ala
1660

Thr
1675

Asp
1690

His
1705

Pro

Trp

Asn

Gln

Glu

Asn

Leu

Leu

Pro

Asn

Trp

Gly

His

Ser

Gly

Gly

ﬁhe
Arg
Val
val
Ala
Tyr
His
Tyr
Tyr
Val
Ser
Thr
Gly
Tyr
Ser

Leu
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Ala

Thr

Thr

Tyr

Asn

Asn

Lys

Ala

Tyr

Thr

Asp

Gly

Leu

Asp

Phe

val

val

Asn

val

His

Gly

Arg

Asp

Arg

Asn

Val

Val

val

Ala

Thr

Lys

vVal

Thr
1485

Thr
1500

val
1515

Pro
1530

Gly
1545

Thr
1560

Asn
1575

Gln
1590

Tyr
1605

Leu
1620

Arg
1635

Glu
1650

Val
1665

Asn
1680

Asn
1695

His
1710

Leu

Leu

Gln

Ser

Gln

Val

Thr

Met

Ile

Asp

Thr

Thr

Asp

Lys

Ala

Pro

Tyr

Ala

Arg

Arg

Gly

Ser

Thr

Glu

Ile

Tyr

Gln

Val

Trp

Lys

val

Leu

Gly

Lys

Thr

Gln

Pro

Cys

Cys

Ile

Ser

Asp

Ala

Val

Val

Gln

val

Arg



Gly

Met

Pro

Ile

Ser

Ala

Gln

Gly

Lys

Pro

Thr

Leu

Leu

Asn

Ala

Vval

Lys
1715

Asp
1730

val
1745

Ser
1760

Gly
1775

Thr
1780

Val
1805

Ser
1820

Val
1835

Cys
1850

Ser
1865

Arg
1880

Tyr
1895

Asp
13510

Val
1525

Asp
1940

Leu

Gly

Gly

Ser

Leu

Ala

Ser

vVal

Tyr

Ser

Glu

Ser

Ser

Lys

Gly

Met

Tyr

Ser

Leu

Gly

Glu

Leu

Glu

vVal

Asp

val

Thr

Gly

Val

Ser

Ile

Gly

Trp

Asn

Ala

Asn

val

Ala

Lys

Leu

Glu

Asn

Thr

Gln

His

Asp

Asp

Leu

Thr

Ile

His

Ile

Ile

Met

Arg

Ser

Asn

Arg

Gln

Glu

Ala

Phe

Ser
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Asp
1720

Thr
1735

Asp
1750

Thr
1765

Asp
1780

Met
1795

Gly
1810

Asn
1825

Ile
1840

Gly
1855

Ser
1870

Ala
1885

Gly
1500

Leu
1815

His
1530

Thr
1945

Gly

Leu

Phe

Ile

Ala

Gly

Thr

Ser

Gln

Asp

Cys

Cys

Ile

Val

Ala

Ile

Asp

Leu

Pro

Asn

Met

Asp

Cys

Thr

Leu

Cys

Met

Glu

Arg

Pro

Glu

Ser
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Asn

Phe

Glu

Arg

Arg

Lys

Ser

Thr

Asp

Ser

Cys

Gly

Gly

Val

Asn

Arg

Ile

Ser

Ser

Cys

Ser

Leu

Lys

Leu

His

Gln

Thr

Val

Ile

Ser

Asp

Ala

Ser
1725

Gly
1740

Lys
1755

Asn
1770

Gln
1785

Trp
1800

Ala
1815

Val
1830

Lys
1845

Leu
1860

Ala
1875

Gly
1830

Pro
1905

Gly
1920

Thr
13935

Lys
1950

Met

Gln

Leu

Leu

Leu

Trp

Asp

Met

Gly

Cys

Gly

Ser

Leu

Thr

Ile

Arg

Ala

Lys

Tyr

Asp

Gly

Ala

Gly

His

Thr

Leu

Tyr

Phe

Asp

Ser

Tyr

Asp

Asn

Gly

Trp

Gly

Lys

Asp

Ser

Met

Asn

Pro

Ser

Leu

Pro

Leu

Trp

Gln



Thr

Gly

Gln

Thr

Gln

Vval

Val

Asp

val

Phe

Ser

Leu

Asn

Gly

Ala

Trp
1355

Ile
1970

Gly
1985

Tyr
2000

val
2015

Tyr
2030

Vval
2045

Asp
2060

Lys=
2075

val
2090

Glu
2105

Ile
2120

Arg
2135

Arg
2150

Gly
2165

Cys

Arg

Ala

Phe

Val

His

Pro

Leu

Tyr

Ile

Leu

Asp

Lys

Thr

Asp

Cys

Ala

Glu

val

Asp

Val

Pro

Arg

Val

Gln

Glu

Ser

Phe

Arg

Gly

Arg

Gln

Cys

Asp

Asp

val

Ile

Glu

Ile

Asn

Asp

Arg

Ser

Ile

Gly

Ile

Gln

Gln

Ala

Val

Trp

Ile

Ser

Lys

Glu

Val

Gly

Ile

Asn

Tyr

Ser

Gly

Lys

Leu

His
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Val
1960

Ile
1975

Glu
1990

Gln
2005

Gly
2020

Arg
2035

Ser
2050

Lys
2065

Asp
2080

Asn
2085

Trp
2110

Lys
2125

Val
2140

Gly
2155

Cys
2170

Gly

Thr

Ala

val

Gly

Tyr

Ser

Ile

Leu

Leu

Met

Ser

Asp

Gln

Thr

Leu

Met

Asn

Gly

Ala

Leu

Leu

Arg

Ser

Tyr

Glu

Asp

Asp

Asn

Leu

Asn

Tyr

Leu
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Gly

Asn

Arg

Asp

Phe

Leu

Trp

Trp

Thr

Met

Arg

Ala

Lys

Val

Arg

Ala

Tle

Ile

Leu

Lys

Trp

Asp

Pro

Cys

Gly

Phe

Thr

Thr

Asp

Cys

Gly

Glu

Gly
1965

Tyr
1980

Asn
1995

Pro
2010

Thr
2025

Gly
2040

Asn
2055

Asp
2070

Glu
2085

Ser
2100

His
2115

Asp
2130

Ile
2145

Ala
2160

Arg
2175

Asp

Arg

Trp

Gly

Glu

Thr

Gly

Ala

Asn

val

Ala

Ser

Lys

vVal

Gly

Gly

Val

Thr

Ser

Ala

Trp

Glu

Ile

Arg

Ser

Asn

vVal

val

Ala

Gln

Ala

Glu

Asp

Phe

Ile

Gly

Arg

Ser

Thr

Glu

val

Gly

Pro

Phe

Asn

Arg

Ser



Cys

Len

Val

Leu

Asn

Ser

Trp

Gln

Ser

Asn

Met

Lys

Glu

Cys

2180

Arg
2195

Lys
2210

Gln
2225

Ala
2240

Ile
2255

Asp
2270

Val
2285

Thr
2300

Thr
2315

Gly
2330

Leu
2345

Arg
2360

Asp
2375

Lys
2390

Glu
2405

Glu

Ser

Pro

Phe

Phe

Asp

Glu

Ser

Arg

Asp

Met

Ala

Ile

Leu

Tyr

Tyr

Ile

Phe

Asp

Phe

Gly

Gly

Tyr

Pro

Asp

Phe

Ala

Arg

Tyr

Asp

Ala

His

Glu

Tyr

Ser

Ser

Leu

Thr

Gly

His

Trp

Leu

Thr

Phe

Gly

Gly

Leu

Asp

Arg

Asp

Arg

Ala

Thr

Ala

Pro

Thr

Ser

Pro

Ser

Ser
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2185

Tyr
2200

Ser
2215

Pro
2230

Ala
2245

Ile
2260

Arg
2275

Tyr
2280

Ser
2305

Phe
2320

Arg
2335

Asn
2350

Gly
23653

Asn
2380

Asp
2395

His
2410

Leu

Asp

Glu

Gly

His

Ile

His

Thr

Glu

Ala

Trp

Ala

Gly

Ala

Arg

Leu

Glu

His

Thr

Phe

Thr

Arg

Ile

Arg

Phe

Asn

Asn

Leu

Thr

Tyr
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Tyr

Arg

Met

Ser

Gly

Ile

Gly

Thr

Glu

Val

Glu

Val

Ala

Leu

Val

Ser

Asn

Lys

Pro

Asn

Val

Trp

Arg

Thr

Leu

Gln

Leu

Ile

Asp

Ile

2190

Glu
2205

Len
2220

Asn
2235

Gly
2250

Ile
2265

Glu
2280

Asp
2295

His
2310

Val
2325

Asp
2340

His
2355

Thr
2370

Asp
2385

Lys
2400

Leu
2415

Arg

Asn

Val

Thr

Gln

Asn

Thr

Thr

Ile

Glu

Pro

Leu

His

Ile

Lys

Thr

Ala

Ile

Pro

Gln

Val

Leu

Val

Thr

Cys

Ser

Ile

Arg

Glu

Ser

Ile

Pro

Ala

Asn

Ile

Gly

Tyr

Asp

Met

Gln

Ile

Glu

Ala

Arg

Glu



Pro

Trp

Val

Pro

Leu

Leu

Arg

Cys

Asn

Ser

Thr

Trp

Pro

Asp

Asp

Cys

Val
2420

Thr
2435

Gly
2450

Met
2465

Ser
2480

Leu
2485

Ile
2510

Arg
2525

Phe
2540

Asp
2555

Phe
2570

Cys
2585

Cys
2600

Gly
2615

Cys
2630

Ser
2645

His

Asp

Ser

Gly

Pro

Thr

Leu

Ala

Ser

Glu

Arg

Asn

Asn

Thr

Glu

Ser

Pro

Trp

aAsn

Ile

Cys

His

Gln

Gln

Leu

Lys

Gln

Gly

Lys

Cys

Asp

Tyr

Phe

Val

Met

Ile

Arg

Gln

Asp

Asp

Thr

Pro

Cys

Ala

Thr

Ile

Ala

Phe

Gly

Arg

Lys

Ala

Ile

Gly

Asp

Glu

Cys

Ser

Ser

Asp

Ala

Gly

Ser

Arg
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Len
2425

Arg
2440

Leu
2455

Val
2470

Asn
2485

His
2500

Leu
2515

Phe
2530

Asp
2545

Tyr
2560

Asn
2575

Asp
2590

Cys
2605

Asn
2620

Asp
2635

Leu
2650

Ala

Ala

Leu

Ala

Asn

val

Thr

Glu

Gly

Cys

Gly

Cys

Gly

Ser

Glu

Gly

Val

val

Arg

Asn

Gly

Asn

Cys

Cys

Val

Asn

Arg

Gly

val

Ser

Met

val
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Tyr

Gln

val

Asp

Gly

Cys

Arg

Ala

Pro

Ser

Cys

Asp

Gly

Arg

Asn

Lys

Gly

Arg

Asp

Thr

Cys

Ser

Ala

Asn

His

Arg

val

Gly

Glu

Cys

Cys

Gly

Glu
2430

Ala
2445

Ile
2460

Asn
2475

Gln
2490

Cys
2505

val
2520

Gly
2535

Cys
2550

Arg
2565

Ser
2580

Ser
25385

Phe
2610

Asn
2625

Ser
2640

val
2655

His

Asn

Pro

Ser

Asp

Arg

Asn

Glu

Lys

Cys

Asn

Asp

Arg

Gln

Ala

Leu

Tle

Lys

Gln

Cys

Leu

Gly

Ser

Cys

Asp

Lys

Met

Glu

Cys

Phe

Thr

Phe

Phe

His

Gln

Glu

Cys

Gly

Ser

Ile

Lys

Lys

Leu

Ile

Arg

Val

Asp

Gln



Pro

Asp

Pro

Pro

Asp

Cys

Lys

Asp

Phe

Cys

Ala

Met

His

Glu

Cys

Cys
2660

Gly
2675

Gly
2690

Ser
2705

Asp
2720

Ser
2735

Gln
2750

Glu
2765

Ser
2780

Asp
2795

Ala
2810

Cys
2825

Asp
2840

Tyr
2855

Cys
2870

His
2885

Glu

Ala

val

Gly

Cys

Glu

Trp

Ala

Cys

Gly

Gly

Gln

Arg

Pro

Leu

Asp

Arg

Asn

Lys

Arg

Glu

Ala

Leu

Ala

Pro

Asp

Cys

Asn

Asp

Thr

Ser

Gln

Thr

Asp

Arg

Cvys

His

Gln

Cvs

His

Gly

Lys

Leu

Arg

Cys

Cys

Ser

Ser

Ser

Cys

Pro

Ile

Gly

Phe

Asp

Cys

Thr

Asp

Tyr

Gln

Ala

Gly

Arg

Asp
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Leu
2665

Gly
2680

Arg
2695

Pro
2710

Glu
2725

Glu
2740

Gly
2755

Glu
2770

His
2785

Cys
2800

Asn
2815

Cys
2830

Asp
2845

Pro
2860

Gln
2875

Glu
2890

Cys

Asp

Cys

Met

Asp

Cys

Ser

Gly

Val

Ala

Ser

Ile

Gly

Ser

Trp

Ala

Tyr

Tyr

Pro

Ser

Glu

Gln

Asp

Lys

Cys

Asp

Thr

Pro

Ser

Glu

Glu

Pro
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Ala

Ser

Leu

Trp

Thr

Asn

Asp

Thr

Val

Gly

Cys

Lys

Asp

Phe

Cys

Lys

Pro

Asp

Asn

Thr

His

His

Cys

Cys

Pro

Ala

Asp

His

Glu

Arg

Asp

Asn

Ser
2670

Glu
2685

Tyr
2700

Cys
2715

Cys
2730

aArg
2745

Gly
2760

Gly
2775

Glu
2790

Asp
2805

Asp
2820

Phe
2835

Ser
2850

Cys
2865

Gly
2880

Pro
2895

Trp

Arg

Phe

Asp

Asn

Cys

Asp

Pro

Arg

Glu

Arg

Val

Pro

Ala

Glu

His

Val

Asp

Ala

Lys

Lys

Ile

Gly

Ser

Trp

Ser

Glu

Cys

Glu

Asn

Asn

Cys

Cvys

Cys

Cys

Glu

Phe

Ser

Ser

Ser

Leu

Ile

Phe

Asp

Cys

Gly

Asp

Thr



Ser

Ser

Asp

Cys

Leu

Lys

Thr

Lys

His

Ala

Tyr

Phe

Gln

Gln

val

Asp

Gln
2800

Gly
2315

Cys
2830

Leu
2945

Lys
2360

Asp
2875

Fhe
2890

Cys
3005

Ser
3020

Asn
3035

Thr
3050

Asp
3065

Gly
3080

Val
3085

Asp
3110

Thr

Glu

Arg

Gly

Ser

Ile

Asp

Pro

Leu

Cys

Arg

Leu

Tyr

Ser

Leu

Trp

Ile

His

Cys

Asp

Arg

Gly

Gly

Cys

Cvs

Lys

Tyr

Leu

Arg

Met

His

Val

Glu

Lys

Val

Ser

Lys

Phe

Arg

Ser

Val

Ala

Tyr

Lys

Glu

Ile

Arg

Gly

Val

Cys

Ala

Ser

Leu

Lys

Thr

Gln

Glu

Val

Leu

Gln

Gln

Arg

Thr

Gly

Ser
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Asn
2905

Glu
2920

Asp
2935

Ser
2950

Cys
2965

Cys
2980

Arg
2995

Gly
3010

Thr
3025

Arg
3040

Gly
3055

Met
3070

Arg
3085

Gly
3100

Asn
3115

Lys

Ala

Ala

Glu

Gly

Ala

Cys

Tyr

Asp

Lys

Leu

Ile

Met

Leu

Leu

Leu

Ser

Len

Arg

Cys

Cys

Asp

Ile

Ala

Glu

Leu

Asn

Tyr

His

Ser

Tyr

Asn

150

Ser

Len

Gly

Ser

Arg

Val

Asn

Pro

Glu

Asn

Asn

Trp

Leu

Asn

Trp

Gly

Gln

Cys

Cys

Gln

Pro

Asp

Thr

Arg

Pro

Leu

Ala

Thr

Asn

Pro

Cys

Ala

Phe
2910

Asn
2925

His
2840

Asp
2955

Gly
2370

Glu
2985

His
3000

Gly
3015

Phe
3030

Asp
3045

Val
3060

Asp
3075

Gly
3090

Asp
3105

Asp
3120

Tyr

Leu

Gly

Ile

Cys

Phe

Cys

Gly

Gly

Leu

Gly

Ala

Val

Ser

Gly

Lys

Arg

Cys

Gln

Asn

Glu

Arg

Ser

Ser

Asp

Ile

Ser

Leu

Thr

Asn

Leu

Gly

Thr

Ser

Asp

Glu

Asp

Leu

Thr

Tyr

Pro

Phe

Asn

Asp

Thr

Val

Ala

Arg

Val



Leu

Val

Leu

Val

Val

Glu

Gln

Val

Lys

Arg

Val

Leu

Thr

Cys

Phe

3125

Val
3140

Gln
3155

Ile
3170

Asp
3185

Thr
3200

Phe
3215

Asp
3230

Tyr
3245

Thr
3260

Pro
3275

Pro
3290

Cys
3305

Asn
3320

Thr
3335

Trp
3350

Ser

Asn

Gly

Thr

Glu

Ala

Ile

Trp

Thr

Met

Asn

Leu

Phe

Ala

Trp

Ser

Gly

Arg

Lys

Arg

Ser

Pro

Thr

Gly

Asp

His

Leu

Tyr

Ser

Lys

Gly

Tyr

Ile

Ile

Ile

Leu

His

Asp

Thr

Leu

Pro

Ser

Leu

Gln

Cys

Leu

Leu

Gly

Thr

Tyr

Asp

Ile

Trp

Asn

His

Cys

Pro

Gly

Phe

Asp

3130

Arg
3145

Tyr
3160

Met
3175

Trp
3190

Trp
3205

Gly
3220

Phe
3235

Glu
3250

Lys
3265

Val
3280

Lys
3295

Gly
3310

Ser
3325

Val
3340

Thr
3355
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Glu

Trp

Asp

Pro

Ala

Ser

Ala

Thr

Thr

Phe

val

Gly

Asp

Cys

Glu

Pro

Thr

Gly

Asn

Asp

Asn

Leu

Lys

Leu

His

Asn

Gly

Gly

Lys

Asp
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Arg

Asp

Ser

Gly

Ala

Arg

Thr

Ser

Leu

Ala

Asn

His

Arg

Asn

Asp

Ala

Trp

Ser

Leu

Arg

His

Leu

Ile

Ile

Leu

Gly

Lys

Thr

Asp

Cys

3135

Leu
3150

Gly
3165

Arg
3180

Thr
3195

Glu
3210

val
3225

Phe
3240

Asn
3255

Ser
3270

Arg
3285

Gly
3300

Cys
3315

Cys
3330

Lys
3345

Gly
3360

Val

Asp

Ser

Leu

Asp

val

Glu

Arg

Thr

Gln

Cys

Ala

Val

Cys

Asp

Val

His

Val

Asp

Tyr

Leu

Asp

Ala

Leu

Pro

Ser

Cys

Ser

Ile

His

Asp

Ser

Ile

Tyr

Ile

Ser

Tyr

His

His

Asp

Asn

Pro

Asn

Pro

Ser



Asp

Phe

Asp

Asp

Asn

Cys

Ala

Arg

Asp

Phe

Cys

Glu

Lys

Asn

Pro

Ala

Glu
3365

Gln
3380

Gly
3395

Ile
3410

Arg
3425

Gly
3440

Pro
3455

Val
3470

Glu
3485

Arg
3500

Asp
3515

Glu
3530

Asn
3545

Asp
3560

Cys
3575

Gly
3590

Pro

Cys

Asp

His

Cys

Asp

Asn

Trp

Pro

Cys

Gly

Cys

Asn

Cys

Ser

Arg

Pro

Ser

Asn

Val

Ile

Gly

Gln

Val

Ala

Lys

Glu

Asp

Arg

Gly

Glu

Trp

Asp

Thr

Asp

Cys

Pro

Glu

Phe

Cys

Asn

Asp

Asp

Glu

Cys

Asp

Ser

Lys

Cys

Gly

Cys

Leun

Gly

Asp

Gln

Asp

Cys

Ser

Asp

Arg

Val

Asn

Glu

Cys
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Pro
3370

Ile
3385

Gln
3400

Pro
3415

Ile
3430

Glu
3445

Cys
3460

Arg
3475

Thr
3490

Gly
3505

Cys
3520

Thr
3535

Pro
3550

Ser
3565

Phe
3580

Asp
3595

Glu

Cys

Asp

Ser

Phe

Arg

Ser

Asp

Gln

Arg

Gly

Cys

Gly

Asp

Ser

Gly

Phe

Thr

Asn

Gln

Arg

Asp

Ile

Asn

Met

Cys

Asp

Glu

Arg

Glu

Cys

Asp
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Lys

Asn

Ser

Phe

Cys

Cys

Thr

Asp

Thr

Ile

Gly

Pro

Trp

Glu

Ala

His

Cys

Pro

Asp

Lys

Asn

Pro

Lys

Cys

Cys

Pro

Ser

Tyr

Gln

Ser

Asn

Asp

Arg
3375

Ala
3390

Glu
3405

Cys
3420

Gly
3435

Glu
3450

Arg
3465

Val
3480

Gly
3495

Ala
3510

Asp
3525

Gln
3540

Cys
3555

Cys
3570

Gly
3585

Cys
3600

Pro

Phe

Ala

Thr

Gln

val

Cys

Asp

Val

Arg

Glu

Phe

Asp

Thr

Arg

Ala

Gly

Ile

Asn

Asn

Asp

Thr

Ile

Gly

Asp

Trp

Pro

Arg

Tyr

Pro

Cys

Asp

Gln

Cys

Cys

Thr

Asn

Cys

Pro

Ser

Glu

Lys

Lys

Cys

Asp

Arg

Ile

Gly



Ser

Gln

Ala

Thr

Thr

Cys

vVal

Cys

Asp

Thr

Cys

Asp

Ser

Val

His

Leu

Asp
3605

Cys
3620

Asp
3635

Gly
3650

Leu
3665

Gly
3680

Cys
3695

Leu
3710

Gly
3725

His
3740

Leu
3755

Gly
3770

Cys
3785

Arg
3800

Thr
3815

Arg
3830

Glu

Lys

Ala

Val

Cys

Asp

Pro

Trp

Thr

Cys

Ser

Ser

Ala

Thr

Val

Phe

Lys

Ser

Asp

Arg

Lys

Asn

Pro

Ile

Asp

Lys

Ser

Asp

Thr

Glu

Pro

Gly

Asp

Gly

Cys

Thr

Pro

Ser

Asn

Gly

Glu

Asp

Ser

Glu

Asn

Lys

Gly

Thr

Cys

His

Met

Cys

Leu

Asp

Arg

Arg

Glu

Lys

Leu

Glu

Ala

Ala

Gln

Cys
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Thr
3610

Cys
3625

Asp
3640

Pro
3655

Ala
3670

Glu
3685

Pro
3700

Gln
3715

Asp
3730

Lys
3745

Arg
3760

Asp
3775

Ser
3790

Ala
3805

Pro
3820

Ser
3835

Pro

Ile

Gly

Leu

Trp

Asn

Phe

Cys

Cys

Glu

Cys

Cys

Ile

Tyr

Gly

Gln

Arg

Pro

Ser

Asp

Lys

Pro

Arg

Asp

Glu

Fhe

Asn

Ser

Cys

Cys

Cys

Leu

153

Cys

Leu

Asp

Glu

Cys

Glu

Cys

Gly

Pro

Leu

Met

Ile

Gly

Ala

Gln

Cys

Asp

Arg

Glu

Phe

Asp

Glu

Lys

Thr

Pro

Cys

Phe

Asp

Asp

Cys

Asp

Asn

Met
3615

Trp
3630

Glu
3645

Gln
3660

Gly
3675

Cys
3690

Asn
3705

Asp
3720

Thr
3735

Arg
3750

Asp
3765

Pro
3780

Glu
3785

Arg
3810

Ile
3825

Asn
3840

Asp

Arg

Ala

Cys

Glu

Ala

Asp

Asn

Ala

Asn

Asp

Lys

Ala

Ser

Asn

Thr

Gln

Cys

Cvys

Asn

Asp

Arg

Arg

Cys

His

Gln

Cys

Leu

Arg

Gly

Glu

Lys

Phe

Asp

Gly

Asn

Asp

Phe

Val

Gly

Thr

Arg

Gly

Thr

Cys

Phe

Cys

Gly



Gly

Thr

Asp

Ala

Ala

Trp

Pro

val

Ala

Thr

Asp

Pro

Leu

Tyr

Ile

His
3845

Cys
3860

Asp
3875

Tyr
3890

Met
3505

His
35820

Pro
3935

Thr
35850

Ile
35865

Asp
3980

Len
35895

Pro
4010

Lys
4025

Val
4040

His
4055

Gly

Leu

Lys

Asn

Glu

Asp

Thr

Thr

His

Asp

Val

Ile

Leu

Ile

Gln

Asn

Ser

Cys

Ala

Glu

Gln

Val

Gly

Thr

Leu

Trp

Ile

Ser

Arg

Glu

Asp

Glu

Ile

Ser

Glu

Ile

Ala

His

Thr

Ser

Asn

Val

Glu

Gly

Gly

Thr

Asn

Arg

Arg

Cys

Gly

Arg

Phe

Val

Ile

Asn

Ile

Ala

Val

Met

Thr

Ala

Ile

Leu

Leu
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Ala
3850

Ser
3865

Ser
3880

Gln
3895

Lys
3910

Ser
3925

Arg
3940

Ser
3955

Gly
3970

Ala
3985

Ile
4000

Met
4015

Ala
4030

Gln
4045

Tyr
4060

Asn

Arg

Glu

Len

Gly

Ala

Tyr

His

Gly

Asn

Gln

Asp

