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DESCRIPCION

Expansion sin suero de células en cultivo.
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a compuestos y procedimientos para identificar compuestos capaces de promover
la proliferacién y evitar la diferenciacion de células madre/progenitoras.

Descripcion de la técnica relacionada

Las células madre han recibido un interés significativo durante los dltimos afios debido a su potencial, en micro-
entornos celulares adecuados, para diferenciarse y desarrollarse en un gran conjunto de tipos de células y tejidos.
Diversas aplicaciones biomédicas importantes serian posibles gracias a la capacidad de generar suficientes agrupa-
mientos de células madre adultas, incluyendo terapia de sustitucion celular, terapia génica, y modificacidon genética de
tejidos. De acuerdo con los Institutos Nacionales de Salud, el uso terapéutico de células madre se convertird en una
piedra angular de la medicina en las préximas dos décadas:

Dado el enorme potencial de las células madre para desarrollar las nuevas terapias para las enfermedades mas
devastadoras, cuando se identifica una fuente de células madre facilmente disponible, no es demasiado poco rea-
lista decir que esta investigacién revolucionara la practica de la medicina y mejorara la calidad y duracién de la
vida (Nacional Institutes of Health. Stem Cells: Scientific Progress and Future Research Directions. 17 de junio
de 2001).

Sin embargo, el desarrollo de dichas aplicaciones para células madre adultas se ha visto gravemente afectado de-
bido a la incapacidad para propagar y expandir las células madre adultas funcionales en cultivo. Hasta la fecha, esto
ha resultado ser un desafio singular en la investigacién de las células madre (Sherley, J. (2002) Stem Cells, 20: 561-
572). Durante décadas, los cientificos han intentado desarrollar células madre en cultivo para aumentar el nimero de
células para transplante. El desafio de esta tarea yace en la predisposicion de las células madre para diferenciarse. Este
problema puede asociarse con la cinética celular asimétrica inherente de las células madre en tejidos somdticos post-
natales (Sherley, J. (2002) Stem Cells, 20: 561-572). Los procedimientos cientificos existentes usados para aumentar
el nimero de células madre incluyen cultivar células en capas estromales 2-D y desarrollarlas en presencia de diversos
cocteles de citoquina (Rebel, VI, et al. (1994) Blood, 83(1 ):128-136). Sin embargo, ninguno de los procedimientos
ex vivo existentes puede evitar la diferenciacion de células madre mientras promueve la proliferaciéon (Rebel, VI. ef
al. (1996) J Hematother, 5(1):25-37). Se conocen procedimientos de seleccion de compuestos ttiles en el cultivo de
células madre. Por ejemplo, el documento WO 03/104442 describe un procedimiento de seleccién de compuestos
usando receptores particulares de tirosina quinasa como una diana para seleccionar agentes de unién. Por lo tanto, hay
una necesidad en la técnica de otros compuestos y procedimientos para identificar compuestos capaces de propagar y
expandir células madre adultas en cultivo.

Breve sumario de la invencion

La presente invencidn se refiere a un procedimiento de identificacion de un agente como capaz de evitar la di-
ferenciacién mientras que promueve la proliferacién de una célula madre de mamifero durante el cultivo ex vivo. El
procedimiento comprende poner en contacto un agente con al menos una de las subunidades PR72/130 de la proteina
fosfatasa serina/treonina PP2A y detectar la unién de dicho agente a dicha al menos una subunidad.

La unién puede detectarse por inmunotransferencia. Adicionalmente, el agente puede seleccionarse entre el grupo
constituido por compuestos de férmula 1-5, 7-12, 15 y 17-28.

Breve descripcion de los dibujos

Los siguientes dibujos no representan directamente realizaciones de la invencion, pero demuestran la actividad de
compuestos que pueden identificarse de acuerdo con los procedimientos de la invencién e indican ensayos que pueden
usarse para demostrar la actividad de dichos compuestos.

Figura 1. Las Figuras 1A-D muestran que IQ-1 mantiene el estado no diferenciado de las ESC. Figura 1A, Estruc-
tura de IQ-1. Figura 1B, la dependencia de la dosis de IQ-I mantiene la actividad de la fosfatasa alcalina. Figura 1C, la
dependencia de la dosis de IQ-I mantiene la expresion de SSEA-1. La expresion de SSEA-1 se analiz6 7 dias después
de la adicién de 1Q-1. Figura 1D, IQ-1 permitié proliferar a las ESC en el estado no diferenciado durante al menos
65 dias, sin suministradores de FEM o FIL. Las ESC, en medios complementados con 4 pg/ml de 1Q-1, se hicieron
pasar 2-3 veces cada semana a 1 x 10° -1 x 10° células por platillo de 6 cm y se contaron. Todas las barras de error
representan la media = DT.

Figura 2. Las Figuras 2A-C muestran que IQ-1 mantenia la auto-renovacién de las ESC independientemente de
FIL. Figura 2A, IQ-1 aumenta la expresion génica de Nanog significativamente comparado con FIL. Se aisl6 ARNm
de las ESC, se cultivé en un sistema sin suministrador, y en presencia de IQ-1 (4 ug/ml) o FIL (1000 U/ml) durante
21 h. Se realizé RT-PCR en tiempo real para Nanog. El control del nivel de expresiéon de Nanog en el dia O se ajusté
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a 1. Figura 2B, la retirada de IQ-1 disminuye la expresion génica de Nanog en las ESC. I1Q-1 se retir6 de las ESC que
se habfan cultivado en el sistema sin suministrador y en presencia de IQ-1 (4 pg/ml), durante tres dias. Al final de este
periodo, el ARNm se aisld y se realizé6 RT-PCR en tiempo real para ensayar la expresién génica de Nanog. Figura
2C, los efectos de 1Q-1 no estaban mediados por la sefializacién de la ruta Stat3 segiin se juzg6 por un ensayo con
informador de luciferasa. Las ESC sin suministrador, transfectadas con el informador pSTAT3-TA-Luc, se expusieron
a IQ-1 alas dosis indicadas, o FIL. Todas las barras de error representan la media + DT.

Figura 3. Las Figuras 3A-C muestran que Q-1 modula la sefializacién de Wnt por interaccién con PR72/130.
Figura 3A, el aislamiento por cromatografia de afinidad de la diana o dianas moleculares de 1Q-1 se realizé como
se describe en los Procedimientos Experimentales. Las dos bandas a 72 kDa y 130 kDa (marcado) se identificaron
por secuenciacion espectral de masa como las subunidades reguladoras PR72/130 empalmadas diferencialmente de la
proteina fosfatasa serina/treonina, PP2A. Figura 3B, se realiz6 la inmunotransferencia, usando antisuero PR72/130,
para confirmar la identidad de las dos bandas. Figura 3C, 1Q-1 provoca defectos de desarrollo en pez cebra. Los
embriones de pez cebra en fase de 1 célula se trataron con IQ-1 1 uM (Inferior) o DMSO como control (Superior)
durante 24 h. Los resultados son representativos de al menos 10 embriones, a partir de tres experimentos independien-
tes.

Figura 4. Las Figuras 4A-D muestran que el mantenimiento con 1Q-1 de las ESC es dependiente de Wnt/3-ca-
tenina/CBP. Figura 4A, Modelo de Cambio de Coactivador Wnt/B-catenina. Figura 4B, IQ-1 aumentaba el complejo
CBP/B-catenina a costa del complejo p300/3-catenina. Las células P19 se trataron con Wnt3A complementado con
IQ-1, ICG-001 de CBP/B-catenina 0 DMSO como control. Los lisados nucleares se co-inmunoprecipitaron con anti-
cuerpo anti-CBP o anti-p300 y se inmunotransfirieron para -catenina. Figura 4C, la fosforilacion de Ser89 de p300,
de una manera dependiente de PKC, aumentaba la interacciéon p300/B-catenina. Después de la fosforilacién in vitro
con PKCa, p300 de tipo silvestre (1-110 aa) y p300 mutante (p300 S89A) se mezclaron con lisados de P19 y se co-
inmunoprecipitaron usando el marcador HA. Se realizé el andlisis por transferencia de Western para p300 (Superior)
0 B-catenina como control de carga (Inferior). Carril 1, unién p300/B-catenina Carril 2, unién de p300 fosforilado
con PKCa/B-catenina Carril 3, unién de p300 de S89A/B-catenina Carril 4, unién de p300 de S89A fosforilado con
PKCa/B-catenina. Figura 4D, 1Q-1 disminuy® la fosforilacién de p300, las células P19 se trataron con IQ-1 o DMSO
(control) y se expusieron a Wnt3A purificado durante 24 horas. Los lisados celulares se inmunotransfirieron usando
anticuerpos especificos para p300, o p300 fosforilado en la posicién Ser 89 Carril 1 control negativo Carril 2, Wnt3a
mas DMSO como control, panel superior inmunotransferencia de p300 con fosfo Ser89, panel central inmunotransfe-
rencia de p300 Carril 3, Wnt3a mds 1Q-1, panel superior inmunotransferencia de p300 con fosfo Ser89, panel central
inmunotransferencia de p300.

Figura 5. Las Figuras 5SA-C muestran la pluripotencia de ESC cultivadas a largo plazo. Figura 5A, las ESC culti-
vadas a largo plazo se indujeron para formar cuerpos embrioides en cultivos en suspension durante 3 dias. Las ESC
cultivadas en medios en presencia de Wnt3A y IQ-1 (4 ug/ml) durante 48 dias pudieron formar cuerpos embrioides
(Izquierda). Las ESC perdieron su capacidad para formar cuerpos embrioides después de 3 dias de cultivo en ausen-
cia de 1Q-1 (Derecha). Figura 5B, se cultivaron ESC tratadas con 1Q-1 derivadas de cuerpos embrioides (cultivo de
adherencia) durante 7-14 dias para inducir diferenciacién adicional. La tincién por inmunofluorescencia para a-feto-
proteina, actina de musculo liso, GATA4, MAP2, B-I1I tubulina y oligodendrocitos demostré que el cultivo a largo
plazo de las ESC en presencia de 1Q-1, mantiene la pluripotencia. Figura 5C, modelo que representa el mecanismo de
accion propuesto de 1Q-1.

Figura 6. La Figura 6 muestra el andlisis del informador génico de FCT/B-catenina. La construccién informadora
FCT/pB-catenina TopFlash se transfecté complementariamente con una -catenina constitutivamente activa en células
NIH-3T3 - wt, CBP (+/-) y p300 (+/-) - en presencia o ausencia de IQ-1. No hubo efecto de IQ-1 sobre el informador
Fopflash.

Figura 7. La Figura 7 muestra un cultivo a largo plazo de las ESC en un sistema sin suministrador con medios sin
suero complementados con IQ-1 y Wnt3a purificado. Las ESC se cultivaron en KSR al 15%, 4 ug/ml de IQ-1 y 100
ng/ml de Wnt3a. Las ESC se hicieron pasar 2-3 veces por semana a 1 x 10° -1 x 10° células por platillo de 6 cm y las
células se contaron.

Figura 8. La Figura 8 muestra que el mantenimiento con IQ-1 de la proliferacién y pluripotencia de las ESC era
dependiente de la sefializaciéon de Wnt en medios de KSR al 15%. Actividad FA de las ESC cultivadas durante 7
dias en IQ-1 que contienen medios complementados con FCS al 15% o KSR al 15%. La adicién de Wnt3a aumenta
la actividad FA de las ESC cultivadas durante 7 dias en medios que contienen KSR al 15% al mismo nivel que los
medios que contienen FCS al 15%. (Las barras de error representan + D.T.)

Figura 9. La Figura 9 muestra RT-PCR en tiempo real realizado en ESC cultivadas en KSR al 15% complementado
con IQ-1y Wnt3a durante 42 dfas sin suministradores de FEM. Tras el periodo de 42 dias de cultivo, las ESC cultivadas
en los medios en presencia de IQ-1 y Wnt3a mantienen la expresién de los marcadores de pluripotencia, (a) Nanog,
(b) Oct3/4 y (c) Rex-1. El nivel de expresion en el dia O se ajusté como 1.

Figura 10. La Figura 10 es una representacién esquematica de dos mecanismos de accién posibles de S-catenina,
resultantes de la interaccién alternativa con CBP o p300 en el nicleo.
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Figura 11. La Figura 11 ilustra que ICG-001 a una concentracién de 10 uM inducia la diferenciacién de mioblastos
C2C 12 en medios de crecimiento, similar a los medios de diferenciacién, y comparado con el medio de crecimiento
en solitario.

Figura 12. La Figura 12 ilustra que la diferenciacién de los mioblastos C2C12 estaba inducida por ICG-001 10 uM
en medio de crecimiento, similar al medio de diferenciacion.

Descripcion detallada de la invencion

Las células madre son responsables de la regeneracién y mantenimiento de tejidos equilibrando los procedimientos
de auto-renovacion (es decir, de creacion de nuevas células madre) y diferenciacion (es decir, generacion de células
comprometidas con la diferenciacion terminal). Este equilibrio resulta de la integracién de sefiales reguladoras intrin-
secas a la célula madre, asi como sefiales extrinsecas del microentorno. Las perturbaciones en el equilibrio entre auto-
renovacion y diferenciacion puede dar como resultado enfermedad, bien como resultado del agotamiento de la célula
madre (por ejemplo, anemia apldsica) o bien aumento de la auto-renovacién (por ejemplo, cancer). En la neurogénesis,
los factores de transcripcién Sox1, Sox 2 y Sox3 desempefian un papel en el mantenimiento de las células neurales en
un estado no diferenciado.

La mayor parte del conocimiento sobre los mecanismos moleculares de la regulacién de células madre en mami-
feros procede de estudios del sistema hematopoyético. Hay una comprension extensiva y en expansioén de los meca-
nismos moleculares que regulan la diferenciacién a lo largo de los linajes terminales. Sin embargo, una comprensioén
mecanistica de los mecanismos que regulan las decisiones determinantes de las células madre hematopoyéticas (CMH)
se entiende bastante menos. Se han identificado unos pocos genes que, cuando se suprimen, dan como resultado una
perturbacion de la auto-renovacién de las CMH (por ejemplo, TNFa-p55-Receptor, p21, Rae28, y Bmi-1) o una dife-
renciacion alterada (por ejemplo, TEL, PU.1, Flt-3, y p27). La sefializacién de HoxB4, S-catenina, y Notch, por otro
lado, estimulan la auto-renovacién de las CMH cuando se sobre-expresan en CMH.