Tyr

Met

Trp

Trp

Gly

Asn

Tyr

Phe

Asp

Gly

Arg

Leu

val

Met

Glu

Trp

Asp

Pro

Ala

Thr

Phe

Gln

Pro

Glu

Arg

Ser

Arg

Lys

Tyr

Lys

Pro

Ser

Gly

Thr

Asp

Asp
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Met

Val

Gly

Ser

Val

Len

Gln

Met

Trp

Gly

His

Asp

Thr

Gly

Ala

Pro

Lys
3855

Len
3870

His
3885

Val
3%00

Tyr
35815

Pro
3530

Ile
3945

Pro
3860

Thr
35875

Glu
3850

Ala
4005

Trp
4020

Leu
4035

Leu
4050

Lys
4065

Ile

Thr

Tyr

Pro

Arg

Trp

Pro

Asp

Arg

Asp

Asn

Ile

Gly

Arg

Ala

Leu

Val

His

Ile

His

Ile

Thr

Ala

Arg

Gly

Ser

Arg

Val

Asn

Glu

Val

Ser

Ala

Asn

Ala

Ser

Asp

Asn

Ala

Gly

Ile

Gly

Lys

Val

His

Thr

Asp

Val

Ala



Asp

Glu

Lys

Gly

Gln

Leu

Gly

Thr

Cys

Lys

Asp

Ser

Gly

Asn

Cys

4070

Ser
4085

Asp
4100

Ile
4115

Leu
4130

Pro
4145

Cys
4160

Lys
4175

Pro
4180

Phe
4205

Cys
4220

Gln
4235

Pro
4250

Pro
4265

Ser
4280

Leu
4295

Lys

Tyr

His

Ser

Glu

Len

Arg

Pro

Asn

Arg

Cys

Ser

Lys

Thr

Pro

Arg

Ile

Lys

His

Val

Len

Leu

Pro

Gly

Cys

Trp

Gly

Cys

Cys

Gly

Gly

Tyr

Phe

Ala

Thr

Ser

Asp

Asp

Gly

Gln

Glu

Met

Thr

Thr

Phe

Leu

Gly

Gly

Ser

Asn

Pro

Asn

Ala

Ser

Pro

His

Pro

Gln

Val

Len
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4075

Ser
4080

val
4105

His
4120

Asp
4135

Pro
4150

Ser
4165

Gly
4180

Pro
4195

Cys
4210

Arg
4225

Cys
4240

Thr
4255

Gln
4270

Asn
4285

Gly
4300

His

Thr

Ser

Val

Cys

Gly

Thr

Arg

Phe

Tyr

Arg

Cys

val

Gln

Asp

Pro

Tyr

Pro

Val

Asp

Pro

Cys

Pro

Leu

Thr

Asn

Arg

Cys

Gly

Arg
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Phe

Tle

Leu

Leu

Arg

Val

Val

Gly

Asn

Gly

Gly

Cys

Ala

Asn

Cys

Ser

Asn

Val

Tyr

Lys

Cys

Pro

Thr

Ala

Asp

Gly

Pro

Gly

Gln

Gln

4080

Ile
4095

Asn
4110

Asn
4125

His
4140

Lys
4155

Thr
4170

Val
4185

Cys
4200

Arg
4215

Lys
4230

Thr
4245

Thr
4260

Tyr
4275

Pro
4280

Tyr
4305

Asp

Len

Gln

Cys

Cys

Pro

Asn

Cys

Cys

Gly

Cys

Gln

Val

val

Thr

His

Glu

Pro

Ser

Leu

Gln

Glu

Ala

Phe

Ala

Cys

Gln

Phe

Phe

Gly

Lys

Trp

Asn

Pro

Gln

Pro

Leu

Ala

Thr

Asn

Arg

Cys



Ser

Gly

Cys

val

Gly

Cys

Ser

Len

Tyr

Met

Lys

Asp

Asn

His

Gly

Gly
4310

Ser
4325

Glu
4340

Asn
4355

vVal
4370

Gly
4385

Pro
4400

Gln
4415

Len
4430

Lys
4445

Thr
4460

Met
4475

Ala
4490

Pro
4505

Ser
4520

Pro
4535

Tyr

Arg

Val

Lys

Ala

Ser

Pro

Gln

Leu

Arg

Asn

Tyr

Asp

Val

Leu

Glu

Cys

Gln

Asn

Gln

Pro

Cys

His

Gln

Leu

Arg

Gly

Glu

Phe

Tyr

Ala

Asp

Glu

Cys

Lys

Ser

Ser

Thr

Met

Pro

Leu

val

Ala

Gly

Ala

Ala

Ser

Glu

Asn

Arg

Cys

Gly

Cys

Met

Thr

Gly

Leu

Gln

Met

Gly

Leu

Thr

Thr

Ile

ES 2765573 T3

Phe
4315

Cys
4330

Ser
4345

Asp
4360

Leu
4375

Asn
4380

Gly
4405

His
4420

Vval
4435

Gly
4450

Asn
4465

Glu
4480

Asp
4495

Leu
4510

Asp
4525

Gly
4540

Gly

Thr

Arg

Val

Thr

Ser

Pro

Ile

Leu

Ala

Val

Pro

Pro

Tyr

Glu

Asp

Thr

Ala

Cys

Thr

Cys

Lys

Arg

Ala

Val

Lys

Glu

Asp

Asp

Met

Lys

Pro

156

Cys

Tyr

Leu

Cys

Val

Met

Cys

Ser

Ala

Gly

Ile

Asp

Lys

Gly

Arg

Leu

Gln

Phe

Glu

Asn

Gly

Met

Glu

Ile

Gly

Phe

Gly

Val

Pro

Gly

Glu

Ala

Met
4320

Glu
4335

Gly
4350

Cys
4365

His
4380

Pro
43585

Glu
4410

Leu
4425

Val
4440

Gln
4455

Asn
4470

Gly
4485

Thr
4500

His
4515

Leu
4530

Ala

Gly

Ala

Thr

Cys

Glu

His

Ile

Val

His

Pro

Gly

Asn

Gly

Len

Ala

Ser

Cys

Asp

Ser

Cys

Val

Pro

Phe

Gln

Thr

Len

Phe

Ser

Gly

Asp

Arg

val

Gly

Asn

Gln

Phe

Leu

Trp

Arg

Tyr

Len

Thr

Arg

Arg
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<210> 11

<211> 7783

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 11
gouggcyggeyg

agcgucaccg

gcggcgygcygyg

cgcggceggceg

ggccucceeyg

cugcugeougce

gggccggcca

ucugugugga

cccaagaaga

cgguggaagu

ugcaccaagc

guaccugccu

ggcugugcua

gccguguucg

gcagaccegqg

auccoggage

gococgagoucu

gcouccoagu

gaccgegacu

gacgaguuec

caggacuguce

cacaacaalg

ugcccageag

gacccagaug

uacccuggeou

ccaucccuaa

uauucacgoo

aaucgcaucu

gccgeccagg

aaccugcuug

cgggggcage

gcggcgcegygyg

agcogggeocec

agcuccagea

aggauugcga

gaugcgacga

ccugugcaga

gujacggcga

aggugugucc

cguggcgoug

cocuugugege

ugugegacygyg

cocugegggec

gougggucugy

goggeoguec

ucgccugeoyg

gcaaagacaa

agugugggga

cagaugggag

gocggougcuc

gocuuccageul

ccugcagcca

acgagaugga

ucuucaccaa

ucauccocau

acugguguga

gocgggygceceyg

aaaugcagcc

ggcaaccecg

gagcgcgggyg

ucuccggeuu

ucuugeggeyg

aaaggaccaa

ggacgaugac

cagugacuuc

ggaggagugu

ugcagagaag

cgacggggag

cccgcacgag

cgacgacgac

cegegaguuc

cgaccgccag

gggccccgyyg

cagcggcgag

aucggacgag

ugggacaugu

ugaugaageu

acacaucugc

ccuggaccag

gaucuguguc

ccuacugaco

ccggoacgag

gcucaagaau

ccucuccuac

cgogeccage

gaggagccgg

gcgoogaegge

cgoggoggoec

cuggegouge

gcagcggoug

uuccagugec

ugcuuagaccoc

accugugaca

ccugauggcu

cugagcugug

aaggacugcg

uuccagugcg

uguggugacyg

cgougeggcg

uuugacugeyg

gcoccacguccyg

ugogugcace

gecgacugece

guccuugeaa

ggcugccuac

acugaccuca

aagaccugug

aauuacaagg

aagaacugca

gugcggagga

gucguggeac

cguaagancu
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cugagccoga

ggcgggegyge

aaggacucgg

ggagccocgyg

ugcugcugeou

auccgcugeu

ggaacgagcg

acagcgacga

acggccacug

ccgaugaguc

gacccaccag

aggguggagc

gcaaccgeuc

gcagcgauga

gcgauggcgg

aggaccgouc

cgccogooge

ugggcuggceyg

cacugggcac

ucaageacug

aggggcugasa

agauuggcuu

gcgacauuga

gcuauuuuaa

aggcugcugce

ucgaccouggu

uagaugugga

auagcgccua

ccocgecgecg

ageggegygeyg

agggcugaga

gocogocaug

gougcugcug

cggeggecaa

cugcauncccc

ggacgacugc

cauccacgaa

cgaggccacu

ccacaagugu

ggaugaggcc

gugccuggcoc

gogcggcugu

cggegecuge

ggacgaggca

cugCgoCcace

cugcgacggc

cugcocguggyg

caaccaggag

cgagugucug

ugaaugcacg

ugagugcaag

gugugagugc

uggcaagagce

gaagcggaac

aguugccacc

cauggacaag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680



gccagugacc

cuggcagugyg

ucaguggcca

ccecocgggeca

caggccaaga

aauauugaau

gacuccaagc

auncuccucca

uucuggacag

aucuccaucc

aagcagccaa

uaccugugcc

cocugacacaa

ucaacuacga

gggaccaccg

gcugcagucc

agcccugcaa

acagucacug

augaguggan

gacaacceaqg

agaacugcuc

ugggcagagc

gagcuuuuug

cuuuccgage

cuaccougag

cucuggangg

uguguguguyg

aacugcaaac

aacugguugc

cauaaccaaa

agaagauguu

uaagaugauu

cgaaagagca

acugggucca

caguugaugg

ucgcuguuga

uugagaaauc

ggccoaacgy

uacaccaacu

cugacuuccu

accuggagaa

uggcugagaa

gagouccaga

uuccugoucc

uguggengygg

cguuagcuuc

uccacagauc

caagcucagu

ccagcaacca

ccgocuguuau

accugaucug

ucuacaggaa

agauuggeca

ccugucuugg

ucuugccggg

ugccugucgu

gaugggauca

uguaugacug

duuuuuuuuu

auccaaagga

acuacccaug

ugggggccaa

ugguugcugg

augcuuugug
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ggagguccuc

caagcacauc

uggccgecga

cccecugega

ugggcucaac

aaucacccug

guccagcauu

gagccacccu

cgaggccauu

ccucaacaac

ugoougugag

ucagaucucc

uccagacaug

uaccaugacg

caccuaccag

uagugucccc

cucccagcac

cgggaucauc

gagaaacugg

aacaacagaa

ugucuauccu

ggagaccaga

ggaaccaagg

caaauccaag

cococcuucgu

gaugaaugqgqg

uaaauuuaug

ugugagaguu

aggaauucgu

uggcacagua

gggggcuuuu

gcuauccauc

auugacgagc

uacuggacug

cgcacucucu

ggguucaugu

gguguggacc

gaucugcuga

gacuucagug

uuugggauag

uucagugecaa

ccacaugaca

cugaguguee

agoccacucuc

aagaggugcu

aggacaguac

aaccacagca

agggcuccca

vaugcaaaug

gugcccauag

aagcggaaga

gaagaagacg

gcageaauca

gaaccggaag

ucacagcuge

cgaguggcau

gceucaugga

nuucuauvuaua

uugeggaaaq

uuucuaugua

ggaauggcua

ccuuacucau

uuagguuuug

aacauaagua
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aguugcacuc

acucgggcaa

ucagccguaa

auuggucuga

ggcaaacacu

gccagegeuu

gaggcaacag

cuguguuuga

aucggcucaa

uwugucauncuu

agcocuaaugyg

ccaaguacac

accgagcaca

cugccaccac

cagagacacc

gcaucagaca

aagacaguaa

uggugauagc

acaccaaaaqg

aagaugagcu

geagcuuuga

acccagocccc

accaacCuccc

uaagccuuga

auucagucadc

ugggueugug

guaaccacaa

uaauguuuua

cugcugacua

cauuulaaaaa

gggcauuugu

adadadadaa

uccagagggc

uaagaccauc

coucagugaa

cuggggggac

ggugucagac

guacugggua

aaagacgcug

ggacaagguyg

uggecuggaa

ccaugageoug

aggougugaa

augugccugu

ucaaucuacc

aagagcceccc

aagecugaca

gucuacccua

gaugggcouca

ccuccugugc

caugaauuuu

ccauvauagyqg

ucgeccacug

ugccocucaag

gaagaacccu

agaugaugga

augcacuaca

ugaguguaug

aguuaugaug

uacaciuuuuil

acaugaugca

Cuaunaunuunac

uuuuuguaaa

daaaacacuu

1740

1800

1860

1%20

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2480

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600



caacucccuc

dadudaauuua

ugugugugua

ggcacaucua

agggguauau

caugguuugu

gacccecagga

ggcuuucuug

daacucaaga

gaguaacuuc

gcacccugaa

unuacuauag

gaugguggaa

uccuuuaugu

auagaugaaa

gagggggygaa

uuugguuuac

anuauagaca

cuacuugugyg

aguggcuuuc

uacucccacu

cagaggagcu

cccaucccua

acccunugaa

ucugugucac

guguguuuug

auucauugag

aacagguggc

guaaaauuail

aacaagugac

aacaguggcu

ccccauuuag

gagaagugag

uguguguguu

uggcuacugu

cuuguaguuu

gcaauuaugu

agucaggaaa

gocuuuggega

uaggauaugce

uucaauiucu

gggugccauc

agacuggccca

uagguuuuau

ggggaaacau

cuaauuuuug

auggcauacg

ugcuuuguaa

ucuaucuuaugc

ggucucccau

ccauccaaag

agacaaccag

gcaucuaauc

ccugccagau

umalacaguca

ucuuggecuc

cauaauccag

aggguaaaug

caacuccuau

uuuugacuga

umaiuicugua

aaggcauagu
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duuauuuauu

aguauuuauu

uauaugugua

ucaaauacau

ucagaaaagc

aguaaaaaag

agccuuucag

aggucagugu

cucacccuca

uucaggacac

cuuacagagc

aggcacugaa

cacaucucuu

uuuaagguaa

gcuuaaguca

caduauuaua

auaaaaggaa

uuuucuuggce

uggaaacaua

agaaagaguu

ggacaaggug

ucaucauacc

gocccccaacu

gacauucugg

cuaaacucua

caaucuccuc

caguugaccu

ggagcuuacu

agaaaaauga

accuuccaaa

uucuaaacuu

aacauauuuu

uuuggcaugu

ugugugugac

adagauaaau

cuuuggaaau

gcaaaucuuu

cucacccaug

acagacauuc

gcuacuccuu

uuggguugaa

uaaguggaga

ugucuaggac

auuucucuuu

uaaauagguu

gaacaacugyg

uuauvauugga

aaacuccggg

cuugggggayg

auccuauagu

ugaguuucuu

caacauggaa

uggaacuuga

caaugaaguu

aguucuagca

dagaaaauaac

augacaugca

agaaugacca

cacauauuac

ugacagugaa

gaaacugaau

ucaguaagau

159

aaadaucagda

uuggcocace

agadaaaucu

uuauuuucac

cuggaucaga

ucaccucugg

gougcuguga

caugguacca

guuuuaaagu

uucaguaagu

cguuuccaga

augcugugga

ucoccuudcu

acuuaccaudc

ccadadauugda

uauuuauguu

uauauguaua

gaagggagaa

cccagaagga

aacucugcug

guguuugacu

cacacuuaag

ggaugucuca

uccuguaccu

uauauucugg

uguguugaua

auaccdaadaca

uauucuuuua

aaacauggaa

uuuccaagga

couggcauuc

ugaguucuau

acacagacuc

guagagaaga

acaguccaca

daaauagauac

cuanucouga

cuccuacoag

gagugcucag

ucagcucuuu

unccucugaa

ucagcccaag

ugaagauaaa

cucuaccauu

auauguucau

agucauauuu

cacacaggaa

gauguucuuc

gugcucuuuu

uucagucooo

uucugccacu

uaaguaggag

caaaugccuil

ccagcuuganl

aggaccuucc

agcuugggea

guccugaaac

gaauuuuaag

agaacggaaa

aunguacucaa

dauuaaaudganl

acagaaaasaa

3660

3720

3780

3840

3500

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4580

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460



augaugaaug

umaunuucucag

caaugggagc

aaauaagaug

cucauuuuga

gocaaucaca

ccaaggyggygc

caggaagacu

uaccuuuccu

aacgaaacug

ccuguuaacu

gaucccucca

aunaccaacua

cagaguucac

uucagagcac

agggucauca

cagacagaga

uugcacaguu

ggaaagagau

uucuugauca

ccagcacuuu

gougacugcu

uaagggcagu

caacugugadg

ucacugucca

acocgouacoos

auuaaauguu

cuuncucacac

auuuuucagu

agucaagaau

uuuuaaaaag

gguuuugaua

gggucuggac

agacaunucal

aacccuunac

aaaccugagyg

gguacaguua

gaucacagag

agaaaauuua

auuuugggeu

ccaguggaau

uacuuauuua

ggcaaaaaga

guuaucucag

cacaccugge

aguagcagug

uguuagggecu

uagaagugac

cacaucgagc

cauucuaaca

ucaauguaag

uuguguacaa

geagaacuga

uuucauauau

gggauuuuca

aaagaaaaac

guugggcacu

cogaacucca

ucagaguaaa

uguauuuuua

uaaaaaaaaa

uagcagaaac

ccacgugugu

cCuuuuuuaca
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auacagccug

guuucgugeca

aagaaacaaa

agucagaucce

cauaucuuuu

ucacuggacu

ucagaagcca

gcoccugaacau

uacaaaggca

cucuugauvac

gaaugagauc

uaugacugca

acugcagaug

gaggaugaua

caaaggagag

cuuaagucuu

Uaaaacacaqg

ggaacaaaadg

cacuuuauasa

ggcacuacau

uauuauucag

uugagucaaa

cagaugcaug

gaaaauguug

ggugggaaug

gccauacacu

uaauuccuuu

gyguauggay

ucaggaagcu

cocucugcaunuu

guguguguau

adaacuacaa

agaucucaaa

uaugcuacaa

uugugauaua

accuuccccco

gocuuuuged

auagagcugg

gucccagugc

uguaucaaac

cuaacugaaa

acagauuauu

ggauuuaaau

guauauucau

uaaagguecag

uauguggaaa

aggggucuuu

daaaauuaayg

agguaugaaa

gocucaagggqg

dauagauudaa

geaucaugga

ccucaagcuu

gauuuuuuau

ccauguuguc

aagacguuga

gggaaauggc

caucguuuca

ucccgaaaug

aauuuagaag

cluguucauuc

uacaaacacu

duauauauaun

gagaaaacaa

160

augacaauga

cugcaguuug

uucauguguu

auucauagag

ccogugcoaua

aaggaagcouc

guuuccucca

cugcluacoua

ugccuucuag

uauaaaacag

guauggcagu

ucacuaaaac

ucacacaugu

caaaaaaggc

ccaccuaaga

aaggggauuc

gagcacadgqgyg

ggcaagaaau

uuucugauuc

adauucauua

uccagugges

auggucaaug

gagagccucu

gucuggagag

acaggaaugce

caaaauauaa

caugaagaua

guuaaagaau

aggcuaugca

uugugcuaua

dauauauauau

auauaccugu

aauucacaac

aaagaggcag

ggacggcagu

gcuuuucage

gouaucuaca

agagacaaug

unuccuucug

uacuaugguc

aaacagagaa

auugaaguaa

aaguccuauu

cacucacuaqg

ucugacuniaua

auugauucua

aaugaggaau

caagcugcuu

acuuuaggdgaa

gaggcuguau

aaugaagcau

ggaugcauug

aaagggaaau

adagacuaaua

uagauuuucu

gggauacuaa

aagccucucc

augaguuago

gaguaacaga

uacugcuuca

ccaugugcac

daaaaguaan

uuaaagccdaa

cCcaaaccaua

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

€000

6060

6120

6180

6240

€300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6300

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380



uacuuunuaaa

ugauuugcaa

caaccccaaa

uaacugauuc

couuugcagu

dacuagcuaua

agugcacugu

<210> 12
<211> 963
<212> PRT

agagcauuuu

acuucaucaa

guuaccauau

ugcucuuuunu

cuggugucouc

cuggcoaucau

uucuagagag

<213> Homo sapiens

<400> 12

Met Gly Leu Pro

1

Leu Leu

Ala Ala

Lys Asp Gln

50

Arg
65

Cys

Cys Pro Lys

His Cys Ile

Ser
115

Asp Gly

Ala Glu

130

Lys

Ser
145

Trp

Leu

Asp

Asp

Arg

Glu

Leu Leu

20

Pro Leu

Phe Gln

Glu Asp

70

Thr
85

Lys

His Glu

100

Asp Glu

Ser

Leu

Cys Asp

Bro

Leu

Leu

Cys

Asp

Cys

Arg

Ser

Cys

Gly
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uuuuuccaua
auuguuccca
uugauguaag
gucuugucau
uuccagagge
cuugguaaac

agaunuaaauil

Gly FPro

Leu Leu

Leu

Gln

caagcuguug
aguggauucu
aaucaggcau
ucaaguuceg
gagggggcug
ugaaaaccaa

caunuuaaaaa

Arg Leu

10

Leu Gln

25

Gly Gly

40

Arg Asn

55

Asp Cys

Ala

Asp

Trp Lys

Gln

Glu

Leu

Ser

Cys

Gly Pro

Arg

Cys

His
75

Asp

Asp Phe

90

Asp Gly

105

Glu Ala

120

Gly Pro

135

Glu Lys

150

Thr

Thr

Asp

Cys Thr

His

Ser

Glu
155

Cys

161

uuaauuuggg

ccunguuugll

guuagaaugu

uuagcuucug

aggauggggu

auguggacau

aaa

Leu Ala Leu

Ala
30

His Leu

Ala Lys

45

Asp

Ile
60

Pro Ser

Ser Asp Glu

Thr Cys Asp

Glu Glu Glu

110

Gln
125

Lys Val

Lys Val

140

Gly Gly Ala

gguaaagugc
cucccccuac
ugugucacac
uacgogguge
gocugcaucuc

uuguaaaauc

Leu Leu

15

Ala Ala

Cys Glu

Val Trp

Asp Asp

80

Asn
95

Gly
Cys Pro
Cys Pro
Ala

Pro

Glu
160

Asp

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7783
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Ala Gly Cys Ala Thr Leu Cys Ala Pro His Glu Phe Gln Cys Gly Asn
165 170 175