Un trabajo reciente ha demostrado que CBP y p300 desempenan papeles importantes en la auto-renovacion y di-
ferenciaciéon de CMH. CBP y p300 funcionan como integradores moleculares de diversas sefiales transcripcionales.
Cuando se reclutan promotores mediante factores de transcripcidn, funcionan como co-activadores de transcripcion
mediante multiples mecanismos, incluyendo remodelacién de cromatina, acetilaciéon de proteinas asociadas, y reclu-
tamiento de la maquinaria de transcripcion basal. CBP y p300 son altamente homdlogos a un nivel estructural, con
hasta un 93% de identidad centro de ciertos dominios de unién a proteina (SEC ID N 1 y 2). Para la mayoria de
funciones, las dos protefnas parecen ser funcionalmente redundantes. Sin embargo, los estudios genéricos de pérdida
de funcién en ratones demuestran una diferencia en la funcién de p300 y CBP en las CMH: la pérdida de CBP da
como resultado una auto-renovaciéon de CMH defectuosa, mientras que la pérdida de p300 da como resultado una
diferenciacién hematopoyética defectuosa.

Se ha mostrado previamente que CBP y p300 interactdan con muchos de los factores de transcripcién conocidos
que se ha mostrado que son importantes en la regulacién de CMH (por ejemplo, HoxB4, B-catenina, Notch, AML-1,
MLL). Los resultados anteriores sugieren que dentro de las CMH puede haber factores de transcripcidon que se co-acti-
van especificamente mediante CBP que son criticos para la auto-renovacion, y otros que se co-activan preferentemente
mediante p300 que se requieren de forma critica para la diferenciacién. Un ejemplo de una ruta de sefializacién que
parece utilizar CBP y p300 diferencialmente es la sefializacién de la ruta de Wnt. Se ha demostrado que la sefializa-
cién de la ruta de Wnt desempefia un papel pertinente en el desarrollo y mantenimiento de diversos tejidos, incluyendo
sangre, intestinos, y piel. Sus efectos se ejecutan al nivel de las células madre y progenitoras, afectando tanto a la auto-
renovacién como a la diferenciaciéon. Ademds, la importancia de la sefializacién de Wnt para mantener las caracte-
risticas no diferenciadas de las células madre embrionarias (ES) se ha establecido bien. Es importante destacar que,
cuando la sefalizacion de Wnt se altera puede conducir al desarrollo de céncer en estos mismos tejidos.

B-catenina (SEC ID N°: 3) es un homélogo vertebrado del gen armadillo de Drosophila, que funciona tanto en la
adhesion celular como, como se analiza en el presente documento, en la ruta de sefializacién de Wnt. y-catenina (SEC
ID N°: 4) también es un homdlogo vertebrado de armadillo. S-catenina y y-catenina tienen estructuras y funciones
andlogas, y tienen la capacidad de regularse mediante el supresor de tumores APC.

La activacion de la sefalizacion de la ruta de Wnt requiere la estabilizacién nuclear de los complejos FCT (factor
de célula T)/B-catenina y el reclutamiento de co-activadores transcripcionales, tales como CBP y p300. S-catenina
se produce constitutivamente en la célula, y existen mecanismos inhibidores para mantener los niveles de S-catenina
por debajo de aquellos que conducirian a una actividad transcripcional aberrante in vivo, que conduce a afecciones
patoldgicas tales como céncer. En un ejemplo de regulacion aberrante, Emami y colaboradores (PNAS, 101,12682-
7, 2004) demostraron recientemente que S-catenina se asocia preferentemente con CBP en células cancerosas. Sin
embargo, cuando se evitaba que S-catenina se asocie con CBP, utilizando un inhibidor especifico para §-catenina/CBP,
la B-catenina podria unirse a p300. La unién “alternativa” de B-catenina a p300 iba acompafiada de la ejecucién de un
programa genético diferenciativo (Teo et al. presentado en PNAS). De esta manera, se cree que la S-catenina promueve
la proliferacion sin diferenciacion uniéndose a y activando CBP, e inicia la diferenciacion con proliferacion limitada
uniéndose a y activando p300. Por lo tanto, se espera que la perturbacién de la interaccién de S-catenina con CBP y/o
p300 influya en la diferenciacion o en la proliferacion.
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La terapia con células madre se basa en la capacidad de las células madre humanas, fetales o adultas, pluripotentes
para diferenciarse en diversos tipos de células. Las células madre pueden usarse para sustituir las células dafiadas
como un tratamiento para muchas enfermedades diferentes incluyendo cancer, enfermedad de Parkinson, lesion de la
médula espinal, quemaduras, diabetes, enfermedad coronaria, artritis reumatoide, y osteoartritis y para terapia génica
(Lazic, S.E. et al. ] Hematother Stem Cell Res, 12(6):635-642, Gafni, Y. et al. Gene Ther, 11(4):417-426). La terapia
con células madre ha sido desde hace tiempo un avance médico potencial excitante. La capacidad de inyectar células
madre normales en un paciente, donde pueden generar células especificas para un érgano o sustituir potencialmente
los tejidos defectuosos de un paciente, ofrece un enorme potencial.

Las células madre embrionarias (células ES) representan una importante herramienta de investigacién y un recurso
potencial para la medicina regenerativa. Generalmente, las células ES se cultivan con una capa de células suministra-
doras de soporte de fibroblastos embrionarios murinos (FEM). La capa de suministrador de FEM suministra factores
que mantienen la capacidad de las la célula ES para auto-renovarse y diferenciarse espontdneamente en bloque. Es-
tas condiciones incémodas, asi como el riesgo de contaminacién xenobidtica de las células ES humanas cultivadas
en los FEM, hace prioritario desarrollar medios definidos quimicamente que puedan utilizarse de forma segura para
la expansion de las células ES. Usando una seleccién basada en la produccion celular, la molécula pequefia IQ-1 se
identific6 como un compuesto que permitia la expansion de células ES de ratén sin una capa suministradora de FEM
o la adicién del factor inhibidor de leucemia (FIL), y evitaba la diferenciacién espontdnea. Se ha determinado también
que IQ-1 evita que SB-catenina cambie el uso del coactivador de CBP a p300. El aumento en la transcripcién mediada
por B-catenina/CBP a costa de la transcripcién mediada por B-catenina/p300 es critico para el mantenimiento de la
pluripotencia de las células madre.

Las células ES derivadas de la masa celular interna de los embriones puede cultivarse conjuntamente en capas ce-
lulares de fibroblastos embrionarios. Mas recientemente, Xu et al. (Xu et al. Nat. Biotech. 2001, 19, 971) demostraron
que las células ES humanas pueden desarrollarse en condiciones sin suministrador utilizando un medio acondicionado
con FEM. Sin embargo, las variaciones en los medios acondicionados con FEM y FEM, la ausencia de conocimiento
sobre qué factores son importantes en los medios acondicionados y preocupaciones sobre la contaminacién zoondtica
enfatizan la necesidad de condiciones quimicamente definidas para expandir las células ES.