Arg Ser Cys Leu Ala Ala Val Phe Val Cys Asp Gly Asp Asp Asp Cys
180 185 190

Gly Asp Gly Ser Asp Glu Arg Gly Cys Ala Asp Pro Ala Cys Gly Pro
155 200 205

Arg Glu Phe Arg Cys Gly Gly Asp Gly Gly Gly Ala Cys Ile Pro Glu
210 215 220

Arg Trp Val Cys Asp Arg Gln Phe Asp Cys Glu Asp Arg Ser Asp Glu
225 230 235 240

Ala Ala Glu Leu Cys Gly Arg Pro Gly Pro Gly Ala Thr Ser Ala Pro
245 250 255

Ala Ala Cys Ala Thr Ala Ser Gln Phe Ala Cys Arg Ser Gly Glu Cys
260 265 270

Val His Leu Gly Trp Arg Cys Asp Gly Asp Arg Asp Cys Lys Asp Lys
275 280 285

Ser Asp Glu Ala Asp Cys Pro Leu Gly Thr Cys Arg Gly Asp Glu Phe
290 295 300

Gln Cys Gly Asp Gly Thr Cys Val Leu Ala Ile Lys His Cys Asn Gln
305 310 315 320

Glu Gln Asp Cys Pro Asp Gly Ser Asp Glu Ala Gly Cys Leu Gln Gly
325 330 335

Leu Asn Glu Cys Leu His Asn Asn Gly Gly Cys Ser His Ile Cys Thr
340 345 350

Asp Leu Lys Ile Gly Phe Glu Cys Thr Cys Pro Ala Gly Phe Gln Leu
355 360 365

Leu Asp Gln Lys Thr Cys Gly Asp Ile Asp Glu Cys Lys Asp Pro Asp
370 375 380

Ala Cys Ser Gln Ile Cys Val Asn Tyr Lys Gly Tyr Phe Lys Cys Glu
385 390 395 400

Cys Tyr Pro Gly Tyr Glu Met Asp Leu Leu Thr Lys Asn Cys Lys Ala
405 4190 415

162



Ala

Arg

Leu

Tyr

465

Lys

His

Trp

Gly

Ile

545

Asp

Thr

Leu

Ser

Thr

625

Val

Leu

Ala

Arg

Lys

450

Trp

Ala

Ser

Thr

Arg

530

Ala

Gln

Leu

Leu

Ser

610

Asp

Phe

Asn

Gly

Ile

435

Asn

Cys

Ser

Pro

Asp

515

Arg

Val

Ala

Val

Ser

595

Ile

Phe

Trp

Gly

Lys

420

Asp

val

Asp

Asp

Glu

500

Ser

Arg

Asp

Lys

Ser

580

Gln

Asp

Leu

Thr

Leu
660

Ser

Leu

val

Leu

Pro

485

Gly

Gly

Thr

Pro

Ile

565

Asp

Arg

Phe

Ser

Asp

645

Glu

Pro

Val

Ala

Ser

470

Lys

Leu

Asn

Leu

Leu

550

Glu

Asn

Leu

Ser

His

630

Leu

Ile

Ser

Lys

Leu

455

Tyr

Glu

Ala

Lys

Phe

535

Arg

Lys

Ile

Tyr

Gly

615

Pro

Glu

Ser
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Leu

Arg

440

Asp

Arg

Gln

val

Thr

520

Ser

Gly

Ser

Glu

Trp

600

Gly

Phe

Asn

Ile

Ile

425

Asn

val

Lys

Glu

AsSp

505

Ile

Arg

Phe

Gly

Trp

585

Val

Asn

Gly

Glu

Leu
665

Phe

Tyr

Glu

Ile

Val
490

Trp

Ser

Asn

Met

Leu

570

Pro

Asp

Arg

Ile

Ala

650

Ala

163

Thr

Ser

val

Tyr

475

Leu

val

Val

Leu

Tyr

555

Asn

Asn

Ser

Lys

Ala

635

Ile

Glu

Asn

Arg

Ala

460

Ser

Ile

His

Ala

Ser

540

Trp

Gly

Gly

Lys

Thr

620

val

Phe

Asn

Arg

Leu

445

Thr

Ala

Asp

Lys

Thr

525

Glu

Ser

Val

Ile

Leu

605

Leu

Phe

Ser

Leu

His

430

Ile

Asn

Tyr

Glu

His

510

Val

Pro

Asp

Asp

Thr

590

His

Ile

Glu

Ala

Asn
670

Glu

Pro

Arg

Met

Gln

495

Ile

Asp

Arg

Trp

Arg

575

Leu

Gln

Ser

Asp

Asn

655

Asn

Val

Met

Ile

Asp

480

Leu

Tyr

Gly

Ala

Gly

560

Gln

Asp

Leu

Ser

Lys

640

Arg

Pro
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His Asp Ile Val Ile Phe His Glu Leu Lys Gln Pro Arg Ala Pro Asp
675 680 685

Ala Cys Glu Leu Ser Val Gln Pro Asn Gly Gly Cys Glu Tyr Leu Cys
690 695 700

Leu Pro Ala Pro Gln Ile Ser Ser His Ser Pro Lys Tyr Thr Cys Ala
705 710 715 720

Cys Pro Asp Thr Met Trp Leu Gly Pro Asp Met Lys Arg Cys Tyr Arg
725 730 735

Ala Pro Gln Ser Thr Ser Thr Thr Thr Leu Ala Ser Thr Met Thr Arg
740 745 750

Thr Val Pro Ala Thr Thr Arg Ala Pro Gly Thr Thr Val His Arg Ser
755 760 765

Thr Tyr Gln Asn His Ser Thr Glu Thr Pro Ser Leu Thr Ala Ala Val
770 775 780

Pro Ser Ser Val Ser Val Pro Arg Ala Pro Ser Ile Ser Pro Ser Thr
785 790 795 800

Leu Ser Pro Ala Thr Ser Asn His Ser Gln His Tyr Ala Asn Glu Asp
BOS 810 815

Ser Lys Met Gly Ser Thr Val Thr Ala Ala Val Ile Gly Ile Ile Val
820 825 830

Pro Ile Val Val Ile Ala Leu Leu Cys Met Ser Gly Tyr Leu Ile Trp
835 B4a0 845

Arg Asn Trp Lys Arg Lys Asn Thr Lys Ser Met Asn Phe Asp Asn Pro
850 855 860

Val Tyr Arg Lys Thr Thr Glu Glu Glu Asp Glu Asp Glu Leu His Ile
865 870 875 880

Gly Arg Thr Ala Gln Ile Gly His Val Tyr Pro Ala Ala Ile Ser Ser
885 890 895

Phe Asp Arg Pro Leu Trp Ala Glu Pro Cys Leu Gly Glu Thr Arg Glu
900 305 910

Pro Glu Asp Pro Ala Pro Ala Leu Lys Glu Leu Phe Val Leu Pro Gly
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915 920