La capacidad para mantener células madre adultas de piel in vitro ha permitido el injerto de piel cultiva en victimas
de quemaduras (Green, H. (1991) Sci Am, 265:96-102). Ademads, actualmente, hay tres células madre adultas rela-
cionadas con los procedimientos de transplante usados para la reconstitituciéon hematopoyética: transplante de médula
osea (TMO), transplante de células madre de sangre periférica (TCMSP) y transplante de células madre de sangre del
cordén umbilical (TCMSCU). La dos primeras técnicas de reconstitucion hematopoyética, TMO y TCMSP, padecen
problemas de correspondencia significativos con los donantes alogénicos. El grado de correspondencia requerido para
un transplante exitoso parece ser menos riguroso para TCMSCU que para TMO o TCMSP. Sin embargo, el volumen
relativamente menor de células madre recolectadas y la disponibilidad de sélo una unidad de sangre de cordén um-
bilical recogida por procedimiento de transplante limitan la gran aplicabilidad de TCMSCU (McCaffrey, P. Lancet
Oncol., 6 (1): 5, 2005). Una solucién a este problema es la expansion ex vivo de las células madre de la sangre del
cordén umbilical. Sin embargo, hay un obsticulo significativo que superar para proporcionar esta sencilla solucién.

Células Madre y “Células Madre” Cancerosas

Una caracteristica unificadora de todos los cdnceres es su capacidad de auto-renovacién ilimitada, que es también
una caracteristica determinante de las células madre normales. Décadas atrds, se descubrié que la capacidad prolifera-
tiva de todas las células cancerosas no era equivalente, y sélo una pequefia minoria de células tumorales era capaz de
proliferar extensivamente (Hamburger) AW, et al. (1977) Science, 197 (4302): 461 - 463). Esto dio lugar al concepto
de que los tumores malignos estdn compuestos por Células Madre Cancerosas, que tienen un gran potencial prolifera-
tivo, asf como otro agrupamiento de células cancerosas mds diferenciadas, con capacidad proliferativa limitada. Una
implicacién importante de la hipétesis de las Células Madre Cancerosas es que hay similitudes mecanisticas entre
la auto-renovacion de las células madre normales y la proliferacion de las células madre cancerosas (Pardal, R. et al.
(2003) Nat Rev Cancer, 3(12): 895-902). Estudios recientes han demostrado que productos génicos especificos regulan
tanto la auto-renovacion de las células madre sométicas normales, como la proliferacién de células cancerosas (Park,
IK. et al. (2003) Nature 423:302-305; Lessard, J. et al. (2003) Nature, 423(6937):255-260). Esto implica que se utili-
zan mecanismos similares tanto en células madre como en células cancerosas para mantener un estado proliferativo,
no diferenciado.

Sefializacion Wnt en Células Madre y Cdncer

La ruta Wnt/$-catenina inicia una cascada de sefializacidn critica tanto en el desarrollo normal como en el comienzo
y progreso del cancer (Giles, RH et al. (2003) Biochim Biophys Acta, 1653(1): 1-24; Wodarz, A. et al. (1998) Annu
Rev Cell Dev Biol, 14:59-88). Se ha demostrado que la sefializacién de Wnt y en particular las funciones nucleares
de B-catenina son importantes en el mantenimiento, proliferacién asi como en la diferenciacién de células madre
(Song, X. et al. (2003) Development, 130(14): 3259-3268). Algunas de las caracteristicas sobresalientes de esta ruta
de sefializacidn, se resumen en la Figura 1. La ruta de Wnt/S-catenina normalmente regula la expresion de un intervalo
de genes implicados en promover tanto la proliferaciéon como la diferenciacién. La activacién de la ruta de Wnt
permite que la B-catenina se acumule en el niicleo, se una a miembros de la familia FCT de factores de transcripcion,
y forme un complejo transcripcionalmente activo, reclutando el coactivador transcripcional CBP o su homélogo muy
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relacionado, p300. Sin embargo, en mas del 85% de canceres de colon, las mutaciones en esta ruta conducen a la
activacion y expresion constitutiva de genes diana, por ejemplo c-myc, ciclina D1 y survivina, todos los cuales son
criticos para la proliferacion celular rapida (Kolligs, FT. et al. (1999) Mol Cell Biol, 19(8):5696-5706; Tetsu, O. et
al. (1999) Nature, 398(6726):422-426; Kim, PJ. et al. (2003) Lancet, 362:205-209). De esta manera, la tumorigénesis
en el epitelio intestinal parece estar causada por la hiper-proliferacion inducida por Wnt/8-catenina de células madre
crypt intestinales, seguido de la acumulacién de las mutaciones adicionales que confieren malignidad y progreso del
cancer. También se ha demostrado que la sefializacién de Wnt es importante para el mantenimiento de la pluripotencia
tanto en células madre embrionarias en cultivo tanto de ratéon como humanas (Sato, N. et al. (2004) Nat Med, 10
(1):55-63). La expresion de multiples componentes de la ruta de Wnt es evidente en las lineas celulares de carcinoma
embrionario humanas P19, asi como en células madre embrionarias (Walsh, J. ef al. (2003) APMIS, 111(1):197-211).

Wnt y Células Madre Hematopoyéticas (CMH)

La auto-renovacioén de células madre hematopoyéticas (CMH) se promueve también por sefializacién de Wnt.
La sobreexpresion de S-catenina estabilizada en CMH de médula 6sea cultivadas de ratones aumenté el nimero de
estas células en cultivo a largo plazo medido por su capacidad para reconstituir los sistemas hematopoyéticos de
ratones después de la irradiacion. Ademads, las Wnt3a purificadas promovian la auto-renovacién pero sélo inhibian
parcialmente la diferenciacién de CMH en cultivo (Reya, T. et al. (2003) Nature, 423(6938):409-414).

Uso del Coactivador Diferencial en la Sefializacion de Wnt/B-catenina

Como se ha analizado anteriormente, las funciones de CBP y p300 se han descrito como redundantes en diversos
estudios (revisado en Goodman, RH. et al. (2000) Genes Dev, 14(13):1553-1577) y su patrén de expresion durante
el desarrollo del ratén es casi idéntico (Partanen, A. et al. (1999) Int J Dev Biol, 43(6):487-494). Sin embargo, cada
vez estd mas claro que estos coactivadores altamente homoélogos no son redundantes en condiciones fisioldgicas, y
son responsables de distintos programas transcripcionales: Rebel ef al. (Rebel, V.I. et al. (2003) Proc Natl Acad Sci
EE.UU., 99(23): 14789-14794), usando células de ratones knockout, demostraron que una dosis completa de CBP,
pero no de p300, es critica para la auto-renovacién de CMH. A la inversa, p300 pero no CBP, es esencial para la
diferenciacion hematopoyética apropiada. Andlogamente, Eckner y colaboradores (Roth, J.F. et al. (2003) Embo J, 22
(19):5186-5196) demostraron un papel critico para la actividad histona acetil-transferasa de las p300 (HAT) pero no de
las actividades HAT de las CBP. Estos estudios y otros demuestran claramente que CBP y p300 desempefian papeles
no redundantes y distintos durante el desarrollo.

A partir de los estudios quimiogendémicos previos del inventor con el inhibidor de molécula pequefia de la inter-
accion B-catenina/CBP y la creacion del perfil de la expresion génica adicional, se desarrollé un modelo que describe
c6mo el uso del coactivador diferencial en la sefializacién de Wnt controla la proliferacion frente a la diferenciacion.
La caracteristica critica de este modelo es que el brazo CBP (Figura 10, lado izquierdo) de la ruta es esencial para la
proliferacién sin diferenciacion, por ejemplo en cancer o células madre, mientras que el brazo p300 (Figura 10, lado
derecho) es critico para la diferenciacién, con una proliferacién limitada. ICG-001 inhibe especificamente la transcrip-
cioén dependiente de S-catenina/CBP (es decir, el brazo izquierdo de la ruta), induciendo asi selectivamente la muerte
celular programada en células cancerosas (Emami, K.H. et al. (2003) Proc Natl Acad Sci EE.UU., 101,12682-7,2004),
e induciendo la diferenciacién de las células precursoras no tumorigénicas, por ejemplo los mioblastos C2C12 (Figuras
11y 12) y los preadipocitos 3T3-L1.

Sin cefiirse a un mecanismo especifico, la premisa es que inhibir o modular a la baja selectivamente la interaccién
[B-catenina/p300 (es decir, el lado derecho de la ruta, Figura 10) permite la proliferacién sin diferenciacién de células
madre pluripotentes. La invencidn trata en parte también del descubrimiento de un mecanismo que implica la unién
selectiva de un compuesto o agente a una o mas de las subunidades PR72/130 de la proteina fosfatasa serina/treonina
PP2A, como se describe con més detalle en el Ejemplo 1 en el presente documento. El agente puede tener actividad
similar a 1Q-1.

La serina/treonina fosfatasa PP2A estd implicada en la regulacién de la sefializacidn intracelular, expresion géni-
ca y progreso del ciclo celular. Una funcién principal de PP2A es regular las cascadas de sefializacién oponiendo la
actividad de serina/treonina quinasas (20). PP2A esta constituida por un complejo multisubunidad. Los componentes
del niicleo de este complejo trimérico son una subunidad catalitica de 36 kDa, una subunidad reguladora de 65 kDa
(PR65) y una tercera una subunidad variable, una de las cuales es PR72/130. PR72/130 representa formas empalma-
das diferencialmente selectivas para tejidos del mismo gen (21). PP2A regula la sefializacién de la cascada de Wnt a
muiltiples niveles (22,23). Recientemente, se ha demostrado que PR72/130 interacciona con la proteina cuticula des-
nuda (Nkd), un componente regulador negativo de la sefializacién de la ruta de Wnt (24), modulando de esta manera
la sefializacién de Wnt (25). Creyghton et al., usando morfolinos en embriones de xenopus, demostraron que PR72
como Nkd, es un regulador “negativo” de la sefializacién “candnica” de Wnt/SB-catenina y estd implicado en el cambio
de la sefializacion “candnica” de Wnt a la extensidn convergente “no candnica” (25).

Para el mantenimiento de la proliferacion de células madre hematopoyéticas, un agente puede “modular” la pro-
liferacién de las células madre afectando a las modificaciones post-traduccionales de cualquiera de CBP, p300, o 8-
catenina, conduciendo a un aumento selectivo de la interaccion de B-catenina con CBP o una disminucion selectiva
de la interaccidn de B-catenina con p300, en la que el agente no se une directamente a CBP o p300. Por “interac-
tuar” e “interaccioén” se entiende la relacién bioldgica normal entre dos o mas moléculas, en este caso S-catenina

6



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2332822 T3

con CBP o p300. El agente puede aumentar la unién de S-catenina a CBP, o el agente puede disminuir la unién de
pB-catenina a p300. De cualquier forma, el resultado global desvia la ruta de S-catenina hacia el “programa prolife-
rativo/de no diferenciaciéon” de las células diana, que pueden ser células madre adultas, tales como células madre
hematopoyéticas, células madre neurales o células madre de la piel. Un agente “modulard” la proliferacion de las cé-
lulas madre si las células madre experimentan mas proliferacién y/o menos diferenciacién que en ausencia del agente.
Por ejemplo, con referencia a la Figura 5C, la unién preferente de 5-catenina a CBP, con menor unién a p300, estd
asociada con el mantenimiento de las células madre hematopoyéticas en un estado no diferenciado en el que experi-
mentan una proliferaciéon continua, que da como resultado un mayor nimero de células no diferenciadas utiles para
la repoblacién del sistema hematopoyético de un mamifero, tal como un ser humano, en necesidad de dicho trata-
miento. Dicha modulacién puede medirse usando, por ejemplo, los ensayos descritos en los Ejemplos en el presente
documento.

Los agentes adecuados para dicho uso pueden seleccionarse usando procedimientos de co-inmunoprecipitacién
como se describe en Emami er al. PNAS, 101,12682-7, 2004. En resumen, las células diana, en este caso CMH, se
transfectan con -catenina de longitud completa o con p300 de longitud completa. Los lisados nucleares se tratan con
un agente de ensayo radiomarcado solo, o con agente de ensayo frio. El agente de ensayo radiomarcado no unido se
retira, y se mide la incorporacién del agente de ensayo radiomarcado. Los resultados indican si el agente de ensayo
interacciona especificamente o no con p300.

Una serie separada de experimentos puede demostrar la inhibicidn de la interaccién de S-catenina con p300. El
dominio de unién minimo de CBP (aminoédcidos 1-111), p300 (aminodcidos 1-111) y la regién C-terminal de 8-
catenina (SEC ID N°: 3) (aminodcidos 647-781) se expresa en células de mamifero tratadas con los agentes apropiados
para modificar la interaccién y purificacion, S-catenina se une a perlas de proteina A-agarosa recubiertas con anticuerpo
especifico para B-catenina e incubadas con CBP o p300. Las proteinas no unidas se retiraron por lavado, después las
interacciones especificas entre S-catenina y p300, y S-catenina y CBP, se estimulan usando el agente de ensayo, para
ensayar los compuestos que se unen directamente a CBP o fosfo Ser89 p300. Los agentes que aumentan la unién de
fB-catenina a CBP o disminuyen la unién de S-catenina a p300 se ensayan adicionalmente in vitro usando un modelo
adecuado de proliferacion/diferenciacion de células madre hematopoyéticas. Uno de estos modelos se describe en
Rebel, V. L. er al., PNAS 99:14789-14794, 2002.

Los agentes adecuados pueden conseguir los efectos bioldgicos deseados mediante uno de varios mecanismos. En
cada caso, la referencia a “aumento” o “disminucion” se refiere a los resultados del ensayo o a los efectos bioldgicos
relativos a los valores en ausencia del agente. Por ejemplo, el agente puede aumentar la unién de S-catenina a los
110 aminodcidos amino-terminales de CBP, o puede disminuir la unién de S-catenina a los 110 aminodcidos amino-
terminales de p300. La disminucién en la unién de S-catenina a p300 puede conseguirse inhibiendo la fosforilacién
de Ser 89 de p300, en la que la fosforilacion estd catalizada por la proteina quinasa C-épsilon (PKC), proteina qui-
nasa dependiente de calcio/calmodulina (CaMK), receptor-4 activado por proteasa (PAR-4), receptor-1 activado por
proteasa (PAR-1), u otra proteina serina/treonina quinasa directa o indirectamente a través de una cascada quinasa.

La menor fosforilacién de Ser 89 de p300 puede conseguirse aumentando la fosforilacién de Ser 90, por ejemplo
mediante proteina quinasa 4 activada por mitégenos (MAPK), quinasa dependiente de ciclina (CDK), u otra proteina
serina/treonina quinasa.