Glu

930 8935

Leu

945 950

Gly Leu Pro

<210> 13

<211> 7273

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 13
geuggegygeyg

agcgucaccg

gcggceggegyg

egceggeggcyg

ggccuccecg

cugcugeuge

gggccggcca

ucugugugga

accaagaaga

cgguggaagu

ugcaccaage

guaccugecn

ggcugugeua

acugaccuca

aagaccugug

aauuacaagg

aagaacugca

gugcggagga

gucguggeac

cguaagaucu

auugacgagc

gecgoocagg

aaccugcuug

cgggggcagc

gcggegeggyg

agccgggecec

agcuccagca

aggauugcga

gaugcgacga

cougugeaga

gugacggcga

agguguguce

cguggegeug

couggougaa

agaunggeouu

gcgacauuga

gouauuuuaa

aggcugcugc

ucgaccuggu

uagaugugga

auagegeccoua

aguugcacilc

geeggggecyg

aaaugcagcc

ggcaaccecg

gagcgegggy

ucuccggeuu

ucuugcggcg

aaaggaccaa

ggacgaugac

cagugacuuc

ggaggagugu

ugcagagaag

cgacggggag

cgagugucug

ugaaugcacyg

ugagugcaag

gugugagugc

uggcaagagc

gaageggaac

aguugccace

cauggacaag

uccagagggc

955

cgcgcocage

gaggaygccgy

gcgecogeggce

cgeggeggec

cuggcgeugc

gcageggcuy

uuccagugcc

ugcuiagacc

accugugaca

ccugauggcu

cugagcugug

aaggacugog

cacaacaauqg

ugcccageagq

gacccagaug

uacccuggcu

ccaucccuaa

uaunucacgoo

aaucgoaucu

gocagugace

cuggcagugyg

165

925

940

cugagcccge

ggcgggegyge

aaggacucgg

gJgagococogg

ugcugcugcu

auccgcugcu

ggaacgagcqg

acagcgacga

acggccacuy

ccgaugagud

gacccaccag

aggguggagc

goggeugeue

gouuccageou

ccugcagceca

acgagaugga

ucuucaccaa

ucaucccoccau

acugguguga

cgaaagagca

acugggucca

Pro Arg Ser Gln Leu His Gln Leu Pro Lys Asn Pro Leu Ser Glu

Pro Val Val Lys Ser Lys Arg Val Ala Leu Ser Leu Glu Asp Asp

960

ccocgecgecg

ageyggegygeyg

agggcugaga

gococgocaug

gougcugcug

cggcggcecaa

cugcaucccc

ggacgacugc

cauccacgaa

cgaggccacu

ccacaagugu

ggaugaggocc

acacaucugc

ccuggaceag

gaucuguguc

couacugacc

cocggcacgaqg

goucaagaau

cocucuccuac

ggagguccuc

caagcacauc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

8900

960

1020

1080

1140

1200

1260



uacuggacug

cgcacucucu

ggguucaugu

gguguggacc

gaucugcouga

gacuucagug

uuugggauag

uucagugcaa

ccacaugaca

cugagugucc

agccacucuc

aagaggugcu

aggacaguac

aaccacagca

agggcuccca

uaugcaaaug

gugcccauag

aagcggaaga

gaagaagacg

geagcaauca

gaaccggaag

ucacagcouge

cgaguggcau

gccucaugga

uuucudauaua

uugoggaaag

uuucuaugua

ggaauggcua

ccuunacucau

uuagguuulg

dacauaagua

dacaudauuuu

acucgggcaa

ucagccguaa

auuggucuga

ggoaaacacu

geoagegouu

gaggcaacag

cuguguuuga

aucggcucaa

uugqucaucil

agccuaaugg

ccaaguacac

accgagcacc

cugccaccac

cagagacacc

gcaucagccc

aagacaguaa

uggugauage

acaCcaaaag

aagaugagcu

geageuuuga

acccagcccc

accaacuccc

uaagccuuga

aunucagucco

ugggucugug

guaaccacaa

uaauguuuua

cugcugacua

caunuuaaaaa

gggcauuugu

aaaaaaaaaa

dadaaaucaga
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uaagaccauc

ccucagugaa

cuggggggac

ggugucagac

guacugggua

aaagacgeoug

ggacaaggug

uggccuggaa

ccaugagcug

aggcugugaa

augugccugu

ucaaucuacc

aagagccccc

aagccugaca

gucuacccua

gaugggcuca

ccuccugugc

caugaauuuu

ceaunaunagygyg

ucgeccacuyg

ugcccucaag

gaagaacccu

agaugaugga

augcacuaca

ugaguguaug

aguuaugaug

uacacuuuuu

acaugaugca

cuauaunuuac

ununuguaaa

aaaaacacuun

ugaguucuau

ucaguggcca

ccccgggeca

caggccaaga

aauauugaau

gacuccaage

aucuccucca

uucuggacag

aucuccauce

aagcagccaa

uaccugugca

ccugacacaa

ucaacuacga

gggaccaccg

gougecagucc

agcccugcaa

acagucacug

augaguggau

gacaacccag

agaacugcuc

ugggcagagcoc

gagcuuuuug

cuuuccgage

cuacccugag

cucuggaugg

ugugugugug

aacugcaaac

aacugguuge

cauaaccaaa

agaagauguu

uaagaugauu

caacucoous

dadaauaauuua

166

caguugaugg

ucgcuguuga

uugagaaauc

ggoocaacygq

uacadccaacu

cugacuuccu

accuggagaa

uggcugagaa

gagcuccaga

uuccugcucc

uguggcuggg

cguuagcuuc

uccacagauc

caagocucagu

ccagcaacca

ccgcuguuau

accugaucug

ucuacaggaa

agauuggeca

cougueuugyg

ucuugeegyy

ugccugucgu

gaugggauca

uguaugacug

duduunuuuuuu

auccaaagga

acuaccoccaug

ugggggccaa

ugguugeugyg

augcuuugug

coccauuuag

gagaagugag

uggccgoega

cccccugcga

ugggcucaac

aaucacccug

guocagoauu

gagccaccou

cgaggccauu

ccucaacaac

ugccugugag

ucagaucuco

uccagacaug

uaccaugacg

caccuaccag

uagugquccco

cucccagcac

cgggaucauc

gagaaacugg

aacaacagaa

ugucuauccu

ggagaccaga

ggaaccaagg

caaauccaag

cccccuucgu

gaugaauggdg

uaaauuuaug

ugugagaguu

aggaauucgu

uggcacagua

gyggggcuuuu

gcuaunccauc

dauuduuuauu

aguauuuauu

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1520

1580

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180



uuuggcoaugu

ugugugugac

daagauaaau

cuuuggaaau

gcaaaucuuu

cucacccaung

acagacauuc

gcuacuccuu

uuggguugaa

uaaguggaga

ugucuaggac

aluuucucuiil

uaaauagguu

gaacaacugg

uuauvauugga

aaacuccqggg

cuugggggag

auccuauagu

ugaguuucuu

caacauggaa

uggaacuuga

caaugaaguu

aguucuagea

dagasaaauaac

augacaugca

agaaugacca

cacauauuac

ugacagugaa

gaaacugaau

ucaguaagau

agaucucaaa

uuggcccace

dagaaaaaucu

uudauuuucac

cuggaucaga

ucaccucugg

gcugcuguga

caugguacca

guuuuaaagu

uucaguaagu

cguuuccaga

augcugugga

uccccuuacu

acuuaccauc

cCcaadauuga

uauvuuauguu

uauauguaua

gaagggagaa

ceccagaagga

aacucugcugy

guguuugacu

cacacuuaag

ggaugucuca

uccuguaccu

uauauucugyg

uguguugaua

aunaccaaaca

uauucuuuua

aaacauggaa

uuuccaagga

couggeoauuc

augacaauga
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acacagacuc

guagagaaga

acaguccaca

dadauagauac

cuauunccuga

cuccuaccag

gagugcucag

ucagcucuuu

uuccucugaa

ucagcccaag

ugaagauaaa

cucuaccauu

auauguucau

agucauauuu

cacacaggaa

gauguucuue

gugcucuuuu

uucagucooc

uucugccacu

uaaguaggag

caaaugccuu

ccageuugau

aggaccuuce

agcuugggea

guccugaaac

gaauuuuaag

agaacggaaa

auguacucasa

auuaaaugau

dacagaaaaasa

aauucacaac

ugugugugua

ggcacaucua

agggguauau

caugguuugu

gaccccagga

ggcuuucuug

aaacucaaga

gaguaacuuc

gcacccugaa

uuuacuaunag

gaugguggaa

uccuuuaugu

auagaugaaa

gaggggggaa

uuugguuuac

auuauagaca

cuacuugugg

aguggcuuuc

uacucccacu

cagaggagcu

cccaucccua

accocuuugaa

ucugugucac

guguguuuug

auucauugag

aacagguggc

guaaaauuail

aacaagugac

aacaguggcu

augaugaaug

unuuucucadg

167

uguguguguu

uggcuacugu

cuuguaguuu

gcaauuaugu

agucaggaaa

gouuuggega

uaggauaugce

uucaauuucu

gggugccauc

agacuggccca

uagguuuuau

ggggaaacau

cuaauuuuug

auggcauacg

ugcuuuguaa

ucuucuuuge

ggucucccau

ccauccaaag

agacaaccadg

gcaucuaauc

ccugccagau

uuuucagucea

ucuuggecuc

cauaauccag

aggguaaaug

caacuccuau

uuuugacuga

uuuuucugua

aaggcauagu

gggqucuggac

agacauucau

uauaugugua

ucaaauacau

ucagaaaagc

aguaaaaaag

agccuuucag

aggucagugu

cucacccuca

uucaggacac

cuuacagagc

aggcacugaa

cacaucucuu

uuuaagguaa

gcuuaaguca

caduaduuaua

auaaaaggaa

uuuucuuggce

uggaaacaua

agaaagaguu

ggacaaggug

ucaucauacc

goccocccaacu

gacauucugg

cudaaacucua

caaucuccuc

caguugaccil

ggagcuuacu

agaaaaauga

accuuccaaa

uucuaaacuu

auacagccug

guuuccugca

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3200

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040



uaugcuacaa

uugugauaua

accuuccooc

gccuuuugcc

auagagcugqg

gucccagugc

uguaucaaac

cuaacugadaa

acagauuauu

ggauuuaaau

Jguaunauucan

uaaaggucag

uauguggaaa

aggggucuuu

dadadauuaadg

agguaugaaa

goucaagggyg

aauagauuaa

goaucaugga

coucaagouun

gauuuuuuan

ccauguuguc

aagacguuga

gggaaauggc

caucguuuca

uccogaaaug

aauuuagaaqg

cuguucauuc

uacaaacacil

aunaunauanan

gagaaaacaa

caagcuguug

cugcaguuug

uucauguguu

auucauagag

ccogugcaua

aaggaagcuc

guuuaccucca

cugcuaccua

ugecuucuag

uauaaaacag

guauggcagu

uncacuaaaac

ucacacaugu

caaaaaaggce

ccaccuaaga

aaggggauuc

gagecacaggg

ggcaagaaau

mauicugauuc

adauucauua

uccaguggec

auggucaaug

gagagccucu

gqucuggagag

acaggaaugc

Ccaaaauauaa

caugaagaua

guuaaagaau

aggcuaugca

uugugcuaua

auaunauauau

auauaccugu

uuaauuuggyg
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aaagaggcag

ggacggeagu

gcuuuucage

gcuaucuaca

agagacaaug

uuuccuaucuyg

uacuaugguc

aaacagagaa

auugaaguaa

aaguccuauu

cacucacuag

ucugacuuua

auugauucua

aaugaggaau

caagcougcuu

acuuuaggaa

gaggcuguau

aaugaagcau

ggaugecauug

aaagggaaau

aagacuaaua

uagaumiuuciu

gggauacuaa

aagccucucc

augaguuagce

gaguaacaga

uacugcuuca

ccaugugcac

daadaaguaal

uiaaagccaa

ccaaaccaua

gguaaagugc

caaugggagc

aaauaagaug

cucauuuuga

gocaaucaca

ccaagggggc

caggaagacu

uaccuuuccu

aacgaaacug

ccuguuaacu

gaucccucca

avaccaacua

cagaguucac

uucagagcacd

agggucauca

cagacagaga

uugcacaguu

ggaaagagau

uucuugauca

ccagcacuuu

gcugacugcu

uaagggcagu

caacugugag

ucacugucca

acccuacccc

auuaaauguu

cuucucacac

auuuuucagu

agucaagaau

uumiuaaaaaqg

gguuuugaua

uacuuuuaaa

ugauuugcaa
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aacccuuuac

aaaccougagyg

gguacaguua

gaucacagag

agaaaauuua

auuuugggcu

ccaguggaau

udcuuduuua

ggcaaaaaga

guuaucucag

cacaccuggc

aguagcagug

uguuagggcou

uagaagugac

cacaucgage

cauucuaaca

ucaauguaag

uuguguacaa

gcagaacuga

uuucauauau

gggauuuuca

daagaaaaac

guugggcacu

ccgaacucca

ucagaguaaa

uguauuuuud

uaaaadaaaasa

uagcagaaac

ccacgugqugu

cutuuuuaca

agagcauuuu

acuucdaucaa

dagadacada

agucagaucd

cauaucuuuu

ucacuggacu

ucagaagcca

gcoccugaacan

uacaaaggca

cucuugauad

gaaugagauc

uaugacugca

acugcagaug

gaggaugaua

caaaggagaqg

cuuaagucuu

uaaaacacadqg

ggaacaaaagqg

cacuuuauaa

ggcacuacau

uauuauucag

uugagucaaa

cagaugcaug

gaaaauguug

ggugggaaug

gccauacacil

uaauudccuuu

ggguauggag

ucaggaagcu

ccucugcauil

guguguguau

aaaacuacaa

uuuuuccaua

auuguuccea

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6300

6960



aguggauucu

aaucaggcau

ucaaguucocyg

gagggggcug

ugaaaaccaa

cauuuaaasaa

ccuuguuugu

guuagaaugu

uuagcuulsug

aggauggggu

auguggacau

adaa
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cucccccuac

ugugucacac

uacgcgguge

geugcaucuc

uuguaaaauc

caaccccaaa

uaacugauuc

couuugcagul

acuagcuaua

agugcacugu

<210> 14

<211> 793

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 14

Met Gly Leu Pro Glu Pro Gly Pro Leu Arg Leu

1 5 10

Gln
25

Leu Leu Leu Leu Leu Leu Gln

20

Leu Leu Leu

2la Ala Asp Pro Leu Leu Gln Pro

35

Gly Gly

40

Gly

Lys Asp Gln Phe Gln Asn Glu

50

Cys Arg

55

Arg Cys

His
75

Arg Cys Asp Glu Asp Asp Leu

65 70

Asp Cys Asp

Cys Pro Lys Lys Thr Cys Ala Asp Ser Asp Phe

85 20

Ile His Glu

100

His Cys Arg Trp Lys Cys Gly

105

Asp

Glu Glu Ala

120

Ser Ser Thr Thr

115

Asp Gly Asp Cys

Ala Glu

130

Lys Leu Ser Cys Gly Pro Thr Ser His

135

Glu Glu

155

Ser
145

Trp Gly

150

Cys Asp Lys Asp Cys

Ala Gly Ala Thr

165

Cys Trp Leu Asn Glu Cys Leu

170
169

guuaccauau

ugcucuuuuu

cuggugucuc

cuggcaucau

uucuagagag

Leu Ala Leu

Ala
30

His Leu

Ala Lys

45

Asp

Ile
60

Pro Ser

Ser Asp Glu

Thr Cys Asp

Glu Glu Glu

110

Gln
125

Lys Val

Lys Val

140

Cys

Gly Gly Ala

His Asn Asn

uugauguaag
gucuugucau
uuccagaggc
cuugguaaac

agauuaaauu

Leu Leu

15

Ala Ala

Cys Glu

vVal Trp
Asp

Asp

Asn
85

Gly
Cys Pro
Cys Pro
Ala

Pro

Glu
160

Asp

Gly
175

Gly

7020

7080

7140

7200

7260

7273



Cys

Pro

Glu

Gly

225

Thr

Thr

Ser

Val

Tyr

305

Leu

Val

Val

Leu

Tyr

385

Asn

Asn

Ser

Ala

Cys

210

Tyr

Lys

Asn

Arg

Ala

230

Ser

Ile

His

Ala

Ser

370

Trp

Gly

Gly

His

Gly

155

Lys

Phe

Asn

Leu

275

Thr

Ala

Asp

Lys

Thr

355

Glu

Ser

Val

Ile

Ile

180

Phe

Asp

Lys

Cys

His

260

Ile

Asn

Tyr

Glu

His

340

Val

Pro

Asp

Asp

Thr

Cys

Gln

Pro

Cys

Lys

245

Glu

Pro

Met

Gln

325

Ile

Asp

Arg

Trp

Arg

405

Leu

Thr

Len

Asp

Glu

230

Ala

Val

Met

Ile

Asp

310

Leu

Tyr

Gly

Ala

Gly

350

Gln

Asp

Asp

Len

Ala

215

Cys

Ala

Arg

Leu

Tyr

295

Lys

His

Trp

Gly

Ile

375

Asp

Thr

Leu
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Leu

Asp

200

Cys

Tyr

Ala

Arg

Lys

280

Trp

Ala

Ser

Thr

Arg

360

Ala

Gln

Len

Leu

Lys

185

Gln

Ser

Pro

Gly

Ile

265

Asn

Cys

Ser

Pro

Asp

345

Arg

Val

Ala

Val

Ser

Ile

Lys

Gln

Gly

Lys

250

Asp

Val

Asp

Asp

Glu

330

Ser

Arg

Asp

Lys

Ser

410

Gln
170

Gly

Thr

Ile

Tyr

235

Ser

Len

Val

Len

Pro

315

Gly

Gly

Thr

Pro

Ile

385

Asp

Arg

Phe

Cys

Cys

220

Glu

Pro

Val

Ala

Ser

300

Lys

Leu

Asn

Len

Leu

380

Glu

Asn

Leu

Glu

Gly

205

Val

Met

Ser

Lys

Leu

285

Tyr

Glu

Ala

Lys

Phe

365

Arg

Lys

Ile

Tyr

Cys

130

Asp

Asn

Asp

Len

Arg

270

Asp

Gln

Val

Thr

350

Ser

Gly

Ser

Glu

Trp

Thr

Ile

Tyr

Leu

Ile

255

Asn

Val

Lys

Glu

Asp

335

Ile

Arg

Phe

Gly

Trp

415

Val

Cys

Asp

Lys

Leu

240

Phe

Tyr

Glu

Ile

Val

320

Trp

Ser

Asn

Met

Len

400

Pro

Asp



Ser

Lys

Ala

465

Ile

Glu

Gln

Gly

Pro

545

Met

Ala

Thr

Ser

Ser

625

His

Val

Lys

Thr

450

Val

Phe

Asn

Pro

Cys

530

Lys

Lys

Ser

Thr

Leu

610

Ile

Tyr

Ile

Leu

435

Leu

Phe

Ser

Leu

Arg

515

Glu

Tyr

Arg

Thr

Val

595

Thr

Ser

Ala

Gly

420

His

Tle

Glu

Ala

Asn

500

Ala

Tyr

Thr

Cys

Met

580

His

Ala

Pro

Asn

Ile
660

Gln

Ser

Asp

Asn

485

Asn

Pro

Leu

Cys

Tyr

565

Thr

Arg

Ala

Ser

Glu

645

Ile

Leu

Ser

Lys

470

Arg

Pro

Asp

Cys

Ala

550

Arg

Arg

Ser

Val

Thr

630

Asp

Val

Ser

Thr

455

Val

Leu

His

Ala

Leu

535

Cys

Ala

Thr

Thr

Pro

615

Leu

Ser

Pro
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Ser

440

Asp

Phe

Asn

Asp

Cys

520

Pro

Pro

Pro

Val

Tyr

600

Ser

Ser

Lys

Ile

425

Ile

Phe

Trp

Gly

Tle

505

Glu

Ala

Asp

Gln

Pro

585

Gln

Ser

Pro

Met

Val
665

Asp

Leu

Thr

Leu

430

Val

Leu

Pro

Thr

Ser

570

Ala

Asn

Val

Ala

Gly

650

Val

171

Phe

Ser

Asp

475

Glu

Tle

Ser

Gln

Met

555

Thr

Thr

His

Ser

Thr

635

Ser

Ile

Ser

His

460

Leu

Ile

Phe

Val

Ile
540

Trp

Ser

Thr

Ser

Val

620

Ser

Thr

Ala

Gly

445

Pro

Glu

Ser

His

Gln

525

Ser

Leu

Thr

Arg

Thr

605

Pro

Agn

Val

Leu

430

Gly

Phe

Asn

Ile

Glu

510

Pro

Ser

Gly

Thr

Ala

590

Glu

Arg

His

Thr

Leu
670

Asn

Gly

Glu

Leu

495

Leu

Asn

His

Pro

Thr

575

Pro

Thr

Ala

Ser

Ala

655

Cys

Arg

Tle

Ala

480

Ala

Lys

Gly

Ser

Asp

560

Leu

Gly

Pro

Pro

Gln

640

Ala

Met



Ser Gly Tyr

675

Met Asn Phe

690

Glu
705

Asp Glu

Pro Ala Ala

Leu Gly Glu

Leu

Asp

Leu

Ile

Thr

Ile Trp

Pro

Asn

Ile
710

His

Ser Ser

725

Arg Glu

740

Phe Val

155

Leu

Asn Pro

770

Lys

Leu Ser Leu

785

<210> 15
<211> 6994
<212> ARN

Leu

Leu

Glu

Pro Gly

Ser Glu

Asp Asp

790

<213> Homo sapiens

<400> 15
gcuggeggeg

agogucacog

goggcegyeygy

cgeggeggcey

ggccuccccg

cugcugcougc

gggoocggoca

ucugugugga

cccaagaaga

cgguggaagu

ugcaccaagc

guaccugccu

ggcugugcua

goegeocagy

aacougouug

cyggyggygcaygc

geggegeygygy

agoccgggccc

agcuccagca

aggauugoga

gaugcegacga

ccugugcaga

gugacggcga

aggugugucc

cguggogoug

ceoucacuggy
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Asn
680

aArg Trp

val
695

Tyr Arg

Gly Arg Thr

Phe Asp Arg

Pro Glu Asp

745

Glu Pro

760

Arg

Leu Pro Val

775

Gly Leu Pro

gcoggggecyg

aaaugcagec
ggcaaccccg
gagegegggyg
ucuccggcuu
ucuugcggeg
aaaggaccaa
ggacgaugac
cagugacuuc
ggaggagugu
ugcagagaag
cgacggggag

caccugecgu

Lys Arg

Lys Thr

Lys

Thr

Asn Thr

685

Glu Glu

700

Ala Gln

715

Pro Leu

730

Pro Ala

Gln

Ser

val Lys

Ile

Trp

Pro

Len

Ser

Gly His

Ala Glu

Lys

Glu

Val

Pro

Ser

Asp

Tyr

720

Cys

735

Ala Leu

750

His Gln

765

Lys Arg

780

cgoegaacago

gaggagccegg

gegeegeggce

cgoggcgygcc

cuggegougce

gcagcggoug

uuccagugad

ugcuuagacg

accugugaca

ccugauggau

cugagcugug

aaggacugeg

ggggacgagu

172

dugagoacge

ggcegggegge

aaggacucgg

ggagceccogg

ugcugcugecu

auccgougcu

ggaacgagcg

acagogacga

acggccacug

ccgaugaguc

gacccaccag

aggguggagc

uccagugugyg

Lys

Leu

val

Glu

Pro

Ala

cocgoogacy

agceggoggeg

agggcugaga

gcccgcocaug

gougcugoug

cggoggecaa

cugcaucooc

ggacgacugd

cauccacgaa

cgaggccacu

ccacaagugu

ggaugaggcc

ggaugggaca

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780



uguguccuug

gouggcugoo

ugcacugacy

cagaagaccil

gucaauuaca

accaagaacil

gaggugcgga

aaugucgugyg

uacoguaaga

cucauugacg

aucuacugga

cgacgcacuc

cgaggguuca

aacggugugg

cuggaucugd

anugacuuca

ccuuuuggga

auuuucagug

aacccacaug

gagcugagug

uccagoccacu

augaagaggu

gcuguuaucg

cugaucugga

uacaggaaaa

auuggocaug

ggaugggauc

guguaugacu

gauuuuuuuil

cauccaaagg

cacuacccaun

caaucaagca

uacaggggcu

ucaagauugyg

guggcgacau

agggcuauuu

gcaaggcugc

ggaucgaccu

cacuagaugu

ucuauagege

agcaguugca

cugacucggg

ucuucageccg

uguauugguc

accggcaaac

ugagocagoyg

guggaggcaa

uagcuguguu

caaauncggcu

acauugucau

uccagcouaa

cucccaagua

gouaccgaga

ggaucaucgu

gaaacuggaa

caacagaaga

ucuauccuge

acococoocuucyg

ggaugaaugg

uuaaauuuau

augugagagu

gaggaauucyg
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cugcaaccag

gaacgagugu

cuuungaaugc

ugaugagugc

uaagugugag

ugcuggcaag

ggugaagcgyg

ggaaguugcd

cuacauggac

cucuccagag

caauaagacc

uaaccucagi

ugacuggggg

acugguguca

cuuguacugyg

cagaaagacg

ugaggacaag

caauggccug

cuuccaugag

uggaggcugu

cacaugugecd

ugcaaaugaa

gcccauagug

gcggaagaac

agaagacgaa

acgaguggca

ugccucaugyg

guuucuaual

guugcggaaa

unuucuaugil

uggaauggcu

gagcaggacu

cugcacadaca

acgugcoocag

aaggacccag

ugcuacccug

agcccauccc

aacuauucac

accaaucgca

aaggocagug

ggccuggcag

aucucagugg

gaaccccggg

gaccaggeccea

gacaauauug

guagacucca

cugaucuccu

guguucugga

gaaaucucca

cugaagcoagce

gaauaccugu

uguccugaca

gacaguaaga

gugauagcce

accaaaagca

gaugagcucc

uuaagccuug

aauucagucc

augggucugu

gguaaccaca

auaaungiuiu

acugcugacu

173

guccagaugyg

auggcggcug

caggcouucca

augccugcag

gcuacgagau

uaaucuucac

gococucaucco

ucuacuggug

accogaaaga

uggacugggil

ccacaguuga

ccauncgcugl

agauugagaa

aauggcccaa

agcuacacca

ccacugacuil

cagaccugga

uccuggcuga

caagagcucc

gocuuccuge

caauguggcu

ugggcucaac

uccugugcau

ugaauuuuga

auauvagggag

aagaugaugg

caugcacuac

gugaguguau

aaguuaugau

aunacacuuuil

aacaugaugc

gagugaugaa

cucacacauc

goucocuggac

ccagaucugu

ggaccuacug

caaccggcac

caugcoucaag

ugaccucucc

gcaggagguc

ccacaagcac

ungguggccygc

ugacccceug

aucugggeouc

cggaaucace

acuguccage

ccugagccac

gaacgaggcc

gaaccucaac

agaugccugu

uccucagaunc

ggguccagac

agucacugcc

gaguggauac

caacccaguc

aacugcucag

acuaccouga

acucuggaug

gugugugugu

gaacugcaaa

uaacugguug

acauaaccaa

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1520

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640



angggggcca

uugguugcug

uaugcuuugu

coccocauuua

agagaaguga

augugugugu

auggcuacug

ucuuguaguu

ugcaauuaug

aagucaggaa

ggcuuuggog

auaggauaug

cuucaauuuc

agggugccau

gagacuggcc

auagguuuua

uggggaaaca

dcuaauuuuu

aauggcanac

cugcuuugua

ancuucuuug

gggucuccca

cocauccaaa

uagacaacca

ugcaucuaan

accugccaga

anuuucaguc

cucuuggocu

gcauaaucca

gaggguaaau

ccaacuccua

uuuuugacug

auggcacagu

ggggggcuuu

ggcuauccau

gauuauuuau

gaguauuuau

uuauaugugu

uucaaauaca

uucagaaaag

uaguaaaaaa

aagccuuuca

aaggucagug

cocucacccuc

uuucaggaca

ccuuacagag

caggcacuga

ucacaucucu

uuuuaaggua

ggcuuaaguc

gcaauauuau

aauvaaaagga

cuuuucuugg

uuggaaacau

gagaaagagu

gggacaaggu

cucaucauac

ugcccccaac

agacauucug

cCcuaaacucu

gcaaucuccu

gcaguugacc

uggagcuuac

aagaaaaaug
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accuuacuca

uuuagguuul

caacauaagu

uaacauauuu

uuuuggcaug

auguguguga

uaaagauaaa

cculnuggaaa

ggcaaaucuu

gcucacccau

uacagacauu

agouacuccu

cuuggguuga

cuaaguggaqg

augucuagga

uauuucucuu

auaaauaggu

agaacaacug

auuauauugg

aaaacuccgg

ccuuggggga

aauccuauaqg

uugaguuucu

gcaacaugga

cuggaacuug

ucaaugaagu

gaguucuagc

aagaaaauaa

caugacaugce

uagaaugacce

ucacauauua

augacaguga

ucauuuaaaa

ggggcauuudg

aaadaaaaaa

uaaadaaucaqg

uuuggcocac

cagadaaaucd

uumlauuuuca

ucuggaucag

uucaccucudg

ggcugcugug

ccaugguacae

uguuuuaaag

auucaguaag

acguuuccag

caugcugugg

uuccccuudd

uacuuaccdu

gecaaaauug

auauuuaugu

guauauguau

ggaagggaga

ucccagaagy

uaacucugcu

aguguuugac

acacacuuaa

uggaugucuc

auccuguacc

cuauvauucug

auguguugau

aauaccaaac

cuauucuuuu

aaaacaugga

174

aCcuauauuua

uuuuauuguaa

daaaaacacu

augaguucua

cacacagacu

uguagagaag

cacaguccac

dadauadgaua

gcuauuccug

acuccuacca

agagugcuca

uucagcoucuu

uuuccucudga

aucagcccaa

augaagauaa

ucucudaccau

cauauguuca

aagucauauu

ucacacagga

agauguucuu

agugcucuuu

auucaguccoc

guucugocac

uuaaguagga

gcaaaugccu

accagcuuga

uaggaccuug

gagcuugggdc

aguccugaaa

agaauuuuaa

aagaacggaa

dauguacuca

cagaagaugu

auaagaugau

ucaacucccu

uadauadauuu

cugugugugu

aggoacaucu

aagggguaua

ccaugguuug

agaccccagg

gggouuucuu

gaaacucaag

ugaguaacuu

agcacccuga

guunacuaua

aganggugga

uuccuuuaug

uauagaugaa

ugagggggga

auuugguuua

caunaunagac

ucuacuugug

caguggcouuu

uuacucccac

gcagaggagc

ucccaunccon

uacccuuuga

cucuguguca

aguguguuuu

cauucauuga

gaacaggugg

aguaaaauua

aaacaaguga

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3300

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560



culnuuucugu

uaaggcauag

ggggucugga

gagacauuca

caacccuuua

gaaaccugag

agguacaguu

agaucacaga

cagaaaauuu

uauuuuggga

uccaguggaa

guacuuauuu

uggcaaaaag

aguuaucuca

acacaccugg

caguagcagu

cuguuagggc

avagaaguga

acacaucgag

ucauucuaac

uucaauguaa

auuguguaca

ugcagaacug

uulucauaua

ugggauuuuc

gaaagaaaaa

aguugggcac

cccgaacucc

uucagaguaa

cuguauuuiu

uuasaadadaad

aaccuunccaa

unucuaaacil

cauacagccil

uguuuccuge

caagaaacaa

gagucagaud

acaunauncuuil

gucacuggac

aucagaagce

ugccugaaca

uuacaaaggc

acucuugaua

agaaugagau

guaugacugc

cacugcagau

ggaggaugau

ucaaaggaga

ccuuaagucu

cudaaaacaca

aggaacaaaa

geacuuuaua

aggcacuaca

auauvuauuca

uuugagucaa

acagaugcau

cgaaaauguu

uggugggaan

agccaunacac

aunaauunccuil

aggguaugga

aucaggaagc
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agaaacugaa

uucaguaaga

gagaucucaa

auaugcuaca

auugugauau

cacouucooge

ugccuuuugc

uauagagcug

agucccagug

uuguaucaaa

acuaacugaa

cacagauuau

cggauuuaaa

aguaunauuca

guaaagguca

avauguggaa

gaggggucuu

uaaaaauuaa

gagguaugaa

ggcucaaggg

adauagauua

ugcaucaugg

gcocucaagcu

agauuuunla

gccauguugu

gaagacguug

ggggaaaugg

ucaucguuuc

umucccgaaau

gaauuuagaa

ucuguucauu

uuuuccaagg

uccuggcauu

aaugacaaug

acugcaguuu

auucaugugu

cauvucauaga

ccecgugcau

gaaggaagcu

cguuuccucc

ccugcuaccu

augccuucua

uuauaaaaca

uguauggcag

uucacuaaaa

gucacacaug

acaaaaaaqgq

uccaccuaadg

gaaggggauu

agagcacagg

gggcaagaaa

auuucugauu

dadauucauu

uuccaguggc

nauggucaau

cgagagocuc

agucuggaga

cacaggaaug

acaaaauaua

gcaugaagau

gguuaaagaa

caggcuaugc

175

daduuaaauga

cacagaaaaa

dagauuncacaa

gaaagaggcea

uggacggcag

ggcuuuucag

agcuaucuac

cagagacaau

auuuccuucua

auacuauggu

gaaacagaga

gauugaagua

uaaguccuau

ccacucacua

uucugacuuu

cauugauucu

aaaugaggaa

ccaagcugcu

gacuuuagga

ugaggeougua

caaugaagea

aggaugcauu

caaagggaaa

gaagacuaau

uuagauuuud

ggggauacua

caagoccucuc

aaugaguuag

agaguaacag

uuacugcunc

accaugugcea

uaacaguggc

aaugaugaau

cuuuuucuca

gocaaugggag

uasaauaagan

coucauuuug

agccaaucac

gececaaggyggy

gcaggaagac

cuaccuuucc

daacgaaacu

accuguuaac

ugaucccucc

gauaccaacu

acagaguuca

auucagagca

vagggucauc

ucagacagag

auugcacagu

uggaaagaga

uuucuugauc

goccagcacuu

ugcugacugce

auaagggcag

ucaacuguga

daucacugucc

cacccocuaccoc

cauuaaaugil

acuucucaca

aauunuunucadg

cagucaagaa

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4580

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5540

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420



uuagcagaaa

gccacgugug

acuuununinac

aagagoauuu

aacuucauca

aguuaccaua

cugcucuinull

ucuggugucu

acuggcauca

uuucuagaga

cccucugcau

ugugugugua

ddaaacuaca

unuuuuuccan

aauuguucce

uuugauguaa

ugucuuguca

cuuccagagg

ucuugguaaa

gagauuaaau
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wuacaaacac

uauauauaua

agagaaaaca

acaagcouguu

aaguggauuc

gaaucaggca

wicaaguucc

cgaggggygcu

cugaaaacca

ucauuuaaaa

uunugugcuau

uauvauauaua

agagugauvaccug

guuaauuugyg

uccuuguuug

uguuagaaug

guuagcuucu

gaggaugggy

aauguggaca

aaaa

<210> 16

<211> 700

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 16

Met Gly Leu Pro Glu Pro Gly Pro Leu Arg Leu

1 5 10

Gln
25

Leu Leu Leu Leu Leu Leu Gln

20

Leu Leu Leu

Ala Ala Asp Pro Leu Leu Gln FPro

35

Gly
40

Gly

Lys Asp Gln Phe Gln Cys Arg Asn Glu

55

Arg Cys

His
75

Arg Cys Asp Glu Asp Asp Leu

65 70

Asp Cys Asp

Pro Thr Cys Ala Asp Ser Asp Phe

85 90

Cys Lys Lys

Ile His Glu

100

His Cys Arg Trp Lys Cys Gly

105

Asp

Glu Glu Ala

120

Ser Ser Thr Thr

115

Asp Gly Asp Cys

Ala Glu Thr His

130

Lys Leu Ser Gly Pro Ser

135

Cys

176

aaaaaaguaa
uuuaaagcca
uccaaaccau
ggguaaagug
ucucccccua
uugugucaca
guacgcggug
ugcugcaucu

uuuguaaaau

Leu Ala

His Leu

30

Ala Lys

45

Ile
60

Pro
Ser Asp
Thr

Cys

Glu Glu

Leu

Ala

Asp

Ser

Glu

Asp

Glu

uuuuuaaaaa
agguuuugau
auacuuuuaa
cugauuugea
ccaaccccaa
cuaacugauu
cccuuugcag
cacuagcuau