Un agente preferible puede modular la interaccion de Ser 89-p300 fosforilado con proteinas 14-3-3. Dichos agentes
pueden ser andlogos de Fusicoccina. La Fusicoccina es una toxina fiingica que se usa para estudiar la activacién de H+-
ATPasa. El mecanismo implica inducir un enlace irreversible entre la parte C-terminal de H+-ATPasa, y la proteina 14-
3-3. (Svennilid, F. et al., Plant Cell 11:2379-2392, 1999). Como resultado, el dominio de auto-inhibicién C-terminal
se desplaza. Andlogamente, los andlogos de Fusicoccina pueden modular la interaccién de Ser-89 p300 fosforilado
con proteinas 14-3-3, dando como resultado la reduccién de la interaccién de p300 con S-catenina.

El agente puede modular la interaccion de Pinl con S-catenina o con CBP o p300. Por ejemplo, el agente puede
aumentar la asociacion de Pinl con B-Catenina/CBP. Pinl (prolil isomerasa) se ha visto implicada en mecanismos del
céncer inhibiendo la interaccién de S-catenina con el supresor tumoral APC. Se ha informado que la sobreexpresién de
Pinl ocurre en cdncer de mama humano. (Ryo, A. et al., Nat. Cell Biol. 3:793-801 (2001)). Pinl también se ha visto
implicado en la espermatogénesis normal. Atchison, EW. et al. (Biol. Reprod. 69:1989-1997, 2003) informaron que
ratones adultos deficientes en Pinl mostraban evidencia de un agotamiento acelerado de células madre potenciales, y
una posible desviacion hacia la ruta de diferenciacién en ausencia de Pinl.

La fosforilacién afecta a la conformacion de proteinas y crea condiciones para unir los transductores de sefial a
ciertos dominios adecuados capaces de reconocer el resto o restos fosforilados. Pinl reconoce especificamente enlaces
S/T-P fosforilados (motivos Ser/Thr-Pro). Por ejemplo, Pinl se une directamente al motivo Ser-Pro fosforilado (Ser
246-Pro) cerca del sitio de unién a APC en -catenina, inhibe la interaccién de S-catenina con la proteina poliposis
adenomatosa coli (APC), y aumenta de esta manera su translocacion en el nicleo. (Ryo, A. et al., Nature Cell Biol.
3:793-801, 2001).

Pinl también puede afectar a las interacciones del coactivador con factores de transcripcion. p73 es un factor
de transcripcion relacionado con el supresor tumoral p53. p73 modificado con Pinl presentaba una mayor afinidad
por p300 que p73 no modificado. (Montovani, F. et al., Mol. Cell 14:625-636, 2004). Andlogamente, la unién de
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Pinl a -catenina fosforilada puede aumentar la interaccién S-catenina/CBP y, de esta manera, la transcripcién génica
dependiente de S-catenina/CBP que promueve la proliferacién a costa de la diferenciacion.

Dichos agentes pueden incorporarse en biomateriales en los que se desarrollan las células madre hematopoyéticas.
Los ejemplos se describen en Horak ef al., Biomateriales 25, 5249-60, 2004 y Harrison et al. Biomaterials 25, 4977-
86, 2004.

Aunque las células madre hematopoyéticas se describen en el presente documento como una diana de los proce-
dimientos mencionados anteriormente, los procedimientos son aplicables a cualquiera de las células madre adultas de
mamifero (o células ES no derivadas de embriones humanos) que pueden usarse para la regeneracion de tejidos. Las
células madre adultas constituyen una poblacién de células no diferenciadas que retienen la capacidad de proliferar
durante toda la vida postnatal y diferenciarse en células especializadas para sustituir las células que enferman, mueren
o se pierden. (Agrawal, S. et al; Trends in Biotechnology 23:78-83, 2005). Ademds de CMH, las células madre ade-
cuadas para usar en los procedimientos anteriores incluyen células madre neurales, células madre de la piel, células
madre del musculo, y células de la isleta pancredtica.

El objetivo del tratamiento de la diabetes es restablecer los nimeros normales y la funcién de las células 8 produc-
toras de insulina. Trucco, M. (J. Clin. Invest. 115:5-12, 2005) analizan la existencia de células precursoras pancredticas
adultas que pueden generar células (8, y se denominan precursores multipotentes derivados del pancreas. Otras células
madre pueden inducirse a dirigir su diferenciacién hacia la célula §8. Para cualquiera de estas fuentes de células 3, los
procedimientos y agentes analizados anteriormente son adecuados para inducir la proliferacién y limitar la diferencia-
cién, para conseguir un nimero adecuado de células para uso terapéutico.

Las células madre neurales adultas pueden diferenciarse en neuronas, astrocitos, y oligodendrocitos, que son los
tres linajes principales del sistema nervioso adulto. Puede ser apropiado manipular las células madre neurales adultas
in situ para conseguir neurogeneracion in vivo. Las células madre activas existen en el cerebro adulto en la region del
giro dentado del hipocampo y la zona subventricular del prosencéfalo, y estas células madre pueden diferenciarse en
neuronas, astrocitos y oligodendrocitos. Ademds, existen agrupamientos de células madre inactivas en la médula espi-
nal, sustancia negra, nervio 6ptico, e hipotdlamo. (Agrawal, S. et al., 2005). De esta manera, agrupamientos definidos
de células madre neurales estdn disponibles para modulacién.

Las células madre de la piel pueden inducirse para proliferar in vivo para potenciar o restaurar el crecimiento capi-
lar. Evidencias recientes sugieren que la ruta de Wnt estd implicada en la capacidad de las células epiteliales de la piel
para adquirir y/o mantener las caracteristicas de las células madre multipotentes. (Alonso, L. ez al.; PNAS 100:11830-
11835, 2003). Las células madre multipotentes en la piel reciben las sefiales de Wnt antes de ser destinadas a la for-
macién de foliculos pilosos. En piel de ratén transgénico en la que B-catenina estd estabilizada constitutivamente, la
epidermis interfolicular adulta asume caracteristicas de la piel embrionaria, y puede tener la capacidad de desarrollarse
en foliculos pilosos. (Gat, V., Cell 95:605-614, 1998). De esta manera, los agentes y procedimientos analizados ante-
riormente son adecuados para potenciar la proliferacién de células madre multipotentes en la piel, proporcionando un
depésito de células capaz de formar foliculos pilosos para aumentar o sustituir el crecimiento del cabello perdido, in-
cluyendo aplicaciones in vivo, por ejemplo mediante uso topico. La Patente de Estados Unidos N° 6.419.913 describe
composiciones adecuadas para el suministro topico de agentes terapéuticos incluyendo agentes para el tratamiento de
la pérdida del cabello. La Patente de Estados Unidos N° 6.680.344 describe también el suministro tépico de agentes
para tratar la pérdida del cabello.

Ademas de usar las células madre después de la proliferacién inducida por los agentes y procedimientos anali-
zados anteriormente, también es posible alterar las células madre antes de su uso, por terapia génica. Se contemplan
procedimientos para potenciar la proliferacion de células madre de mamifero que expresan un gen exégeno, antes de
la administracion de las células para uso terapéutico. La terapia génica puede realizarse también in vivo, por ejemplo,
para alterar la diferenciacion potencial de células madre neurales. (Gomes, W. A. et al., Dev. Biol. 255:164-177, 2003;
Pardridge, W.M., Curr. Opin. Drug Discov. Devel. 6:683-691, 2003).

Un ensayo adecuado para determinar si las células madre de mamifero se mantienen o no en un estado no dife-
renciado implica el uso de un informador génico bajo el control del promotor OCT4. OCT4 es un marcador conocido
del estado no diferenciado de las células madre/progenitoras, y la regién promotora puede unirse funcionalmente a
un informador génico tal como PFVP (proteina fluorescente verde potenciada) como se describe en Gerrard, L. et
al., Stem Cells 23:124-133 (2005)), o luciferasa. Usando cualquier informador génico, las células se transfectan con
una construccién de OCT4-informador génico usando los procedimientos descritos en Gerrard et al. (2005) y pue-
de ensayarse el efecto de agentes adecuado sobre el estado no diferenciado frente al estado de diferenciacion de las
células.

Los procedimientos para ensayar el efecto de las moléculas pequefias sobre células madre in vitro incluyen aquellos
descritos por Chen, J. K. et al., PN.A.S. 99:14701-14076 (2002) y Franlt-Kamenctsky, M. et al., J. Biol 1:10 (2002).

Las células madre embrionarias representan una herramienta importante para la investigacion y, en principio, un
recurso potencial para la medicina regenerativa (Hori Y et al Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 2002, 99, 16105, Kim JH
et al. Nature, 2002, 418, 50 Lanza RP et al, Nat Med, 1999, 5, 975). Las células ES murinas (ESm), derivadas de masa
celular interna pluripotente, pueden desarrollarse en ausencia de células suministradoras en medios complementados
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con suero y FIL. La capacidad de FIL para mantener la pluripotencia celular de ESm, requiere la activacién de la ruta
de sefalizacién STAT3. Sin embargo, FIL no mantiene el estado no diferenciado de las células ESh a pesar del hecho
de que activa la ruta de sefializaciéon STAT3 (Humphrey R y Beattie G Stem Cells 2004, Daheron L y Opitz S Stem
Cells 2004).

Como se muestra en detalle en los Ejemplos, la dependencia de la dosis de IQ-1 mantenia la proliferacion ce-
lular y pluripotencia de ES, 1Q-1 podia mantener la proliferaciéon celular de ES en ausencia de suero si los medios
se complementaban con Wnt3a. Es importante destacar que Wnt3a mas 1Q-1 era suficiente para mantener la pro-
liferacion celular y pluripotencia de ES durante periodos de tiempo prolongados en cultivo (al menos durante 48
dias). Wnt3a mas 1Q-1 aumentaba la expresién de Oct4 y Sox2 y disminuia la expresién de c-myc en células de
carcinoma embrionario P19. Recientemente, Boyer et al. (Cell 122, 947, 2005) han demostrado que Oct4 y Sox2
co-ocupaban los promotores/potenciadores de una parte sustancial de los genes requeridos para el mantenimiento de
células ES humanas. Adicionalmente, c-myc parece tener un papel critico en el equilibrio entre la auto-renovacién
de las células madre y la diferenciacién y el aumento tras la diferenciacién (Wilson A et al Genes Dev 18, 2747,
2004).

La sefializacién canénica o de Wnt/B-catenina desempefia un papel crucial en la regulacion de la expansion de
poblaciones de células madre tanto humanas como de ratén (Kleber M y Sommer L Current Op Cell Bio 2004, Willert
K y Brown J Nature 2003, y Sato N y Meijer L Nat. Med 2004). Sin embargo, numerosos estudios han demostrado
que las Wnt pueden actuar como un factor de crecimiento que mantiene la pluripotencia o como alternativa inducir la
diferenciacion e influir en las decisiones del linaje celular (Kleber y Sommer 2004, Hie F y Sommer L Cell Mol Life
Sci 2005, Murashov A, Pak E Faseb J 2004, Feng Z y Srivastava A BBRC 2004).

Recientemente, los inventores han desarrollado un modelo para explicar esta sefializacion divergente de las acti-
vidades de Wnt/B-catenina (Figura 5). Este modelo resalta los diferentes papeles de los coactivadores CBP y p300 en
la sefializacion de la ruta de Wnt/B-catenina (Emami et al 2004, Ma et al 2005, Teo et al 2005, McMillan y Kahn
2005). La caracteristica critica del modelo es que la transcripcién mediada por FCT/B-catenina/CBP es critica para la
proliferacion celular de células madre/progenitoras, mientras que un cambio a la transcripcién mediada por FCT/B-ca-
tenina/p300, inducida o no quimiogenémicamente con ICG-001 o endégenamente, es critica para iniciar un programa
de diferenciacién con una capacidad proliferativa mds limitada. Basdndose en este modelo, se realizaron experimentos
para determinar si IQ-1 afectaba al uso del coactivador CBP selectivo en la sefializacién de la ruta de Wnt/g-catenina.

IQ-1 promovia selectivamente la interaccién S-catenina/CBP a costa de la correspondiente interaccién p300/3-
catenina. Usando un enfoque de cromatografia de afinidad, se muestra en el presente documento que las dianas mole-
culares de 1Q-1 son las subunidades reguladoras empalmadas diferencialmente PR72/PR130 de la proteina fosfatasa
PP2A (Bernards R 2004 y publicado). Bernards ha demostrado previamente que PR72 interactuaba con la proteina
Nkd, un antagonista de la sefializaciéon de Wnt/g-catenina inducible por Wnt, y que la pérdida de cualquiera de PR72 o
Nkd daba como resultado la activacion de la sefializacién de Wnt/B-catenina. IQ-1 tenia efectos drasticos sobre el des-
arrollo embrionario de pez cebra y la extension convergente. Identificando PR72/130 como dianas moleculares de 1Q-
1, la invencién proporciona un ensayo para identificar otros agentes utiles para promover y/o mantener la proliferacién
de las células madre.

La capacidad para expandir poblaciones “madre/progenitora” en condiciones de crecimiento definidas tiene im-
portantes ramificaciones en el drea de la medicina regenerativa (Hori Y et al Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 2002,
99, 16105, Kim JH et al. Nature, 2002, 418, 50 Lanza RP et al, Nat Med, 1999, 5, 975). La senalizacién de la ruta
de Wnt desempefia claramente un importante papel en la expansién de poblaciones “madre/progenitora” (Reya T et
al. Nature, 2005,434, 843). Sin embargo, la sefializacion de Wnt también es critica en los procedimientos de dife-
renciacién y desarrollo de células, tejidos y 6rganos. Estos comportamientos de sefializacién divergentes de Wnt se
controlan aparentemente mediante el uso selectivo de las proteinas coactivadoras CBP o p300 (Ma et al., Teo et al. y
McMillan y Kahn 2005). La eleccion endégena del uso del coactivador parece estar controlada por una serie compleja
de modificaciones post-traduccionales diferenciales.

Farmacolégicamente, el inventor habia mostrado previamente la seleccién directa del coactivador bloqueando la
interaccion CBP/B-catenina con ICG-001, forzando de esta manera un cambio a la interaccion p300/catenina, que
tiene efectos divergentes del promotor especifico (Ma et al.). Los resultados de la presente invencién demuestran
que IQ-1, mediante la modulacién de las modificaciones post-traduccional y la interaccidon con los componentes de
la retroalimentacion inhibidora de Wnt/B-catenina, puede manipular también la seleccién de Wnt/coactivador de -
catenina. Potenciar la sefializacién de Wnt/B-catenina/CBP y evitar el cambio al uso de Wnt/B-catenina/p300 mediante
1Q-1 permite la expansién a largo plazo de células ES mientras se mantiene la pluripotencia en medios definidos sin
FEM o suero. La proliferacién controlada de células “madre/progenitoras” para la produccién de los materiales de
partida requeridos para la medicina regenerativa es una aplicacién importante.