cagugcacug

Leu Leu

15

Ala Ala

Cys Glu

Val Trp

Asp Asp

80

Asn
95

Gly

Cys Pro

110

Gln
125

Lys

Lys
140

Cys

Val

Val

Cys Pro

Pro Ala

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

€300

6360

6994



Ser

145

Ala

Cys

Gln

Asn

Leu

225

Asp

Cys

Tyr

Ala

Arg

305

Lys

Trp

Ala

Ser

Thr
385

Trp

Gly

Gly

Asp

Glu

210

Lys

Gln

Ser

Pro

Gly

290

Ile

Asn

Cys

Ser

Pro

370

Asp

Arg

Cys

Asp

Cys

195

Cys

Ile

Lys

Gln

Gly

275

Lys

Asp

Val

Asp

Asp

355

Glu

Ser

Cys

Ala

Gly

180

Pro

Leu

Gly

Thr

Ile

260

Tyr

Ser

Leu

Val

Leu

340

Pro

Gly

Gly

Asp

Thr

165

Thr

Asp

His

Phe

Cys

245

Cys

Glu

Pro

Val

Ala

325

Ser

Lys

Leu

Asn

Gly

150

Ser

Cys

Gly

Asn

Glu

230

Gly

Val

Met

Ser

Lys

310

Leu

Tyr

Glu

Ala

Lys
390

Glu

Leu

Val

Ser

Asn

215

Cys

Asp

Asn

Asp

Leu

295

Arg

Asp

Arg

Gln

Val

375

Thr
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Lys

Gly

Leu

Asp

200

Gly

Thr

Ile

Tyr

Leu

280

Ile

Asn

Val

Lys

Glu

360

Asp

Ile

Asp

Thr

Ala

185

Glu

Gly

Cys

Asp

Lys

265

Leu

Phe

Tyr

Glu

Ile

345

Val

Trp

Ser

Cys

Cys

170

Ile

Ala

Cys

Pro

Glu

250

Gly

Thr

Thr

Ser

Val

330

Tyr

Leu

Val

Val

177

Glu

155

Arg

Lys

Gly

Ser

Ala

235

Cys

Tyr

Lys

Asn

Arg

315

Ala

Ser

Ile

His

Ala
395

Gly

Gly

His

Cys

His

220

Gly

Lys

Phe

Asn

Arg

300

Leu

Thr

Ala

Asp

Lys

380

Thr

Gly

Asp

Cys

Leu

205

Ile

Phe

Asp

Lys

Cys

285

His

Ile

Asn

Tyr

Glu

365

His

Val

Ala

Glu

Asn

190

Gln

Cys

Gln

Pro

Cys

270

Lys

Glu

Pro

Arg

Met

350

Gln

Ile

Asp

Asp

Phe

175

Gln

Gly

Thr

Leu

Asp

255

Glu

Ala

Val

Met

Ile

335

Asp

Leu

Tyr

Gly

Glu

160

Gln

Glu

Leu

Asp

Leu

240

Ala

Cys

Ala

Arg

Leu

320

Tyr

Lys

His

Trp

Gly
400



Arg

Ala

Gln

Leu

Leu

465

Ser

Asp

Phe

Asn

Asp

545

Cys

Pro

Pro

Ala

Gly

625

Tyr

Arg

Val

Ala

Vval

450

Ser

Ile

Phe

Trp

Gly

530

Ile

Glu

Ala

Asp

Asn

610

Ile

Leu

Arg

Asp

Lys

435

Ser

Gln

Asp

Leu

Thr

515

Leu

val

Leu

Pro

Thr

595

Glu

Ile

Ile

Thr

Pro

420

Ile

Asp

Arg

Phe

Ser

500

Asp

Glu

Ile

Ser

Gln

580

Met

Asp

Val

Trp

Leu

405

Leu

Glu

Asn

Leu

Ser

485

His

Leu

Ile

Phe

Val

565

Ile

Trp

Ser

Pro

Arg

Phe

Arg

Lys

Ile

Tyr

470

Gly

Pro

Glu

Ser

His

550

Gln

Ser

Leu

Lys

Ile

630

Asn

Ser

Gly

Ser

Glu

455

Trp

Gly

Phe

Asn

Ile

535

Glu

Pro

Ser

Gly

Met

615

Val

Trp
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Arg

Phe

Gly

440

Trp

val

Asn

Gly

Glu

520

Leu

Leu

Asn

His

Pro

600

Gly

Val

Lys

Asn

Met

425

Leu

Pro

Asp

Arg

Ile

505

Ala

Ala

Lys

Gly

Ser

585

Asp

Ser

Ile

Arg

Leu

410

Tyr

Asn

Asn

Ser

Lys

450

Ala

Ile

Glu

Gln

Gly

570

Pro

Met

Thr

Ala

Lys

178

Ser

Trp

Gly

Gly

Lys

475

Thr

val

Phe

Asn

Pro

555

Cys

Lys

Lys

vVal

Leu

635

Asn

Glu

Ser

Val

Ile

460

Leu

Leu

Phe

Ser

Leu

540

Arg

Glu

Tyr

Thr
620

Leu

Thr

Pro

Asp

Asp

445

Thr

His

Ile

Glu

Ala

525

Asn

Ala

Tyr

Thr

Cys

605

Ala

Cys

Lys

Arg

Trp

430

Arg

Leu

Gln

Ser

Asp

510

Asn

Asn

Pro

Len

Cys

580

Tyr

Ala

Met

Ser

Ala

415

Gly

Gln

Asp

Len

Ser

495

Lys

Pro

Asp

Cys

575

Ala

Arg

Val

Ser

Met

Ile

Asp

Thr

Leu

Ser

480

Thr

Val

Leu

His

Ala

560

Len

Cys

Asp

Ile

Gly

640

Asn



ES 2765573 T3

645 650 655

Phe Asp Asn Pro Val Tyr Arg Lys Thr
€60 665

Thr Glu Glu Glu Asp Glu Asp
670

Glu Leu His Ile Gly Arg Thr Ala Gln
675 680

Ile Gly His Val Tyr Pro Ala
685

Arg Val Ala Leu Ser Leu Glu Asp Asp
690 695

Gly Leu Pro
700

<210> 17

<211> 7606

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 17
gcuggcggeg

agcgucaceg

gcggcgygcygyg

cgeggeggeyg

ggcocuccecg

cugcugcougce

gggcocggoca

ucugugugga

cccaagaaga

cgguggaagu

ugcaccaagc

guaccugccou

ggcugugcua

googuguuog

gcagaccegg

aucccggage

gccgagoucu

gccuccocagu

gaccgeogacu

gacgaguucc

caggacuguc

gecgeccagyg

aaccugcuug

cgggggcage

geggeygeyggy

agccgggeocc

agcuccagea

aggauugega

gaugcgacga

ccugugcaga

gugacggcga

aggugugucc

eéguggcgecug

ccuugugege

ugugcgacgg

cocugegggec

gougggucug

gcggoecgucc

ucgccocugeeyg

gcaaagacaa

agugugggga

cagaugggaqg

gceggggeeg

aaaugcagec

ggcaaccecg

gagcgcggygyg

ucuccggcuu

ucuugeggeyg

aaaggaccaa

ggacgaugac

cagugacuuc

ggaggagugu

ugcagagaag

cgacggggag

ccoecgeacgag

cgacgacgac

ccgegaguuc

cgaccgccag

gggccccgygyg

cagcggcgag

aucggacgag

ugggacaugu

ugaugaagcu

cgegeecage

gaggagcecgg

gecgeegegge

cgeggeggce

cuggcgouge

geagcggeug

uuccagugec

ugcuuagace

accugugaca

cocugauggcu

cugagcugug

aaggacugceg

uuccagugeg

uguggugacyg

cgeugeggeyg

uuugacugcg

gccacguccg

ugcgugcace

gecgacuged

guccuugcaa

ggcugccuac

179

cugagcocge

ggcgggcegge

aaggacucgg

ggagccccgg

ugcugcugcu

auccgougcu

ggaacgagcyg

acagegacga

acggccacug

ccgaugaguc

gacccaccag

aggguggagce

gcaaccogouc

goagogauga

gcgauggegyg

aggaccgecuc

cgcoegecge

ugggcuggcyg

cacugggcac

ucaagcacug

aggggcugaa

coogocgocyg

agcggcggeg

agggcugaga

gccogocaug

gcugcugcug

cggceggocaa

cugcauccoo

ggacgacugce

cauccacgaa

cgaggccacu

ccacaagugu

ggaugaggoc

gugccuggec

gcgeggougu

cggegecuge

ggacgaggca

cugcgecaca

cugcgacggce

cugceguggy

caaccaggag

cgagugucug

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260



cacaacaaug

ugcccagcag

gacccagaug

uacocuggcou

caucocuaa

uauvucacgoc

aaucgcauncu

gccagugacc

cuggcagugyg

ucaguggcca

cccocgggeoca

caggccaaga

aauauugaau

gacuccaagoc

auncuccucca

uucuggacag

aucuccaucc

aagcagccaa

uaccugugdae

ccugacacaa

ucaacuacga

gggaccaccyg

gougcagucc

agcccugcaa

acagucacug

augaguggau

gacaaccceaqg

agaacugcuc

ggacuaccecu

acacucugga

augugugugu

augaacugca

gcggcugeouc

gocuaccagcu

ccugcagcca

acgagaugga

ucuucaccasa

ucauccccau

acugguguga

cgaaagagca

acugggucca

caguugaugyg

ucgouguuga

uugagaaauc

ggcccaacgg

uacaccaacu

cugacuuccu

accuggagaa

uggcugagaa

gagecuccaga

uuecugeuee

uguggcuggyg

cguuagouud

uccacagauc

caagcucagu

ccagcaacca

cogouguuau

accugaucug

ucuacaggaa

agauuggcca

gaggauggga

ugguguauga

gugauuuuuu

aacauccaaa
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acacaucugc

ccuggaccag

gaucuguguc

ccuacugacc

cocggoacgag

gcucaagaau

ccucuccuac

ggagguccuc

caagcacauc

uggecgcega

cococccugega

ugggcoucaac

aaucacccug

guccagcauu

gagccacocu

cgaggccauu

ccucaacaac

ugccugugag

ucagaucuoc

uccagacaug

uaccaugacg

cacCcuaccayg

unagugucccc

cucccagcac

cgggancauc

gagaaacugg

aacaacagaa

ugucuauccu

ucacccccuu

cuggaugaau

uuuuaaauuu

ggaugugaga

acugaccuca

aagaccugug

aauuacaagyg

aagaacugca

gugcggagga

gucguggcac

cguaagaucu

auugacgagc

uacuggacug

cgcacucucu

ggguucaugu

gguguggacc

gaucugcuga

gacuucaguyg

uuugggauag

uucagugcaa

ccacaugaca

cugagugucce

agoccacucuc

aagaggugcu

aggacaguac

aaccacagca

agggcuccca

uaugcaaauqg

gugcacauag

aagoggaaga

gaagaagacg

gocacygagugy

cgugccucau

ggguuucuau

auguugogga

guuuuucudu
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agauuggcuu

gcgacauuga

gcuauuuuaa

aggougouge

ucgaccuggu

uagaugugga

auagcgccua

aguugcacuc

acucgggcaa

ucagceguaa

auuggucuga

ggcaaacacu

gccagocgouu

gaggcaacag

cuguguuuga

aucggcucaa

uugucaucuu

agcoccuaaugg

ccaaguacac

accgagceace

cugcoccaccac

cagagacacc

gcaucagccc

aagacaguaa

uggquaganage

acaccdaadaqg

aagaugagcu

cauuaagccu

ggaauucagu

auaugggucu

aagguaacca

guauaauguu

ugaaugcacg

ugagugcaag

gugugagugec

uggcaagago

gaagoggaac

aguugccaca

cauggacaag

uccagaggge

uadagaccauc

ccucagugaa

cuggggggac

ggugucagac

quacugggua

aaagacgeug

ggacaagqug

uggccuggaa

ccaugagoug

aggcugugaa

augugecugu

ucaaucuacc

aagagcocec

aagocougaca

gucuacccua

gaugggcuca

acuccuguge

caugaauuuu

ccauauaggyg

ugaagaugau

cccaugcacu

gugugagugu

caaaguuaug

uuAaunacacuu

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1820

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2340

3000

3060

3120

3180



uuuaacuggu

gcacauaacc

uacagaagau

aaauaagaug

cuucaacucc

uauadaauadau

cucugugugu

agaggcacau

acaaggggua

uaccaugguu

ugagacccea

cagggcouuuc

cagaaacuca

uuugaguaac

gaagcacccu

aaguuuacua

aaagauggug

duuuccuuua

cauauagaug

uuugaggggyg

gaauuugguu

uucauuauag

uuucuacuug

cocaguggeu

acunacuccc

gagcagagga

cuucccaucc

gauacccuuu

uccucugugu

goaguguguu

aacauuicaun

ugcacuaccc

aaangggggc

guuugguuge

auuaugcuuu

cucccocauu

uuagagaagu

guaugugugu

cuauggcuac

uaucuuguag

ugugcaauua

Jggaagucagg

uuggeuuugyg

agauaggaua

macmicaauu

gaagggugcc

uagagacugg

gaauagguuu

uguggggaaa

aaaciaauuiu

gaaauggcau

uacugcuuug

acaucuucuu

uggggucucc

uucccaucca

acuagacaac

gougcaucua

cuaccugcca

gaauuuucag

cacucuuggc

uugcauaauc

Jagaggguaa
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augaggaauu

caauggcaca

ugggggggcu

guggcuauce

uagauuauuu

gagaguauuu

guuuauvaugu

uguucaaaua

uauucagaaa

uguaguaaaa

aaaagoccuuu

cgaaggucag

ugeccucaccc

ucuuucagga

aunccuuacag

cecaggcoacu

uaucacaucu

cauuuuaagg

uuggcuuaag

acgcaauauu

uaaauaaaag

ugcuuuucuun

cauuggaaac

aagagaaaga

cagggacaag

aucucaucaul

gaugccecca

ucagacauuc

cuccuaaacu

cagcaaucuc

augcaguuga

cguggaaugg

guaccuuacu

uuuuuagguu

aucaacauaa

auuaacaudau

auuuuuggca

guaugugugu

caulaaagaua

agccuuugga

aaggcaaauc

cagocucacco

uguacagaca

ucagcuacuc

cacuuggguu

agcuaagugg

gaaugqucuag

Ccuuauuucud

uaaudaaudaqg

ucagaacaac

auauuvauauu

gaaaaacucc

ggccuugyggyg

auaauccuau

guuugaguuu

gugcaacaug

accuggaacu

acucaaugaa

uggaguucua

cuaagadaau

cucaugacau

ccuagaauga

181

cuacugcuga

caucauuuaa

uuggggcauu

Jguadaaadad

uuudadadud

uguuuggeos

gacagaaaaa

aauulauuliu

aaucuggauc

uuuucaccuc

auggcougcoug

uuccauggua

cuuguuuuaa

gaauucagua

agacguuucc

gacaugcugu

uuuuccocuu

guuacuuace

uggccaaaau

ggauauuuau

ggguauaugu

gaggaaggga

agucccagaa

cuuaacucug

gaaguguuug

ugacacacuu

guuggauguc

gcauccugua

adcuauauudc

gcauguguug

cCcaauaccaa

cluaacauganl

aaacuauaun

uguuuuuugu

dadaaaaaca

agaugaguuc

accacacaga

ucuguagaga

cacacagucc

agaaaauaga

uggcuauucc

ugacuccuac

cocagagugeu

aguucagcuc

agunuccucu

agauncagccc

ggaugaagau

acucucuacc

aucauauguu

ugaagucaua

guucacacag

auagauguuc

gaagugcucu

ggauucaguc

cuguucugecd

acuuaaguag

aagcaaaugc

ucaccagcuil

cocuaggaccu

uggagocuugg

auaguccuga

acagaauunun

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040



aagaacaggu

dadaguaaaau

caaaacaagu

gauaacagug

aaaaungauga

aacduuuuulu

cagcaauggg

aguaaauaag

agccucaulu

acagccaauc

augcooaaggy

cugcaggaag

gucuaccuuu

gaaaacgaaa

unaaccuguua

auugaucccu

uagauaccaa

uuacagaguu

cuauucagag

aauaggguca

cuuncagacag

gaauugcaca

uauggaaaga

cauuucuuga

unugecagcac

aaugcugacu

auauaagggc

ucucaacugu

uaaucacugu

uccacoouadc

agcauuaaau

agacuucuca

ggccaacuce

uauuuuugac

gacuuuuucil

gouaaggoau

auggggucudg

cagagacauu

agcaacccuun

augaaaccug

ugagguacag

acagaucaca

ggcagaaaau

acuauuuugyg

ccuccagugg

cluguacunan

acuggcaaaa

ccaguuaucu

cuacacaccu

cacaguagca

cacuguuagg

ucauagaagu

agacacaucg

guucauucua

gauucaaugu

ucauugugua

unugcagaac

gcunuucaua

agugggauuu

gagaaagaaa

coaguugggc

cocoogaacu

guuucagagu

cacuguanun
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uauggagcuu

ugaagaaaaa

guaaccuucc

aguuucuaaa

gacauacage

cauguuuccu

unacaagaaac

aggagucaga

nuacauaucu

gagucacugg

uuaucagaag

gougocugaa

aaunuacaaag

nmiacucuuga

agagaaugag

caguaugacu

ggcacugcag

guggaggaug

goucaaagga

gaccuuaagu

agcuaaaaca

acaggaacaa

aagcacuuua

caaggcacua

ugauauuanu

uauuugaguc

ncacagaugao

aacgaaaaug

acugguggga

ccagoccauadc

aaauvaanuce

uuaggguaug

acucacanan

ugaugacagu

aaagaaacug

cuuucaguaa

cugagaucud

goauaugoua

aaauugugau

uccaccuuncc

unugccunun

acuauagagc

coaguoccag

cauuguauca

gcacuaacug

uacacagauun

aucggauuua

gcaguauauu

auguaaaggu

auvauvaugugyg

gagagggguc

cuuaaagaaun

cagagguaug

aaggcucaag

uadadauagau

caugcaucau

cagccucaayg

aaagauuuuun

augccauguu

uugaagacgu

auggggaaau

acucaucguu

ununccogaa

gagaauuuag
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unacuauuciiu

gaaaaacaug

aauuuuccaa

gauccuggoa

adaangacaa

caacugoagu

auauucaugu

cccauucaua

gcocccgugo

uggaaggaag

ugoguuuccu

aaccugcuac

daaaugccuuc

auluauaaaa

aauguauggc

cauucacuaa

cagucacaca

aaacaaaaaa

nmauccacclua

aagaagggyga

aaagagcaca

gggggcaaga

uaauuucuga

ggaaaauuca

cunuccaglg

uauaugguca

gucgagagca

ugagucugga

ggocacaggaa

ucacaaaaua

augcaugaag

aagguuaaag

uuaagaacgg

gaaauguacu

ggaauuaaau

uucacagaaa

ugaaauucac

uugaaagagyg

guuggacggc

gaggcuuuuc

aunagcuancu

cucagagaca

ccauuuccuu

cuauacuaug

uagaaacaga

cagauugaag

aguaaguccu

aaccacucac

uguucugacu

ggcauugauu

agaaaugagg

uuccaagoug

gggacuuuag

aaugaggcug

uucaaugaadg

uuaggaugca

gccaaaggga

augaagacua

ucunaganuui

gaggggauac

ugcaagooud

uaaaugaguu

auagaguaac

aauunacugocn

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5840

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960
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ucaauuuuuc aguuaaaaaa aaaucaggaa gcucuguuca
cacagucaag aauuagcaga aacccucugc auuuacaaac
aauununaaa aagccacgug ugugugugug uauauauaua
caagguuuug auacuuuuuu acaaaaacua caagagaaaa
auvauvacduuuu dadagagcau uuuuuuuuce auacaagcoug
ugcugauuug caaacuucau caaauuguud ccaaguggau
uvaccaacccd aaaguuacda uauuugaugu dagaaucagyg
cacuaacuga uucugeucul uuuguouugu cauucaaguu
ugocouuugd agucuggugu cucuudccaga ggegagggayg
cucacuagcu auacuggcal caucuuggua aacugaaaac
aucagugcac uguuucuaga gagagauuaa auucauuuaa

<210> 18

<211> 904

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 18
Met Gly Leu Pro Glu Pro Gly Pro Leu Arg Leu
1 5 10
Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu Gln Leu Gln

20 25
Ala Ala Asp Pro Leu Leu Gly Gly Gln Gly Pro
35 40
Lys Asp Gln Phe Gln Cys Arg Asn Glu Arg Cys
50 55
Arg Cys Asp Glu Asp Asp Asp Cys Leu Asp His
65 70 75
Cys Pro Lys Lys Thr Cys Ala Asp Ser Asp Phe
85 S0
His Cys Ile His Glu Arg Trp Lys Cys Asp Gly
100 105
Asp Gly Ser Asp Glu Ser Glu Ala Thr Cys Thr
115 120

183

uucaggcuau

acuuugugcu

uauaunauana

caaauauacc

uuguuaauuu

ucuccuuguu

cauguuagaa

coguuagouu

cugaggaugg

caaaugugga

agaaaa

Leu Ala Leu

Ala
30

His Leu

Ala Lys

45

Asp

Ile
60

Pro Ser

Ser Asp Glu

Thr Cys Asp

Glu Glu Glu

110

Gln
125

Lys Val

gcaccaugug
auaaaaaagu
uauuuaaagc
uguccaaacc
ggggguaaag
ugucucacccc
uguuguguca
cuguacgegyg
ggugcugcau

cauunuguaaa

Leu Leu

15

Ala Ala

Cys Glu

val Trp

Asp Asp

80

Asn
95

Gly
Pro

Cys

Cys Pro

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7606



Ala

Ser

145

Ala

Gly

Arg

225

Ala

Ala

val

Ser

Gln

305

Glu

Leu

Asp

Leu

Glu

130

Trp

Gly

Ser

Asp

Glu

210

Trp

Ala

Ala

Hisg

Asp

290

Cys

Gln

Asn

Leu

Asp
370

Lys

Arg

Cys

Cys

Gly

195

Phe

Val

Glu

Cys

Leu

275

Glu

Gly

Asp

Glu

Lys

355

Gln

Leu

Cys

Ala

Leu

180

Ser

Arg

Cys

Leu

Ala

260

Gly

Ala

Asp

Cys

Cys

340

Ile

Lys

Ser

Asp

Thr

165

Ala

Asp

Cys

Asp

Cys

245

Thr

Trp

Asp

Gly

Pro

325

Leu

Gly

Thr

Cys

Gly

150

Len

Ala

Glu

Gly

Arg

230

Gly

Ala

Cys

Thr

310

Asp

His

Phe

Cys

Gly

135

Glu

Cys

val

Arg

Gly

215

Gln

Arg

Ser

Cys

Pro

295

Cys

Gly

Asn

Glu

Gly
375
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Pro

Lys

Ala

Phe

Gly

200

Asp

Phe

Pro

Gln

Asp

280

Leu

Val

Ser

Asn

Cys

360

Asp

Thr

Asp

Pro

val

185

Cys

Gly

Asp

Gly

Phe

265

Gly

Gly

Len

Asp

Gly

345

Thr

Ile

Ser

Cys

His

170

Cys

Ala

Gly

Cys

Pro

250

Ala

Asp

Thr

Ala

Glu

330

Gly

Cys

Asp

184

His

Glu

155

Glu

Asp

Asp

Gly

Glu

235

Gly

Cys

Arg

Cys

Ile

315

Ala

Cys

Pro

Glu

Lys

140

Gly

Phe

Gly

Pro

Ala

220

Asp

Ala

Arg

Asp

Arg

300

Lys

Gly

Ser

Ala

Cys
380

Cys

Gly

Gln

Asp

Ala

205

Cys

Arg

Thr

Ser

Cys

285

Gly

His

Cys

His

Gly

365

Lys

val

Ala

Cys

Asp

130

Cys

Ile

Ser

Ser

Gly

270

Lys=

Asp

Cys

Leu

Ile

350

Phe

Asp

Pro

Asp

Gly

175

Asp

Gly

Pro

Asp

Ala

255

Glu

Asp

Glu

Asn

Gln

335

Cys

Gln

Pro

Ala

Glu

160

Asn

Cys

Pro

Glu

Glu

240

Pro

Cys

Lys=

Phe

Gln

320

Gly

Thr

Leu

Asp



Ala
385

Cys

Ala

Leu

Tyr

465

Lys

His

Trp

Gly

Ile

545

Asp

Thr

Leu

Ser

Thr
625

Cys

Tyr

Ala

Arg

Lys

450

Trp

Ala

Ser

Thr

Arg

530

Ala

Gln

Leu

Leu

Ser

610

Asp

Ser

Pro

Gly

Ile

435

Asn

Cys

Ser

Pro

Asp

515

Arg

val

Ala

val

Ser

585

Ile

Phe

Gln

Gly

Lys

420

Asp

Val

Asp

Asp

Glu

500

Ser

Arg

Asp

Lys

Ser

580

Gln

Asp

Leu

Ile

Tyr

405

Ser

Leu

Val

Leu

Pro

485

Gly

Gly

Thr

Pro

Ile

565

Asp

Arg

Phe

Ser

Cys

350

Glu

Pro

val

Ala

Ser

470

Lys

Leu

Asn

Leu

Leu

550

Glu

Asn

Leu

Ser

His
630

val

Met

Ser

Lys

Leu

455

Tyr

Glu

Ala

Lys

Phe

535

Arg

Lys

Ile

Tyr

Gly

615

Pro
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Asn

Asp

Leu

Arg

440

Asp

Arg

Gln

Val

Thr

520

Ser

Gly

Ser

Glu

Trp

600

Gly

Phe

Tyr

Len

Ile

425

Asn

Val

Lys

Glu

Asp

505

Ile

Arg

Phe

Gly

Trp

585

Val

Asn

Gly

Lys

Len

410

Phe

Tyr

Glu

Ile

val

430

Trp

Ser

Asn

Met

Leu

570

Pro

Asp

Ile

185

Gly

385

Thr

Thr

Ser

Val

Tyr

475

Leu

Val

Val

Leu

Tyr

555

Asn

Asn

Ser

Lys

Ala
635

Tyr

Lys

Asn

Arg

Ala

460

Ser

Ile

His

Ala

Ser

540

Trp

Gly

Gly

Lys

Thr

620

Val

Phe

Asn

Arg

Leu

445

Thr

Ala

Asp

Lys

Thr

525

Glu

Ser

Val

Ile

Leu

605

Leu

Phe

Lys

Cys

His

430

Ile

Asn

Tyr

Glu

His

510

Val

Pro

Asp

Asp

Thr

590

His

Ile

Glu

Cys

Lys

415

Glu

Pro

Met

Gln

435

Ile

Asp

Arg

Trp

Arg

575

Leu

Gln

Ser

Asp

Glu

400

Ala

Val

Met

Ile

Asp

480

Leu

Tyr

Gly

Ala

Gly

560

Gln

Asp

Leu

Ser

Lys
640
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Val Phe Trp Thr Asp Leu Glu Asn Glu Ala Ile Phe Ser Ala Asn Arg
645 650 655

Leu Asn Gly Leu Glu Ile Ser Ile Leu Ala Glu Asn Leu Asn Asn Pro
660 665 670

His Asp Ile Val Ile Phe His Glu Leu Lys Gln Pro Arg Ala Pro Asp
675 680 685

Ala Cys Glu Leu Ser Val Gln Pro Asn Gly Gly Cys Glu Tyr Leu Cys
690 695 700

Leu Pro Ala Prg Gln Ile Ser Ser His Ser Pro Lys Tyr Thr Cys Ala
705 710 715 720

Cys Pro Asp Thr Met Trp Leu Gly Pro Asp Met Lys Arg Cys Tyr Arg
725 730 735

Ala Pro Gln Ser Thr Ser Thr Thr Thr Leu Ala Ser Thr Met Thr Arg
740 745 750

Thr Val Pro Ala Thr Thr Arg Ala Pro Gly Thr Thr Val His Arg Ser
755 760 765

Thr Tyr Gln Asn His Ser Thr Glu Thr Pro Ser Leu Thr Ala Ala Val
770 775 780

Pro Ser Ser Val Ser Val Pro Arg Ala Pro Ser Ile Ser Pro Ser Thr
785 790 795 800

Leu Ser Pro Ala Thr Ser Asn His Ser Gln His Tyr Ala Asn Glu Asp
805 810 815

Ser Lys Met Gly Ser Thr Val Thr Ala Ala Val Tle Gly Ile Ile Val
820 825 830

Pro Ile Val Val Ile Ala Leu Leu Cys Met Ser Gly Tyr Leu Ile Trp
835 840 845

Arg Asn Trp Lys Arg Lys Asn Thr Lys Ser Met Asn Phe Asp Asn Pro
850 855 860

Val Tyr Arg Lys Thr Thr Glu Glu Glu Asp Glu Asp Glu Leu His Tle
865 870 875 880

Gly Arg Thr Ala Gln Ile Gly His Val Tyr Pro Ala Arg Val Ala Leu

186
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187

885 890 895
Ser Leu Glu Asp Asp Gly Leu Pro
200

<210> 19

<211> 2358

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 19
aaacucacac aacaacucuu CCocgougag aggagacage cagugogacu ccaccoucca 60
goucgacgge agocgooecy gocgacages Cogagacgac ageceggoge gucoogguce 120
coaccouccga Ccacogocay cgouccagyge coogoegous cocgoucgod gocacogege 180
ccuccgcoucc gccoocgcagug ccaaccauga cogecgccag uaugggcccc gucogogucg 240
ccuucguggu ccuccucgcc cucugcagec ggocoggoogu cggocagaac ugcagogggc 300
cgugccggug cccoggacgag ccggogecgce gougcoccocgge gggogugage cucgugougg 360
acggcugcgg cugcugccgs gucugcgcca agcagcuggyg cgagcugugc accgagcgcyg 420
accccugcga cccgcacaag ggocucuucu gugacuulgg Cuccccoggec aaccgcaaga 480
ucggcgugug caccgccaaa gauggugcuc ccugcaucuu cggugguacyg guguaccgca 540
goggagague cuuccagagc agcugcaagu accagugceac gugecuggac ggggeggugg 600
gougcaugce ccugugeagc auggacguuc gucugceccag cecugacuge ccocuucccga 660
ggagggucaa gocugeceggg aaaugougcg aggagugggu gugugacgag cccaaggacc 720
aaaccguggu ugggocugoc cucgcggcouu accgacugga agacacguuu ggoccagace 780
caacuaugau uagagccaac ugccuggucc agaccacaga guggagcgcec uguuccaaga 840
cougugggau gggcaucuce acccggguua ccaaugacaa cgccuccuge aggcuagaga 900
ageagageoyg cougugeauyg gucaggoecuu gegaagouga ccuggaagayg aacauuaaga 960
agggeaaaaa gugoaucogu Acucccaaia ucucdcaages uaucaaguuu gagouuucuyg 1020
gougcaccayg Ccaugaagaca uaccgagoua aduucugugg aguauguace gacggocgau 1080
gocugcacccc CCACAgaace aCCAacCcugce cgguggaguu caagugcccu gacggogagg 1140
ucaugaagaa gaacaugaug uucaucaaga ccugugccug ccauuacaac uguccoggag 1200
acaaugacau cuunugaaucg cuguacuaca ggaagaugua cggagacaug gcaugaagco 1260
agagagugaq agacauuaac uCauuagacu ggaacduugaa cugauucaca ucucauuuuu 1320
coguaaaaau gauuucagua goacaaguua UUuuAdAucuyg uuuuuduaad ugggggaaaa 1380
gauucccacd ¢aauucaaaa cauugugoca ugucdadaacaa auaguduaud aaccoccagac 1440
acugguuuga agaauguuaa gacuugacag uggaacuaca uuaguacaca gcaccagaau 1500



ES 2765573 T3

guauauuaag guguggcuul aggagcagug ggaggguacce agcagaaagg uuaguaucau 1560
cagauagcau cuuauvacgag uaauaugccu gcuauuugaa guguaauuga gaaggaaaau 1620
uuuagogugec ucacugaccu gocuguagoc ccagugacag cuaggaugug cauucuccag 1680
gcaufaagag acugagucaa guuguuccuu aagucagaad agcagacuca goucugacau 1740
ucugauucga augacacugu ucaggaaucqg gaauccugud gauuagacug gacageuugu 1800
ggraagugaa uuugecugua aCcaageCAaga uuUUUuUAdad uuuauauugu adauauugug 1860
ugugugugug uguguguaua uauauauaua uguacaguua ucuaaguuaa uuuaaaguug 1520
uuugugeocuu uuuaunuuluug uuuuuaaugec uuugauauuu caauguuage cucaauuucu 13980
gaacaccaua gguagaaugu aaagcuuguc ugaucguuca aagcaugaaa uggauacuua 2040
uauggaaauu cugcucagau agaaugacag uccgucaaada cagauuguuu geaaagggga 2100
ggcaucagug uccuuggcag gougauuucu agguaggaaa ugugguagod ucacuuuuasa 2160
ugaacaadug gccuuuauua aaaacugagu gacucuauau agougaucag uuuuuucacco 2220
uggaagcauu uguuucuacu uugauaugac uguuuuucgg acaguuuauu uguugagagu 2280
gugaccaaaa guuacauguu ugcaccuuuc uaguugaaaa uaaaguguau auuuuuucua 2340
uaaaaaaaaa aaaaaaaa 2358

<210> 20

<211> 349

<212> PRT

<213> Homo sapiens

188



<400>

20

Met Thr Ala

1

Len

Cys

Leu

Gly

65

Phe

Ala

Ala

Arg

Val

50

Glu

Cys

Lys

Len

Cys

35

Leu

Len

Asp

Asp

Ala

Cys

20

Pro

Asp

Cys

Phe

Gly

Ser

Ser

Asp

Gly

Thr

Gly

85

Ala

Met

Glu

Cys

Glu

70

Ser

Pro

Gly

Pro

Pro

Gly

55

Arg

Pro

Cys

ES 2765573 T3

Pro

Ala

Ala

40

Cys

Asp

Ala

Ile

Val

Val

25

Pro

Cys

Pro

Asn

Phe

Arg
10

Gly

Arg

Cys

90

Gly

189

Val

Gln

Cys

Val

Asp

75

Lys

Gly

Ala

Asn

Pro

Cys

60

Pro

Ile

Thr

Phe

Cys

Ala

45

Ala

His

Gly

Val

Val

Ser

30

Gly

Lys

Lys

Val

Tyr

Val

15

Gly

Val

Gln

Gly

Cys

95

Arg

Leu

Pro

Ser

Leu

Len

80

Thr

Ser



Gly

Gly

Ser

145

Cys

Pro

Thr

Cys

Asn

225

Pro

Ile

Cys

Asp

Phe

305

Lys

Glu

Glu

Ala

130

Pro

Glu

Ala

Met

Ser

210

Ala

Cys

Arg

Thr

Gly

230

Lys

Thr

Ser

<210> 21
<211> 1939

Ser

115

val

Asp

Glu

Leu

Ile

195

Lys

Ser

Glu

Thr

Ser

275

Arg

Cys

Cys

Leu

100

Phe

Gly

Cys

Trp

Ala

180

Arg

Thr

Cys

Ala

Proc

260

Met

Cys

Pro

Ala

TyT
340

Gln

Cys

Pro

Val

165

Ala

Ala

Cys

Arg

Asp

245

Lys

Lys

Cys

Asp

Cys

325

TyT

Ser

Met

Phe

150

Cys

TyTr

Asn

Gly

Leu

230

Leu

Ile

Thr

Thr

Gly

310

His

Arg

Ser

Pro

135

Pro

Asp

Arg

Cys

Met

215

Glu

Glu

Ser

Tyr

Pro

295

Glu

Tyr

Lys
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Cys

120

Leu

Arg

Glu

Leu

Leu

200

Gly

Lys

Glu

Lys

Arg

280

His

Val

Asn

Met

1lo5

Lys

Cys

Arg

Pro

Glu

185

val

Ile

Gln

Asn

Pro

265

Ala

Arg

Met

Cys

Tyr
345

Tyr

Ser

val

Lys

170

Asp

Gln

Ser

Ser

Ile

250

Ile

Lys

Thr

Lys

Pro

330

Gly

190

Gln

Met

Lys

155

AsSp

Thr

Thr

Thr

Arg

235

Lys

Lys

Phe

Thr

Lys

315

Gly

Asp

Cys

Asp

140

Leu

Gln

Phe

Thr

Arg

220

Leu

Lys

Phe

Cys

Thr

300

Asn

Asp

Met

Thr

125

val

Pro

Thr

Gly

Glu

205

vVal

Cys

Gly

Glu

Gly

285

Leu

Met

Asgn

Ala

110

Cys

Arg

Gly

val

Pro
130

Trp

Thr

Met

Lys

Leu

270

val

Pro

Met

Asp

Leu

Leu

Lys

val

175

Asp

Ser

Asn

Val

Lys

255

Ser

Cys

val

Phe

Tle
335

Asp

Pro

Cys

160

Gly

Pro

Ala

Asp

Arg

240

Cys

Gly

Thr

Glu

Ile

320

Phe



<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 21
aggaaggagg

uacuucucug

agacuucugyg

cccacccagg

ccaggaagag

gguggagoeuyg

cugcauccuc

gocuggaggcu

agagauccgu

augcagcgug

cugcaaggga

cggccacuge

augccgucag

gaaacugaag

cucacccccc

cgucgcugee

uuggcccauyg

cacugageug

cuuccugcag

gaugcuucug

ggauuucagu

coccaucuuc

cuugcucauu

gguagagagg

uccccaugac

gagcagoguc

gcugcucuicil

ucuuggecgyg

gcdaaacauuc

gguggccuga

gggcuccagg

acaggaaacu

aagucuggug

auguccuugu

uggaagccag

agagaggaag

gcagagcccoa

ccacaaaagc

uguggggaca

uucuuccgcc

cccauggaca

gouggcauge

cggcaagagyg

caaauccugc

cagcaacagu

gcaccaganc

gacaucgucu

cucagecgayg

gagacaucuc

uvauvaaccggg

gaguucucea

gcuaucagea

cugcagecaca

cgacugaugu

cacucagagc

gagaucugygd

auggcugagg

cugggagcug

ES 2765573 T3

cccocueggea

uccugcuugu

gcaccauccu

gccuggggau

ggcugggyggc

gcgcacagga

ccaggaugcce

cagececugcu

ggaaaaaggqg

aggccucggyg

gcagcgucau

ccuacaugcg

gggaggagug

aggaacaggc

Ccccagcocucag

guaacceggeqg

cccauagoeg

cugugeagga

aggaccagau

ggagguacaa

aagacuuugc

gggedaugaa

ucuucucuge

cauaugugga

ucccacggau

aaguguuugc

augugecacga

ccugguggcu

ggcaaggaga

gquccoucceo

gcucagcucc

cuucucccag

uuggacaguyg

cccugugccu

ugcaagcagc

ccacucugcu

caccagggea

gocagoooae

cuiccacuac

caagggagcy

ucgcaagugc

uguccuguca

ucaugccaca

cccggaacaa

cuccuuuucu

ggaggeeegu

gauvaguugacd

ugcccugcuyg

ccougggagu

caaagcaggyqg

ugagougeaa

agacoggooc

ageccugeau

gcuaaugaaa

acugcgucuyg

augacuguuc

gccuccuaga

uccuccoguyg

191

ucagecuuud

agcucacugg

caagggggcu

ccuugguaau

gacauuccuc

caggcccagg

ggggguacug

gagceocccuu

aaaaugougyg

aauguucuga

cdacuacaucu

caggaguguc

gaagaacaga

uccunugccco

cugggcauga

gacecggeuuc

cageoagegeu

uuugeuaaae

aagaccucug

gagaguauca

cugcaaguygg

ducaaugaug

aacgugeagqg

gocduacgueu

cuggugagece

caggacaaaa

uguccccana

aguggaacag

gcauuaaaag

cocaaauugo

cuggocaceg

ccagagacug

gaccagggcu

cugacucugc

gaggcagcayg

cagggguygog

cagaacccac

ggaacgagcou

geougoegaygygy

gccacagugg

ggcuucgcaa

uccgocugaa

ccagggcuuc

ucgagaagcu

gagquecacgec

uugeccacuu

agouacaceygg

cgaucgaggu

cocuuccucaa

aauucaucaa

ccgaguuugc

accagcocucca

ccauccacca

uccggacccu

agocucccacc

unuucuguun

acugagaagyg

agagucaaaqg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740
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gguugogagu uuuguggcoua cugageagug gagoccucge uaacacugug cugugucuga 1800
agaucaugcu gaccccacaa acggauggge cugggggcca cuuugcacag gguucuccag 1860
agccocugocod auccugocuc cacCacuuct uguuuuucced acagggeccc aagaaaaauu 1920

cuccacuguc aaaaaaaaa 1938

<210> 22

<211> 447

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 22

Met Ser Leu Trp Leu Gly Ala FPro Val Pro Asp Ile Pro Pro Asp Ser
1 5 10 15

Ala Val Glu Leu Trp Lys Pro Gly Ala Gln Asp Ala Ser Ser Gln Ala
20 25 30

Gln Gly Gly Ser Ser Cys Ile Leu Arg Glu Glu Ala Arg Met Pro His
35 40 45

Ser Ala Gly Gly Thr Ala Gly Val Gly Leu Glu Ala Ala Glu Prg Thr
50 55 60

Ala Leu Leu Thr Arg Ala Glu Pro Pro Ser Glu Pro Thr Glu Ile Arg
65 70 75 80

Pro Gln Lys Arg Lys Lys Gly Pro Ala Preo Lys Met Leu Gly Asn Glu
85 20 95

Leu Cys Ser Val Cys Gly Asp Lys Ala Ser Gly Phe His Tyr Asn Val
100 105 110

Leu Ser Cys Glu Gly Cys Lys Gly Phe Phe Arg Arg Ser Val Ile Lys
115 120 125

Gly Ala His Tyr Ile Cys His Ser Gly Gly His Cys Pro Met Asp Thr
130 135 140

Tyr Met Arg Arg Lys Cys Gln Glu Cys Arg Leu Arg Lys Cys Arg Gln
145 150 155 160

Ala Gly Met Arg Glu Glu Cys Val Leu Ser Glu Glu Gln Ile Arg Leu
165 170 175

Lys Lys2 Leu Lys Arg Gln Glu Glu Glu Gln Ala His Ala Thr Ser Leu
180 185 190

192



Pro

Glu

Asn

225

Ala

Phe

Lys=

Len

Arg

305

Tyr

Asn

Asp

Tyr
385

Leu

Lys

Pro

Gln

210

Arg

Pro

Thr

Gln

Leu

250

Tyr

Asgn

PBro

Ala

Pro

370

Val

Leu

Ser

Lys

Arg

155

Leu

Arg

Asp

Glu

Leu

275

Lys

Asn

Arg

Ile

Glu

355

Asn

Glu

Met

Ser

Leu
435

Ala

Gly

Ser

Pro

Leu

260

Pro

Thr

Pro

Glu

Phe

340

Phe

val

Ala

Phe

Val

420

Pro

Ser

Met

Phe

His

245

Ala

Gly

Ser

Gly

Asp

325

Glu

Ala

Gln

Len

Pro

405

His

Pro

Ser

Ile

Ser

230

Ser

Ile

Phe

Ala

Ser

310

Phe

Phe

Leu

Asp

His

380

Arg

Ser

Leu

Pro

Glu

215

Asp

val

Leu

Ile

235

Glu

Ala

Ser

Leu

Gln

375

Ala

Met

Glu

Leu
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Pro

200

Lys=

aArg

Glu

Ser

Gln

280

Glu

Ser

Lys

Arg

Ile

360

Leu

Tyr

Leu

Gln

Ser
440

Gln

Leu

Leu

Ala

val

265

Leu

Val

Ile

ala

Ala

345

Ala

Gln

Val

Met

val

425

Glu

Ile

Val

Arg

Arg

250

Gln

Ser

Met

Thr

Gly

330

Met

Ile

val

Ser

Lys=

410

Phe

Ile

193

Leu

Ala

Val

235

Gln

Glu

Arg

Leu

Phe

315

Len

Agn

Ser

Glu

Ile

385

Leu

ala

Trp

Pro

Ala

220

Thr

Gln

Ile

Glu

Leu

300

Leu

Gln

Glu

Ile

Arg

380

His

Val

Leu

Asp

Gln

205

Gln

Pro

Arg

val

Asp

285

Glu

Lys

val

Leu

Phe

365

Leu

His

Ser

Arg

Val
445

Leu

Gln

Trp

Phe

Asp

270

Gln

Thr

Asp

Glu

Gln

350

Ser

Gln

Pro

Leu

Leu

430

His

Ser

Gln

Pro

Ala

255

FPhe

Ile

Ser

Phe

Phe

335

Leu

Ala

His

His

Arg

415

Gln

Glu

Pro

Cys

Met

240

His

Ala

Ala

Ser

320

Ile

Asn

Asp

Thr

AsSp

400

Thr

Asp
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<210> 23

<211> 1759

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 23
aggaaggagg

uacuucucug

agacuucugg

cccacccagg

ccaggaagag

gguggagcug

cugcauccud

gcuggaggcu

agagauccgu

augcagcgug

cugcaaggga

cggccacuge

augccgucag

gaaacugaaqg

cucacccccc

cgucgeugee

gaugcuucug

ggauuucagu

cCcocaucuuc

cuugcucauu

gguagagagg

ucococcaugac

gagoagogud

gocugcucucu

ucuuggccyg

gcaaacauuc

gguugegagu

gguggceuga

gggcuccagg

acaggaaacu

aagucuggug

auguccuugu

uggaagccag

agagaggaag

gcagagccoca

ccacaaaagcoe

uguggggaca

nIcuuCcCcgoo

cacauggaca

gcuggcaugc

cggcaagagyg

caaauccugc

cagcaacagu

gagacaucuc

vavaaccggyg

gaguucucca

gouauncagca

cugcageaca

cgacugaugu

cacucagago

gagauncuggg

auggcugagd

cugggagcug

uuuguggcoua

cocouoggea

uccugcuugu

gcaccauccu

gccuggggau

ggeugggggce

gogoacagga

cocaggaugod

cagcccugcu

ggaaaaaggyg

aggceccucggyg

gcagcgucau

ccuacaugcg

gggaggaguyg

aggaacaggce

cecageucag

guaaceggeyg

ggagguacaa

aagacuuugc

gggccaugaa

ucuucucugoec

cauaugugga

ucccacggau

aaguguuugc

augugcacga

ccugguggcu

ggcaaggadga

cugagoagug

guocouccoo

goucagouce

cuncucccag

uuggacagug

cccugugacu

ugcaagoage

ccacucugcu

caccagggca

gccageecec

cuuccacuac

caagggagcyg

ucgcaagugc

uguccuguca

ucaugccaca

ceeggaacaa

cuccuuuucu

cecugggagu

caaagcagygy

ugagcugcaa

agaccggccc

agecougcau

gcuaaugaaa

acugogucug

augacuguuc

gocuccuaga

uccucccgug

gagcacucge

194

ugageouuud

agoucacugyg

caagggggcu

ccuugguaau

gacauuccuc

caggcoocagy

ggggguacug

gagcacccuu

aaaaugcugg

aauguucuga

cacuacaucu

caggaguguc

gaagaacaga

jslalatiiblefalalaln

cugggcauga

gaceggouuce

gagaguauca

cugcaagugyg

cucaaugaug

aacgugcagyg

gecuacgucu

cuggugagaoa

caggacaaaa

uguccccaua

aguggaacag

gcauuaaaaqg

uaacacugug

ccCcaaauugc

cuggccacceg

ccagagacug

gaccagggcu

cugacucugc

gaggcagcag

cagggguggyg

cagaacccac

ggaacgagcu

gcugcgagygyg

goccacagugg

ggcuucgcaa

uccgcocugaa

cocagggeouuc

ucgagaageu

gagucacggu

couuccucaa

aauucaucaa

cocgaguuuge

accagcucca

ccauccacca

uccggacaou

agcucccacc

LU CUIgIL

acugagaagg

agagucaaag

cugugucouga

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

€60

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620



agaucaugcu gaccccacaa acggauggge cugggggoca cuuugeacag gguucuccag

AgCCCUugoce aluccugcCuc CcacCaCluucoe uguuuuuccc acCagggcccc aagaaaaaun

cuccaciugque aaaaaaaaa

<210> 24
<211> 387

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400>

24

Met Ser Leu Trp

1

Ala

Gln

Ser

Ala

65

Pro

Leu

Leu

Gly

Tyr

145

Ala

Lys

Pro

Vval

Gly

Ala

50

Leu

Gln

Cys

Ser

aAla

130

Met

Gly

Lys

Pro

Glu

Gly

35

Gly

Leu

Lys

Ser

Cys

115

His

Arg

Met

Leu

Arg

Leu

20

Ser

Gly

Thr

Arg

Val

100

Glu

Tyr

Arg

Arg

Lys

180

Ala

Leu

Trp

Ser

Thr

Arg

Lys

85

Cys

Gly

Ile

Lys

Glu

165

Arg

Ser

Gly

Lys

Cys

Ala

Ala

70

Lys

Gly

Cys

Cys

Cys

150

Glu

Gln

Ser

Ala

Pro

Ile

Gly

55

Glu

Gly

Asp

Lys=

Hisg

135

Gln

Cys

Glu

Pro
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Pro

Gly

Leu

40

Val

Pro

Pro

Lys

Gly

120

Ser

Glu

Val

Glu

Pro

Val

Ala

25

Arg

Gly

Pro

Ala

Ala

105

Phe

Gly

Cys

Leu

Glu

185

Gln

Pro

10

Gln

Glu

Leu

Ser

Pro

90

Ser

Phe

Gly

Ser
170

Gln

Ile

Asp

Asp

Glu

Glu

Glu

75

Lys

Gly

Arg

His

Leu

155

Glu

Ala

Leu

195

Ile

Ala

Ala

Ala

60

Pro

Met

Phe

Arg

Cys

140

Arg

Glu

Hig

Bro

Pro

Ser

Arg

45

Ala

Thr

Leun

His

Ser

125

Pro

Lys

Gln

Ala

Gln

Pro

Ser

30

Met

Glu

Glu

Gly

Tyr

110

val

Met

Cys

Ile

Thr

1%0

Leu

Asp

15

Gln

Pro

Pro

Ile

Asn

95

Asn

Ile

Asp

Arg

Arg

175

Ser

Ser

Ser

Ala

His

Thr

Arg

80

Glu

Val

Lys

Thr

Gln

160

Leu

Leu

Pro

1680

1740

1759



Glu

Asn

225

Glu

Lys

val

Leu

Phe

305

Leu

His

Ser

Arg

Val
385

Gln

210

Arg

Thr

Asp

Glu

Gln

290

Ser

Gln

Pro

Leu

Leu

370

His

<210> 25

<211> 1748

<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400>

caggaggguce guggucouggc uguggcggag gagcauaaga agacucugeg guggageugu

ggaagccagg cgcacaggau gcaagcagcc aggcccaggg aggcagcagc ugcauccuca

1385

Leu

Arg

Ser

Phe

Phe

275

Leu

Ala

His

His

Arg

355

Gln

Glu

25
aucuuacuua gggaccugcu ggggugeggy gaaaaggoge agucucgguyg ggauugegug

Gly

Ser

Arg

Ser

260

Ile

Asn

Asp

Thr

Asp

340

Thr

Asp

Met

Phe

Arg

245

Tyr

Asn

Asp

Arg

Tyr

325

Arg

Leu

Lys

Ile

Ser

230

Tyr

Asn

Pro

Ala

Pro

310

Val

Leu

Ser

Lys

Glu

215

Asp

Asn

Arg

Ile

Glu

295

Asn

Glu

Met

Ser

Leu
375
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200

Lys

Arg

Pro

Glu

Phe

280

Phe

vVal

Ala

Phe

Val

360

Pro

Leu

Leu

Gly

Asp

265

Glu

Ala

Gln

Leu

Pro

345

His

Pro

Val

Arg

Ser

250

Phe

Phe

Leu

Asp

His

330

Arg

Ser

Leu

196

Ala

val

235

Glu

Ala

Ser

Leu

Gln

315

Ala

Met

Glu

Leu

Ala

220

Thr

Ser

Lys

Arg

Ile

300

Leu

Tyr

Leu

Gln

Ser
380

205

Gln

val

Ile

Ala

Ala

285

Ala

Gln

Val

Met

Val

365

Glu

Gln

Met

Thr

Gly

270

Met

Ile

val

Ser

Lys

350

Phe

Ile

Gln

Leu

Phe

255

Leu

Asn

Ser

Glu

Ile

335

Leu

Ala

Trp

Cys

Leu

240

Leu

Gln

Glu

Ile

Arg

320

His

Val

Leu

Asp

60

120

180



gagaggaagce

cagagcecac

cacaaaagcg

guggggacaa

ucuuccgocg

ccauggacac

cuggcaugaog

ggcaagagga

aaanccugecc

agcaacagug

caccagaucc

ccaucgucuc

ucagccggga

agacauncucyg

auaaccggga

aguucucoag

cuaucagcau

ugcagoacad

gacugauguu

acucagagca

agaucuggga

uggcugaggc

ugggagcugg

uuguggceuad

accccacaaa

uccugccucc

aaaagaaaa

caggaugcce

agcccugcuc

gaaaaaggygy

ggoccucgggc

dagcgudauc

cuacaugcgu

ggaggagugu

ggaacaggcu

ccagcucage

uaaccggoge

dcauagocgy

ugugcaggag

ggaccagauu

gagguacaac

agacuuungcc

ggccaugaau

cuucucugca

auauguggaa

cccacggaug

aguguuugca

ugugcacgaa

cugguggcug

geaaggagau

ugagcagugyg

cggangggcc

accacuuccu
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cacucugcug

accagggcag

ccagecccca

uuccacuaca

aagggagcgc

cgcaaguged

guccugucag

caugccacan

ccggaacaac

uccuuuucug

gaggeocogud

auaguugacu

gcccugeuga

ccugggaguyg

aaagcagggc

gagougcaag

gacoggeoca

gocougcauyg

cluaaugaaac

cugcgucugc

ugacuguucu

cocuccuagaa

couccogugy

agoocucgou

ugggggccac

guuuuuccca

gggguacugc

agCccCcccuuc

aaaugcuggg

auguucugag

acuacaucug

aggagugucg

aagaacagau

cCuugCcCcccc

ugggcaugau

accggouucy

agoagegouu

uugcuaaaca

agacCcucuge

agaguaucac

ugcaagugga

ucaaungauge

acgugcagga

ccuacgucud

uggugagccu

aggacaaaaa

guccccauau

guggaacaga

cauuaaaaga

aacacugugc

uuugcacagg

cagggcccca

agggauygygay

agaacccaca

gaacgagcua

cugcgagggc

coacagugge

gcuucgcaaa

ccgoocugaag

cagggcuucc

cgagaagcuc

agucacgocu

ugcccacuuc

gouacocggo

gaucgaggug

cuuccucaag

auucancaac

cgaguuuged

ccagcouccag

cauccaccau

ccggacccug

gcucccaccg

uniucuguuin

cugagaaggg

gagucaaagg

uguguougaa

guucuccaga

agaaaaanuc

cuggaggcug

gagauccguc

ugcagcgugu

ugcaagggau

ggocacugeoce

ugccgucagyg

aaacugaagc

nCaccccccc

gucgcugcce

uggceocaugyg

acugageougyg

uuccugoage

augcuucugg

gauuucagiu

cccancuucyg

uugcucauuyg

guagagaggc

coocaugace

agcagcgucc

cugcucucug

cuuggcocgga

caaacauucc

guugcgaguu

gaucaugeoug

goccugccca

nccacuguca

Met Pro His Ser Ala Gly Gly Thr ala Gly Val Gly Leu Glu Ala Ala
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240

300

360

420

480
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780

840

800

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

le80

1740

1748



Glu

Glu

Gly

Tyr

65

Val

Met

Cys

Ile

Thr

145

Leu

Gln

Trp

Phe

Asp

225

Gln

Pro

Ile

Asn

50

Asn

Ile

Asp

Arg

Arg

130

Ser

Ser

Gln

Pro

Ala

210

Phe

Ile

Thr

Arg

Glu

val

Lys

Thr

Gln

115

Leu

Leu

Pro

Cys

Met

195

His

Ala

Ala

Ala

20

Pro

Leu

Leu

Gly

Tyr

100

Ala

Lys

Pro

Glu

Asn

180

Ala

Phe

Lys

Leu

Leu

Gln

Cys

Ser

Ala

85

Met

Gly

Lys

Pro

Gln

165

Arg

Pro

Thr

Gln

Leu
245

Leu

Lys

Ser

Cys

70

His

Arg

Met

Leu

Arg

150

Leu

Arg

Asp

Glu

Leu

230

Lys

Thr

Arg

val

55

Glu

Tyr

Arg

Arg

Lys

135

Ala

Ser

Pro

Leu

215

Pro

Thr

Arg

Lys

40

Cys

Gly

Ile

Lys

Glu

120

Arg

Ser

Met

Phe

His

200

Ala

Gly

Ser
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Ala

25

Lys

Gly

Cys

Cys

Cys

105

Glu

Gln

Ser

Ile

Ser

185

Ser

Ile

Phe

Ala

10

Glu

Gly

Asp

Lys

His

90

Gln

Cys

Glu

Pro

Glu

170

Asp

Arg

val

Leu

Ile
250

Pro

Pro

Lys

Gly

75

Ser

Glu

Val

Glu

Pro

155

Lys

Arg

Glu

Ser

Gln

235

Glu

198

Pro

Ala

Ala

60

Phe

Gly

Cys

Leu

Glu

140

Gln

Leu

Leu

Ala

val

220

Leu

val

Ser

Pro

45

Ser

Phe

Arg

Ser

125

Gln

Ile

Val

Arg

Arg

205

Gln

Ser

Met

Glu
30

Lys

Arg

His

Leu

110

Glu

Ala

Leu

Ala

Val

150

Gln

Glu

Arg

Leu

15

Pro

Met

Phe

Arg

Cys

95

Arg

Glu

His

Pro

Ala

175

Thr

Gln

Ile

Glu

Leu
255

Thr

Leu

His

Ser

80

Pro

Lys

Gln

Ala

Gln

160

Gln

Pro

Arg

val

Asp

240

Glu



Thr Ser Arg

Phe Ser

275

Asp

Glu Phe

290

Ile

Gln
305

Leu Asn

Ser Ala Asp

Gln His Thr

Pro His Asp

355

Leu Arg Thr

370

Leu Gln

385

Asp

His Glu

Arg Asn

260

Tyr

Tyr Asn Arg

Asn Pro Ile

Ala Glu

310

Asp

Prg Asn

325

Arg

Tyr Val Glu

340

Arg Leu Met

Leu Ser Ser

Leu
390

Lys Lys

ES 2

Ser
265

FPro Gly

Glu Asp Phe

280

Phe
295

Glu Phe

Phe Ala Leu

Val Gln Asp

Ala His

345

Leu

Phe Pro

360

Arg

Val
375

His Ser

FPro Pre Leu

765 573 T3

Glu Ser Ile

Ala Lys Ala

Ala
300

Ser Arg

Ile
315

Leu Ala

Gln
330

Leu Gln

Ala Tyr Val

Met Leu Met

Glu Gln Val

380

Ser Glu

395

Leu

Thr Phe

270

Leu

Gly Leu Gln

285

Met Asn Glu

Ile Ser Ile

Val Glu Arg

335

Ile
350

Ser His

Lys Leu Val

365

Phe Ala Leu

Ile Trp Asp

Lys

Val

Leu

Phe

320

Leu

His

Ser

Arg

Val
400
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<400> 27
gauucuaacu

agggaagucu

ccgggugggc

gcuccagcag

accegcuggg

ggaagccagyg

gagaggaagc

cagagceccac

cacaaaageyg

nagciuaagca

uuggugageco

ggcaucacca

gaccgcuugc

uggcaccugc

cgeacaggau

caggaugoos

agcccugcuc

gaaaaagggd

augcuacugg

caucucucau

ccagguucac

ccgccaucac

aagcagecegce

gcaagcagec

cacucugcug

accagggcag

ccagccccca

agaccauagg

uaccaaggua

gccgagaagg

cguuguaaud

ccggacgcac

aggcoecagygg

gggguacugc

agcccccuuc

aaaugouggg

199

caaagccaaqg

acgaagegcea

agcuggagga

uaugcagcaa

ccacucugcg

aggcagcage

aggggugggyg

agaacccaca

gaacgagcua

quacagcuuc

gacuccgggce

gageccgeocy

acaagcugga

guggagcugu

ugcauccuca

cuggaggcug

gagauccguc

ugcagogugu

60

120

180

240

300

360

420

480

540



ES 2765573 T3

guggggacaa ggocucggge uuccacuaca auguucugayg cugegaggge ugcaagggau 600
ucuuccgooyg cagogucaud aagggagege acuacaucuyg ccacagugge ggecacugoed 660
coauggacac cuacaugegu cgcaagugcet aggagugucyg gouucgcaaa ugecgucagy 720
cuggcaugcg ggaggagugu guccugucag aagaacagau ccgocugaag aaacugaagce 780
ggcaagagga ggaacaggcu caugccacau cCcuugcccoc cagggouucc ucacccooccce 840
aaauccugcec ccagcucagc ccggaacaac ugggcaugau cgagaagcouc guocgougece 200
agcaacagug uaaccggogc uccuuuucuyg accggcuucyg agucacgecu uggeecaugy 960
caccagaucc ccauagecgg gaggoooguc agcagogouu ugcccacuud acugageugy 1020
ccaucgucuc ugugcaggag auaguugacu uugcuaaaca gouaceogge uuccugeage 1080
ucagcecggga ggaccagauu goccugcuga agaccucuge gaucgaggug augeuucugg 1140
agacaucucg gagguacaac ccugggagug agaguaucac cuuccucaag gauuucaguu 1200
auaaccggga agacuuugecc aaagcagggc ugcaagugga auucaucaac cecaucuucg 1260
aguucuccag ggocaugaau gagougcaac ucaaugaugce cgaguuugcc uugcucauug 1320
cuaucagcau cuucucugca gaccoggcococa acgugcagga ccagouccag guagagaggce 1380
ugcagcacac auvauguggaa goccougcauy ccuacgucuc Ccauccaccau cocecaugacc 1440
gacugauguu cccacggang cuaaugaaac uggugagecu ceggaccouyg ageageqguec 1500
acucagagea aguguuugca cugogueuge aggacaaaaa goucccaceyg cugcucucug 1560
agaucuggga ugugcacgaa ugacuguucu guececaudu uuucuguuuu cuuggecgga 1520
uggcocugagge cugguggoug cocuccuagaa guggaacaga cugagaaggg caaacauucc 1680
ugggagcougy gcaaggagau cCouccogugy cauuaaaaga gagucaaagg guugcegaguu 1740
nuguggcuac ugagcagugg agcccucgcu aacacugugc ugugucugaa gaucaugoug 1800
accoccacaaa ¢ggaugggec ugggggecac uuugeacagyg guucuccaga goeocugecca 1860
uccugccucd accacuuccu guuuuuctda Cagggeccea agaaaaauuc uccacuguca 1920
aaaaaaaa 1928
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Met Gln Gln Thr Ser Trp Asn Pro Leu Gly Gly Thr Cys Lys Gln Pro
1 5 10 15

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

200



Asp

Glu

Glu

65

Glu

Lys

Gly

Arg

His

145

Leu

Glu

Ala

Leu

Ala

225

Val

Gln

Glu

Ala

Ala

50

Ala

Pro

Met

Phe

Arg

130

Cys

Arg

Glu

His

Pro

210

Ala

Thr

Gln

Ile

Ser

35

Arg

Ala

Thr

Leu

His

115

Sar

Pro

Lys

Gln

Ala

195

Gln

Gln

Pro

Arg

Val

Ser

Met

Glu

Glu

Gly

100

Tyr

Val

Met

Cys

Ile

180

Thr

Leu

Gln

Trp

Phe

260

Asp

Gln

Pro

Pro

Ile

85

Asn

Asn

Ile

Asp

Arg

165

Arg

Ser

Ser

Gln

Pro

245

Ala

Phe

Ala

His

Thr

70

Arg

Glu

Val

Lys

Thr

150

Gln

Leu

Leu

Pro

Cys

230

Met

His

Ala

Gln

Ser

55

Ala

Pro

Leu

Leu

Gly

135

Tyr

Ala

Lys

Pro

Glu

215

Asn

Ala

Phe

Lys
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Gly

40

Ala

Leu

Gln

Cys

Ser

120

Ala

Met

Gly

Lys

Pro

200

Gln

Arg

Pro

Thr

Gln

Gly

Gly

Leu

Lys

Ser

105

Cys

His

Arg

Met

Leu

185

aArg

Leu

Arg

Asp

Glu

265

Leu

Ser

Gly

Thr

Arg

920

val

Glu

Tyr

Arg

Arg

170

Lys

Ala

Gly

Ser

Pro

250

Leu

Pro

201

Ser

Thr

Arg

75

Lys

Cys

Gly

Ile

Lys

155

Glu

Arg

Ser

Met

Phe

235

His

Ala

Gly

Cys

Ala

60

Ala

Lys

Gly

Cys

Cys

140

Cys

Glu

Gln

Ser

Ile

220

Ser

Ser

Ile

Phe

Ile

45

Gly

Glu

Gly

Asp

Lys

125

Hisg

Gln

Cys

Glu

Pro

205

Glu

Asp

Arg

Val

Leu

Len

val

Pro

Pro

Lys

110

Gly

Ser

Glu

Val

Glu

130

Pro

Lys

Arg

Glu

Ser

270

Gln

Arg

Gly

Pro

Ala

95

Ala

Phe

Gly

Cys

Leu

175

Glu

Gln

Leu

Leu

Ala

255

Val

Leu

Glu

Leu

Ser

80

Pro

Ser

Phe

Gly

Arg

160

Ser

Gln

Ile

Val

Arg

240

Arg

Gln

Ser



275

Glu
280

Asp

Leu Leu Glu

305

Phe Leu Lys=

Leu Gln Val

Glu Leu

355

Asn

Ile
370

Ser Phe

Glu
385

Arg Leu

Ile His His

Leu Val Ser

Ala Leu Arg

435

Trp Asp Val

450

Gln Ile

Thr Ser

Ala

Arg
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280

Leu Leu

295

Arg Tyr

310

Phe
325

Asp

Glu Phe

340

Gln Leu

Ala

Ser

Gln His

Ser

Ile

Asn

Asp

Thr

Tyr Asn

Asn Pro

Lys

Asn

Arg

Ile

Thr Ser

Pro Gly

31s

Glu
330

Asp

Phe Glu

345

Ala
360

Asp

Arg Pro

375

Tyr Val

350

His
405

Pro

Leu
420

Arg
Gln

Len

His Glu

Asp

Thr

Asp

Arg Leu

Leu Ser

Glu

Asn

Glu

Met

Ser

Phe Ala

Val Gln

Ala Leu

385

Phe
410

Pro

Val His

425

Lys Lys

440

Len

Pro Pro

285

Ala
300

Ile Glu

Ser Glu Ser

Phe Ala Lys

Phe Ser Arg

350

Leu Ile

365

Leu

Asp Gln Leu

380

His Ala Tyr

Arg Met Leu

Glu Gln

430

Ser

Leu Ser

445

Len

Val Met

Ile Thr

320

Ala
335

Gly

Ala Met

Ala Ile

Gln vVal

Val Ser

400

Met
415

Lys
val

Phe

Glu Ile

<210> 29

<211> 2093

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 29
ucgucaaguu

gaaguggcga

ggaggacgaa

gaggooguce

gaggggcggyg

ucacgcouceg

aguuacuuuil

gaaaagcaga

acgagacccc

accuggagag

ccocucuucc

gaggguauuu

gcaagggaac

cgcgocgeage

aggcugcucce

ggacgugacy

gaguagcgge

ccagggcaac

caugagcccc

gugaccecac

202

caagggcggyg

ggugugucag

aggaguaguu

gecococcgeu

cauguccucu

guugccoggaa

gggcuaaaga

cacuccgcga

guugcuugga

couaccacga

60

120

180

240

300



gUUeCCUgIA

cCacocCcacugu

caggoacuga

aggaadcaga

geogugueug

geaagggoun

guggoggaac

goaagugocaa

agaagaagau

ggocgoaggy

caggoagoca

ugauccagoa

cCaaagucac

gouuugocca

agoaagugec

ccacuaucga

ucaccuucuua

uggaguucau

ACgCougagua

aggagooggy

cgogoaucaz

goougogoac

agaagougeoao

cCagocoocaca

couagggugyg

uaagooocag

gaaaggguug

cCCucaagocc

cocuagocog

acagaaacag

=210=
<211=>

30
461

uadSCCCoug

aaaggaggag

ugaggoccago

gogoaagoga

uggggacaag

cuneeggoge

cugccagaug

ggaggcaggg

uoggasacaa

cagoagoago

gggcuccggy

guugguggeg

gocacuggoco

CULCACTYAg

ugguuuecug

gancangoug

gaaggacuuc

caagccccanc

ogoccugoua

cogeguggag

gaggcogeoag

gougagoucu

goouougoug

goouugecug

aaggggcecou

uccaggucca

cAagguocoga

agoacgcagu

ggAgacoagg

Jaadauazsad
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couggaaaug

gguccggage

ucagoougoa

aagaagggod

gocucoggou

aguguggues

gacgouuuca

augagggagc

cagoagoagg

uCAagoououg

gaaggegagg

goccaacugo

cugggogoag

cuggooauca

cagougggoc

cuagagacag

accuacagoa

uuCgaguUoU

AucCgocauca

gegquugoage

gaccagougo

gugoacuogg

uCggagauou

aAcCCAcocucsc

gggcegagoe

ggaggouocc

coacugacog

JoaCCUlngaa

gecuueouo

uauJaaunaca

goooooSuca

CUugUooCoy

gocacagacug

cagoooocgaa

UCCatuacasa

qugguggggc

ugcggogeaa

agugoguoccu

Agucacaguo

ggecuggggs

gquguecagen

agugoaacaa

acccocaguc

UCUCagqucca

gggaggacea

coaggogoua

aggacgacuun

cgogggocau

acaucuucuc

agoocuacgu

gounccogog

agcaggucuu

JUgacguoca

agoagauaga

uguagaccua

ucoccugocca

Uuoooggoug

cagagggagy

uecusugeun

auccagocog

203

gecuggegee

ggguccggac

ggucaucocoa

gauvgougggao

cgugoucagao

caggegeuan

gugccageag

uugougaagaa

acaguogoag

uucoccuggu

aacageggon

aggouccuuc

cogagaugoo

ggagaucgug

gancgeecua

caaccacgag

cocaccgugoa

Feggcggcuy

ggccgacegy

ggaggegeoug

caugcucaug

cgocuugegg

cgagugaggy

agoaggeaca

ucggcucuca

gogagucuuc

cocuCocuca

ggaggaccoa

uuduuuasaua

gagouggagu

cSuucuucuu

cougauguoc

gauccogaag

cacgagouuu

ugegaaggou

gecugeegyyg

ugceggouge

cagaunoogga

uCacCuguUgg

ggaucugagg

caagaacuaa

uccgaccagao

cgccagoaac

gAcuuogoua

cugaaggoan

acagagqugua

ggccugoagg

ggccuggacy

CoCaaCgUgS

Suguccuaca

aagougguga

cuccaggaca

gouggocace

couuccucuu

ucccuuggga

cagaaggggu

ccagouuaca

uggououcos

Adaacuaaaa

gca

360

420

480

540
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1260
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1380

1440
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1560
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18040
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Met Ser Ser

1

Gly

Glu

Thr

Pro

65

Met

Phe

Arg

Gly

Arg

145

Ser

Glu

Ser

Ser

Glu
225

Pro

Gly

Asp

Glu

Leu

His

Ser

Thr

130

Leu

Glu

Ser

Ser

Gln

210

Leu

Pro

Pro

35

Glu

Glu

Gly

Tyr

Val

115

Cys

Arg

Glu

Gln

Ala

195

Gly

Met

Pro

Gln

20

Glu

Ala

Glu

His

Asn

100

Val

Gln

Lys

Gln

Ser

180

Ser

Ser

Ile

Thr

Pro

Pro

Ser

Pro

Glu

85

Val

Arg

Met

Cys

Ile

lé5

GCln

Gly

Gly

Gln

Thr

Gly

Trp

Ser

Glu

70

Leu

Leu

Gly

Aszp

Lys

150

Arg

Ser

Pro

Glu

Gln
230

Ser

Ala

Pro

Ala

55

Arg

Cys

Ser

Gly

Ala

135

Glu

Lys

Gln

Gly

Gly

215

Leu
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Ser

Pro

Gly

40

Cys

Lys

Arg

Cys

Ala

120

Phe

Ala

Lys

Ser

Ala

200

Glu

Val

Leu

Ser

25

Gly

Ser

Arg

val

Glu

105

Arg

Met

Gly

Lys

Pro

185

Ser

Gly

Ala

Asp

10

Ser

Pro

Thr

Lys

Cys

20

Gly

Arg

Arg

Met

Ile

170

val

Pro

val

Ala

204

Thr

Ser

Asp

Asp

Lys

75

Gly

Cys

Tyr

Arg

Arg

155

Arg

Gly

Gly

Gln

Gln
235

Pro

Pro

Pro

Trp

Gly

Asp

Lys

Ala

Lys

140

Glu

Lys

Pro

Gly

Leu

220

Leu

Leu

Thr

Asp

45

Val

Pro

Lys

Gly

Cys

125

Cys

Gln

Gln

Gln

Ser

205

Thr

Gln

Pro

Val

30

Val

Ile

Ala

Ala

Phe

110

Arg

Gln

Cys

Gln

Gly

190

Glu

Ala

Cys

Gly

15

Lys

Pro

Pro

Pro

Ser

95

Phe

Gly

Gln

Val

Gln

175

Ser

Ala

Ala

Asn

Agn

Glu

Gly

Asp

Lys

80

Gly

Arg

Gly

Cys

Leu

150

Gln

Ser

Gly

Gln

Lys
240



Arg

Asp

Glu

Val

Lys

305

Asn

Lys

Ile

Glu

Asn

385

Glu

Arg

Ser

Leu

Ser

Pro

Leu

Pro

290

Ala

His

Asp

Phe

Tyr

370

Val

Ala

Phe

Val

Pro
450

<210> 31

<211> 1802
<212> ARN
<213> Homo sapiens

Phe

Gln

Ala

275

Gly

Ser

Glu

Asp

Glu

355

Ala

Gln

Leu

Pro

His

435

Pro

Ser

Ser

260

Ile

Phe

Thr

Thr

Phe

340

Phe

Leu

Glu

Leu

Arg

420

Ser

Leu

Asp

245

Arg

Ile

Leu

Ile

Glu

325

His

Ser

Leu

Pro

Ser

405

Met

Glu

Leu

Gln

Asp

Ser

Gln

Glu

310

Cys

Arg

Arg

Ile

Gly

390

Tyr

Leu

Gln

Ser

Pro

Ala

val

Leu

295

Ile

Ile

Ala

Ala

Ala

375

Arg

Thr

Met

Val

Glu
455

ES 2765573 T3

Lys

Arg

Gln

280

Gly

Met

Thr

Gly

Met

360

Ile

Val

Arg

Lys

Phe

440

Ile

val

Gln

265

Glu

Arg

Leu

Phe

Leu

345

Arg

Asn

Glu

Ile

Leu

425

Ala

Trp

Thr

250

Gln

Ile

Glu

Leu

Leu

330

Gln

Arg

Ile

Ala

Lys

410

val

Leu

Asp

205

Pro

Arg

val

Asp

Glu

315

Lys

val

Leu

Phe

Leu

395

Arg

Ser

Arg

vVal

Trp

Phe

Asp

Gln

300

Thr

Asp

Glu

Gly

Ser

380

Gln

Pro

Leu

Leu

His
460

Pro

Ala

Phe

285

Ile

Ala

Phe

Phe

Leu

365

Ala

Gln

Gln

Gln
445

Glu

Leu

His

270

Ala

Ala

Arg

Thr

Ile

350

Asp

Asp

Pro

Asp

Thr

430

Asp

Gly

255

Phe

Lys

Leu

Arg

Tyr

335

Asn

Asp

Tyr

Gln

415

Len

Lys

Ala

Thr

Gln

Leu

Tyr

320

Ser

Pro

Ala

Pro

Val

400

Len

Ser

Lys



<400> 31
ucgucaaguu

gaaguggcga

Jggaggacgaa

gaggccgucc

gaggyggegygy

guucccugga

cacccacugu

caggoacuga

agauccggaa

caccuguggg

gaucugaggc

aagaacuaau

cogaccagec

gecagcaacy

acuucgcuaa

ugaaggcauc

cagaguguau

gccugcaggu

gccuggacga

ccaacgugea

uguccuacac

agcuggugag

uccaggacaa

cuggccacca

cuuccucuudc

coccuugggau

agaaggggug

cagcuuacac

ggcucucece

dadacuaaaaa

ca

ucacgcouceg

aguuacuuuu

gaaaagcaga

acgagacccc

accuggagag

uaccccccug

aaaggaggag

ugaggccagce

gaagaagauu

goccgcagggce

aggcagccag

gauccagcag

caaagucacyg

cuuugoocac

goaagugocu

cacuaucgag

caccuucuug

ggaguucauc

cgcugaguac

ggagccggge

gogoaucaag

ccugegeacyg

gaagcugccg

agccccacag

cuagggugga

aagceccocagu

aaaggguugd

cucaagccca

ccuagccecgg

cagaaacagg

ES 2765573 T3

ccocucuucc

gaggguauuu

gcaagggaac

cgcgcgcage

aggcugcucc

ccuggaaaug

gguccggage

ucagccugea

cggaaacaac

agcagcagcu

ggcuccyggyyg

uuggugygcygyg

cocuggoeoe

uucacggage

gguuuccuge

aucaungcugc

aaggacuuca

aaccccaucu

gcccugcouca

cgcguggagyg

aggococgocagyg

cugagcucug

ccucugcugu

ccuugoccuga

aggggccoccug

ccagguccag

agguccogac

gcacgcagug

gagaccagygg

daddaaunaaaaul

ggacgugacg

gaguagegge

cocagggcoaac

caugagcccc

gugaccccac

goccccccuca

eguggcccgyg

goacagacug

agcagcagga

cagccucugg

aaggcgaggy

cccaacugca

ugggcgcaga

uggccaucau

agougggoog

uagagacagc

ccuacagcaa

ucgaguucuc

ucgocaucaa

cguugcagea

accagougag

ugcacucgga

cggagaucug

ccacccucca

ggcogagccu

gaggcucceu

cacugacccu

caccuungaac

ccuunccucuil

angaaunacaa

206

caagggcggyg

ggugugucag

aggaguaguu

gcoccccgou

cauguocucu

gccuggcgee

ggguccggac

gggcguccuu

gucacaguca

gocuggggcu

uguccagcua

gugcaacaaa

ccooccaguoc

cucaguccag

ggaggaccag

caggcgcuac

ggacgacuuc

gogggecang

caucuucucg

gcccuacgug

cuucooegege

gcaggucuuc

ggacguccac

gcagauagac

guagaccuau

cccugococag

ucocggouge

agagggagygyg

ccucugculiu

uccagecegg

guugccoggaa

gggcuaaaga

cacuccgega

guugcuugga

ccuaccacga

ccuuncuucull

cougauguecd

ucugaagaac

cagucgcagu

uccccuggug

acagcggecuc

cgcuccuuc

cgagaugcec

gagaucgugg

aucgcooucc

aaccacgaga

caccgugcag

cggeggeugy

gocgacogge

gaggcgcuge

augoucauga

gccuugegge

gagugagyggyg

gccggcaccc

cggcoucucau

cgagucuucc

couccoucco

gaggacccau

uauuuaauaa

agcuggagqug

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1802



<210> 32
<211> 364
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400>

32

Met Ser Ser

1

Gly

Glu

Thr

Glu

65

Ser

Ser

Gln

Len

Ser

145

Pro

Len

Pro

Ala

Pro

Gly

Asp

Glu

Gln

Ala

Gly

Met

130

Phe

Gln

Ala

Gly

Ser
210

Pro

Pro

35

Glu

Gln

Ser

Ser

Ser

115

Ile

Ser

Ser

Ile

Phe

195

Thr

Pro

Gln

20

Glu

Ala

Ile

Gln

Gly

100

Gly

Gln

Asp

Ile
180

Leu

Ile

Thr

Pro

Pro

Ser

Ser

85

Pro

Glu

Gln

Gln

Asp

165

Ser

Gln

Glu

ES 2765573 T3

Thr

Gly

Trp

Ser

Lys

70

Gln

Gly

Gly

Leu

Pro

150

Ala

Val

Leu

Ile

Ser

Ala

Pro

Ala

55

Lys

Ser

Ala

Glu

Val

135

Lys

Arg

Gln

Gly

Met
215

Ser

Pro

Gly

40

Cys

Lys

Pro

Ser

Gly

120

Ala

Val

Gln

Glu

Arg

200

Leu

207

Leu

Ser

25

Gly

Ser

Tle

Val

Pro

105

Val

Ala

Thr

Gln

Tle

185

Glu

Leu

Asp

Ser

Pro

Thr

Arg

Gly

20

Gly

Gln

Gln

Pro

Arg

170

Val

Asp

Glu

Thr

Ser

Asp

Asp

Lys

15

Pro

Gly

Leu

Leu

Trp

155

Phe

Asp

Gln

Thr

Pro

Pro

Pro

Trp

60

Gln

Gln

Ser

Thr

Gln

1490

Pro

Ala

Phe

Ile

Ala
229

Leu

Thr

Asp

45

Gly

Gln

Gly

Glu

Ala

125

Cys

Leu

His

Ala

Ala

205

Arg

Pro

Val

30

Val

val

Gln

Ser

Ala

110

Ala

Asn

Gly

Phe

Lys

150

Leu

Arg

Gly

Lys

Pro

Leu

Gln

Ser

95

Gly

Gln

Lys

Ala

Thr

175

Gln

Leu

Tyr

Asn

Glu

Gly

Ser

Glu

80

Ser

Ser

Glu

Arg

Asp

160

Glu

Val

Lys

Asn



ES 2765573 T3

His Glu Thr Glu Cys Ile Thr Phe Leu Lys Asp Phe Thr Tyr Ser Lys
225 230 235 240

Asp Asp Phe His Arg Ala Gly Leu Gln Val Glu Phe Ile Asn Pro Ile
245 250 255

Phe Glu Phe Ser Arg Ala Met Arg Arg Leu Gly Leu Asp Asp Ala Glu
260 265 270

Tyr Ala Leu Leu Ile Ala Ile Asn Ile Phe Ser Ala Asp Arg Pro Asn
275 280 285

Val Gln Glu Pro Gly Arg Val Glu Ala Leu Gln Gln Pro Tyr Val Glu
290 295 300

Ala Leu Leu Ser Tyr Thr Arg Ile Lys Arg Pro Gln Asp Gln Leu Arg
305 310 315 320

Phe Pro Arg Met Leu Met Lys Leu Val Ser Leu Arg Thr Leu Ser Ser
325 330 335

Val His Ser Glu Gln Val Phe Ala Leu Arg Leu Gln Asp Lys Lys Leu
340 345 350

Pro Pro Leu Leu Ser Glu Ile Trp Asp Val His Glu
355 360

<210> 33

<211> 71

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 33
gcocaacccag uguucagacu accuguucdag gaggcucuca auguguacag uagucugcac 60

auugguuagyg < 71

<210> 34
<211>110

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 34
aggaagcuuc uggagauccu gouccgucge cccaguguul agacuaccug uucaggacaa 60

ugccguugua caguagucug CcAacAauugguu agacugggcea agggagagea 110

<210> 35

<211> 80

<212> ARN

<213> Homo sapiens

208
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<400> 35
cgggaaugec goggegggga cggegauugg uccguaugug uggugocace ggeogoogge

uccgoooogyg cocoogeced

<210> 36
<211>110

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 36
uuggauguug gccuaguucu guguggaaga cuagugauuu uguuguuuuu agauaacuaa

aducgacaaca aaucacaguc ugccauvauygd cacaggocal gocucuacag

<210> 37
<211>110

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 37
cuggauacag aguggaccgg cuggccccau cuggaagacu agugauuuug uuguugucuu

acugegcouca acaacaaaud CCagucuact uaauggugoc agecaucgea

<210> 38
<211>110

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 38
agauuagagu ggcugugguc uagugcugug uggaagacua gugauuuugu uguucugaug

uacuacgaca acaagucaca gecggecucda uagegoagac ucccuucgac

<210> 39

<211> 71

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 39
gatccgacag tageccetgcac attagtecact teoctgtecagt aaccaatgtg cagactactg

ttttttgaat t

<210> 40

<211>73

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 40
gatccgeocca ghgectcagac tacccgtgee ttectgtcag gaacaggtag tetgaacact

gggtttttga att

<210> 41
<211> 69
<212> ADN

209

60

80

60

110

60

110

60

110

60

71

60

73
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<213> Homo sapiens

<400> 41
gatcogogge gggaacggeg atcggecett ceotgteagga cecaategecg tcoccegecogt

ttttgaatt

<210> 42

<211>73

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 42
gatccgtgga agattagtga gtttattate ttectgbtcag acaacaaaat cactaghtcett

ccatttttga att

<210> 43

<211> 14

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 43

Thr Gln Gln Ile Arg Leu Gln Ala Glu Ile Phe Gln Ala Arg
1 5 10

<210> 44

<211> 14

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 44

Ala Gln Gln Ile Arg Leu Gln Ala Glu Ala Phe Gln Ala Arg
1 5 10

<210> 45
<211> 14
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 45

Thr Ala 3ln Ile Arg Leu Gln Ala Glu Ile Phe Gln Ala Arg
1 5 10

<210> 46
<211> 14
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 46

Thr Gln Ala Ile Arg Leu Gln Ala Glu Ile Phe Gln Ala Arg
1 5 10

210

60

69

60

73
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<210> 47
<211> 14
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 47

Thr Gln Gln Ala Arg Leu Gln Ala Glu Ile Phe Gln Ala Arg
1 5 10

<210> 48
<211> 14
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 48

Thr Gln Gln Ile Ala Leu Gln Ala Glu Ile Phe Gln Ala Arg
1 5 10

<210> 49
<211> 15
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 49

Gln Thr Gln Gln Ile Arg Leu Gln Ala Glu Ile Phe Gln Ala Arg
1 5 10 15

<210> 50
<211> 13
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 50

Gln Gln Ile Arg Leu Gln Ala Glu Ile Phe Gln Ala Arg
1 5 10

<210> 51
<211> 57
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223>shaPOE Sintético

211



ES 2765573 T3

<400> 51
cogggaagga gttgaaggece tacaactecga gttgtaggee ttcaacteet tettttt

<210> 52
<211> 57
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> shAPOE Sintético

<400> 52
cegggcagac actgtetgag caggtetega gacctgetea gacagtgtet gettttt

<210> 53
<211> 57
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> shADNJA Sintético

<400> 53
cegggegaga agtttaaact catatctega gatatgagtt taaacttete gettttt

<210> 54
<211> 57
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> shADNJA4 Sintético

<400> 54
ceggectega cagaaagtga ggattetega gaatcecctecac tttetgtega ggttttt

<210> 55
<211> 30
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador directo ApoE Sintético

<400> 55
tcatgaggat ccatgaaggt tctgtggget

<210> 56
<211> 29
<212>ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador inverso ApoE sintético

<400> 56
tagcagaatt ctcagtgatt gtcgctggg

212

57

57

57

57

30

293
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<210> 57
<211> 31
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador directo ApoE sintético

<400> 57
atccctggat ccatgtggga aagectgace ¢

<210> 58
<211> 31
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador inverso ADNJA4 sintético

<400> 58
taccatgteg actecatgecg teotggeactg c

<210> 59
<211> 19
<212> ARN
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia diana LRP1 sintética

<400> 5%
cgaggacgau gacugcuua

<210> 60
<211>19
<212> ARN
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia diana LRP1 sintética

<400> 60
gcuaugaguu uaagaaguu

<210> 61
<211>19
<212> ARN
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia diana LRP8 sintética

<400> 61
cgaggacgau gacugcuua

<210> 62
<211>19
<212> ARN
<213> Artificial

213

31

31

19

19

19
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<220>
<223> Secuencia diana LRP8 sintética

<400> 62
gaacuauuca cgocucauc

<210> 63

<211> 20

<212> ADN

<213> Attificial

<220>

<223> Cebador directo ApoE sintético

<400> 63
tgggtegett ttgggattac

<210> 64
<211> 21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador inverso ApoE sintético

<400> &4
ttcaactcct tcatggtctec g

<210> 65
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador directo ADNJA4 sintético

<400> 65
ccagettete ttcacccatg

<210> 66
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador inverso ADNJA4 sintético

<400> €6
gccaatttet tegtgactcee

<210> 67
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador directo GAPDH sintético

214

19

20

21

20

20
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<400> 67
agccacatcg ctcagacac

<210> 68
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador sintético GAPDH sintético

<400> 68
gcccaatacg accaaatcc

<210> 69
<211>21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador directo LRP1 sintético

<400> &9
tttaacageca ccgagtacca g

<210>70
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador inverso LRP1 sintético

<400> 70
caggcagatg tcagagcag

<210> 71
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador directo LRP8 sintético

<400> 71
gectaccotgg ctacgagatg

<210> 72
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador inverso LRP8 sintético

<400> 72
gattagggat gggetettge

215

13

19

21

19

20

20
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<210> 73
<211>8
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia de semilla miARN sintética

<400> 73
caguaguc

<210> 74
<211>8
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia de semilla miARN sintética

<400> 74
ccaguguu

<210> 75
<211>8
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia de semilla miARN sintética

<400> 75
ggcgggga

<210> 76
<211> 31
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador sintético

<400> 7é
agtacctcga ggggatcett gagtectact c

<210> 77
<211> 34
<212>ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador sintético

<400> 77
taattgegge cgetcagaca gtgtetgeac ceag

<210>78
<211> 31
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
216

31

34
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<223> Cebador sintético

<400> 78
taatatcteg agatgtggga aagcctgace ¢

<210> 79
<211> 32
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador sintético

<400> 79
caattgegge cgetcatgec gtetggeoact go

<210> 80
<211> 30
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador sintético

<400> 80
ttagcctega gacgecgaag cctgcocagcca

<210> 81
<211> 35
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador sintético

<400> 81
ttactgegge cgectgeogtga aacttggtga atcett

<210> 82
<211> 30
<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Cebador sintético

<400> B2
taatatecteg agegtggtge ggggcagegt

<210> 83
<211> 35
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador sintético

217

31

32

30

35

30
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<400> 83
caattgegge cgettatcte tcataccage tcaat

<210> 84
<211> 43
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador sintético

<400> 84
gcecagogetg ggaactggeca actggtoget tttgggatta cct

<210> 85
<211> 43
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador sintético

<400> 85
cagcgggaga ccctgtccce ataccageoeg tectcctggg gtg

<210> 86
<211> 43
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador sintético

<400> B6
teccegecee ageegtecte acagggtgga ccoctagttta ata

<210> 87
<211> 43
<212> ADN
<213> Artificial

<400> 87
gggatcggtyg gagaagtgec tattgtgcaa ggggcggggg atg

<210> 88
<211> 43
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador sintético

<400> B8
gtagggggcg gggaacgtgt tatccgtgaa gaggtggcta ggg

<210> 89
<211> 43
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<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador sintético

<400> B89
cagggccaac ttagttecta acattetgtg cceocttcagtg gat

<210> 90
<211> 43
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador sintético

<400> 90
acagtttgta tggactacta tcttaaatta tagettgttt gga

<210> 91
<211> 43
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador sintético

<400> 91
taattattge taaagaacta tgttttagtt ggtaatggtg taa

<210> 92
<211> 45
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador sintético

<400> 92
cagetgcacyg gaccaggtte cataaaaaca ttgeccageta gtgag

<210> 93
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador sintético

<400> 93
tgagtatttt tgtggcaact ge

<210> 94
<211> 18
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
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<223> Cebador sintético

<400> 94
cteotgetggg aaagegge

<210> 95
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador sintético

<400> 85
caagcactct gcgaactgag

<210> 96
<211> 21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador sintético

<400> 96
aagtttttga aggcaagatg c

<210> 97
<211> 23
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador sintético

<400> 97
gecggtctgge agtaaaaact atce

<210> 98
<211> 23
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador sintético

<400> 98
gtgaaacagc attgctgtca ctt

<210> 99
<211> 24
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador sintético

<400> 99
ctaggccaca gaattgaaag atct
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<210>100
<211> 25
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador sintético

<400> 100

gtaggtggaa attctagcat catcc

<210> 101
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador sintético

<400> 101

goctageoga gggagagecy

<210> 102
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador sintético

<400> 102

tgtgacttgy gagectectgea go

<210> 103
<211> 18
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador sintético

<400> 103
geegocoega ctgeatet

<210> 104
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador sintético

<400> 104

tcagtggagg gaaggaaatqg

<210> 105
<211> 20
<212> ADN

ES 2765573 T3
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<213> Artificial
<220>
<223> Cebador sintético

<400> 105
ttectgeceocet ggacacttac

<210> 106
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador sintético

<400> 106

ttgtgccecag tcatagecga at

<210> 107
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador sintético

<400> 107
ccttttetee ctgacaceg

<210> 108
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador sintético

<400> 108
gcatccatet ggcaggttce

<210> 109
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador sintético

<400> 108
aggtgagatg acaggagatc

<210> 110
<211> 57
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintético
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<400> 110
ccggceccgact gatgttccoca cggatctega gatcegtggg aacatcagte ggttttt

<210> 111
<211> 57
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 111
ccgggcaact caatgatgec gagttectega gaactcoggeca tcattgagtt gottttte

<210> 112
<211> 57
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 112
ccggagagtg tatcaccette ttgaactega gttcaagaag gtgatacact ctttttt

<210> 113
<211> 57
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 113
cogggaagge atccactate gagatcetega gatctcegata gtggatgect tettttt

<210> 114
<211> 57
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 114
cogggcagac actgtetgag caggtctega gacctgectca gacagtgtet gettttt

<210> 115
<211> 57
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintético

223

57

37

57

57

57



<400> 115

ccgggcaact caatgatgect gagttctcga gaactcagca tcattgagtt geottttt

<210> 116
<211> 58
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintético

<400Q0> 116

cecggtgagat catgttgeota gaaacctega ggtttctage aacatgatet catttttg

<210> 117
<211> 57
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 117

ccgggaggac actatgacgg aagtactcga gtacttccgt catagtgtce tettttt

<210> 118
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador sintético

<400> 118
tgggtcgectt ttgggattac

<210> 119
<211> 21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador sintético

<400> 119
ttcaactecct tcatggtcte g

<210> 120
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador sintético
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<400> 120
agccacatcg ctcagacac

<210> 121
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador sintético

<400> 121
gcccaatacg accaaatcc

<210> 122
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador sintético

<400> 122
gttataaccg ggaagacttt ge

<210> 123
<211> 21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador sintético

<400> 123
aaacteggea tcattgagtt g

<210> 124
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador sintético

<400> 124
tttgagggta tttgagtagc gg

<210> 125
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador sintético

<400> 125
ctetegegga gtgaactac
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<210> 126
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador sintético

<400> 126
gacccetggag gctaaggact

<210> 127
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador sintético

<400> 127
agagccettceca tettegeaat

<210> 128
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador sintético

<400> 128
gcacagtcaa ggccgagaat

<210> 129
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador sintético

<400> 1239
goetteteca tggtggtgaa

<210> 130
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador sintético

<400> 130
goegetcaget cttgteact

<210> 131
<211> 20
<212> ADN
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<213> Artificial

<220>
<223> Cebador sintético

<400> 131

ctccageccac aaggacatct

<210> 132
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador sintético

«<400> 132

gctetgeecta categtggte

<210> 133
<211> 18
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador sintético

<400> 133
ctcatggece agecatett

<210> 134
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador sintético

<400> 134
atggagcagg gaagaccac

<210> 135
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador sintético

<400> 135
gtaggccgtg ccagaagtt

<210> 136
<211> 34
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador sintético
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«<400> 136
tcatagetag cgeagageca ggattcacge cetg

<210> 137
<211> 35
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador sintético

<400> 137
tggtecetega ggaacctteca tettectgee tgtga

<210> 138
<211> 30
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador sintético

<400> 138
tagttacgcg tagtagccce catctttgec

<210> 139
<211> 29
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador sintético

<400> 139
aatcagctag cccctcaget gcaaagcete

<210> 140
<211> 29
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador sintético

<400> 140
tagttacgeg tagtagceecce ctetttgee

<210> 141
<211> 31
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Cebador sintético

<400> 141
aatcagetag cccttecaget geaaagetet g
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REIVINDICACIONES

1. Un agonista de LXR, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, para uso en el tratamiento de un cancer
metastasico en un sujeto que lo necesita mediante el incremento del nivel de expresion o el nivel de actividad de ApoE,
en donde el cancer metastasico es resistente a un antiproliferativo de la Tabla 2 y el agonista de LXR es:

SENN

f C'

farmacéuticamente aceptable del mismo.

, o una sal

2. El agonista de LXRp para uso segun la reivindicacion 1, en donde el cancer metastasico es melanoma, cancer de
mama, cancer de células renales, cancer de pulmoén de células no pequefias, cancer de colon, o cancer de ovario.

3. El agonista de LXR[ para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, en donde el cancer es melanoma.

4. El agonista de LXR[ para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde el cancer es cancer de
mama.

5. El agonista de LXRp para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde el cancer es cancer de
pulmoén de células no pequefias.

6. El agonista de LXR para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde el cancer es cancer de
células renales.

7. El agonista de LXR[ para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde el cancer metastasico
es resistente a vemurafenib, dacarbazina, un inhibidor de BRAF, un inhibidor de CTLA4, un inhibidor de PD1, un
inhibidor de MEK, y/o un inhibidor de PDL1.

8. El agonista de LXRp para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en donde el tratamiento
comprende administrar un antiproliferativo de la Tabla 2, en donde el agonista de LXR} y el antiproliferativo de la Tabla
2 se administran en una cantidad que, conjuntamente, es suficiente como para ralentizar la progresion del cancer
metastasico.
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