Los compuestos adicionales ttiles para la realizacién practica de los procedimientos descritos y reivindicados
en el presente documento incluyen los compuestos descritos y mostrados en la publicacién de patente japonesa
JP2006/180763A2, presentada el 27 de diciembre de 2004. Los compuestos de la publicacién de patente incluyen
aquellos designados como compuestos con las estructuras como las descritas en el documento JP2006/180763A2; los
ejemplos se muestran a continuacion.
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Los compuestos incluyen los siguientes, designados a continuacién como nimeros de férmula (compuesto).

Formula 1

~R

G

)

s

en la que R!, R?, R? y R* pueden ser iguales o diferentes; y representan un grupo atractor de electrones, un grupo
donador de electrones o un dtomo de hidrégeno. El anillo A indica un anillo de 5 a 8 miembros que contiene dentro del
anillo al menos un heterodtomo. X indica un grupo alquileno con de 0 a 10 4tomos en la cadena principal. Un grupo
alquileno con 0 4&tomos indica un enlace sencillo. El etileno configurado por al menos uno de dichos grupos alquileno
puede estar sustituido con un grupo - C = C- y/o un grupo - N = N - y/o un grupo - CONH -. Ademds, puede ser un
grupo doble enlace que se une con el anillo A. Ademds, el grupo alquileno puede tener al menos un grupo atractor
de electrones, un grupo donador de electrones o un dtomo de hidrégeno como un grupo de sustitucién. G es un grupo
aromadtico que puede tener un grupo atractor de electrones, un grupo donador de electrones o un grupo hidrégeno.
Dicho anillo A puede tener al menos un grupo atractor de electrones y/o un grupo donador de electrones como un
grupo de sustitucioén en lugar de un grupo -XG.

Formula 2

en la que R', R%, R® y R*, X y G son iguales que los definidos en el Compuesto 1 anterior. R, R%, R7, R® y R°
pueden ser iguales o pueden ser diferentes e indican un grupo atractor de electrones, un grupo donador de electrones
o un dtomo de hidrégeno.

Formula 3

10
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enlaque R', R? R? R* Xy G son iguales que los definidos en el Compuesto 1 anterior. R’ y R® pueden ser iguales
o diferentes e indican un grupo atractor de electrones, un grupo donador de electrones o un dtomo de hidrégeno.

Formula 4
R* 9 g8
R WA
. . \‘f'R‘
R’J\] ~‘ "\R, (’
: 4
R"R‘ 3 R®

enla que R', R%, R*, R* R’ R® R’, R® y R’ son iguales a los definidos anteriormente. R'°, R'!, R'? y R'* pueden
ser iguales o diferentes y representan un grupo atractor de electrones, un grupo donador de electrones o un dtomo de
hidrégeno. La linea discontinua de lado doble y sencillo indica un enlace sencillo o un doble enlace. Cuando la linea
discontinua de lado doble y sencillo indica un doble enlace, estd presente un isémero geométrico para la parte de la
linea ondulada. No hay restricciones particulares sobre donde se disponen estos isdmeros geométricos y pueden ser
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independientes entre si, o pueden ser entidades E o entidades Z.

Formula §

en la que A puede ser un dtomo de hidrégeno o la Férmula 6:

11

(5)
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en la que R!, R?, R?, R*, R%, RS, R, R® y R’ son iguales a los definidos anteriormente. R'%, R'"', R'> pueden
ser iguales o diferentes e indican un grupo atractor de electrones, un grupo donador de electrones o un dtomo de
hidrégeno.

Formula 7
R! R
R T, P
) R® {6)
R"AT ' >‘ R'(
R~

en la que R!, R?, R?, R*, R® y R® son iguales a los definidos anteriormente. R7, R® y R’ pueden ser iguales o
diferentes e indican un grupo atractor de electrones, un grupo donador de electrones o un atomo de hidrégeno.
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Formula 8

en la que R!, R?, R* y R* pueden ser iguales o diferentes y representan un grupo atractor de electrones, un grupo
donador de electrones o un dtomo de hidrégeno. Por “un grupo donador de electrones” se entiende un grupo de
sustitucion que puede donar electrones a un anillo de benceno; por “grupo atractor de electrones” se entiende un grupo
de sustitucién que tiene la capacidad de atraer electrones sobre un anillo de benceno. Ademds, el grupo donador de
electrones se define como , < 0y el grupo atractor de electrones se define como ,, > o usando la constante del grupo de
sustituciéon de Hammett .. (Fundamental Organic Reaction Theory, Hashimoto Yasunobu, et al., Sankyo Publishing,
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1997).

Formula 9

1
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en la que R', R?, R}, R* y X y G se definen como en el caso anterior. R’, R®, R7, R® y R’ pueden ser iguales o
diferentes e indican un grupo atractor de electrones, un grupo donador de electrones o un dtomo de hidrégeno.

Formula 10

R F‘
{ —

¢

¥ S
r

& @)

en la que R', R?, R*, R* y X y G se definen como en el caso anterior, R’ y R pueden ser iguales o diferentes y
representan un grupo atractor de electrones, un grupo donador de electrones o un dtomo de hidrégeno.

Formula 1!

R12

R' g3 RS
: ) R’
R Mi
RI N\R‘
o
N’
HN
A
en la que A es un dtomo de hidrégeno o la Férmula 13:
Riﬂ R"

\

__<\ 12

13




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2332822 T3

Para las Féormulas 11 y 12, R' a R"® pueden ser iguales o diferentes y representan un grupo atractor de electrones,

un grupo donador de electrones o un dtomo de hidrégeno. Los ejemplos especificos incluyen:

2-(4-acetil-fenil azo)-2-(3,3-dimetil-3,4-dihidro-2H-isoquinolin- 1 -iliden)-acetamida
2-(3-acetil-fenil azo)-2-(3,3-dimetil-3,4-dihidro-2H-isoquinolin- 1-iliden)-acetamida
2-(4-bromo-fenil azo)-2-(3,3-dimetil-3,4-dihidro-2H-isoquinolin- 1-iliden)-acetamida
2-(3-bromo-fenil azo)-2-(3,3-dimetil-3,4-dihidro-2H-isoquinolin- 1-iliden)-acetamida
2-(4-clor-fenil azo)-2-(3,3-dimetil-3,4-dihidro-2H-isoquinolin-1-iliden)-acetamida
2-(3-clor-fenil azo)-2-(3,3-dimetil-3,4-dihidro-2H-isoquinolin-1-iliden)-acetamida
2-(3,3-dimetil-3,4-dihidro-2H-isoquinolin-1-iliden)-2-m-tolil azo-acetamida
2-(3,3-dimetil-3,4-dihidro-2H-isoquinolin-1-iliden)-2-p-tolil azo-acetamida
2-(3,3-dimetil-3,4-dihidro-2H-isoquinolin-1-iliden)-2-(4-metoxi-fenil azo)-acetamida
2-(3,3-dimetil-3,4-dihidro-2H-isoquinolin-1-iliden)2-(3-metoxi-fenil azo)-acetamida
2-(3,3-dimetil-3,4-dihidro-2H-isoquinolin-1-iliden)-2-(4-nitro-fenil azo)-acetamida
2-(3,3-dimetil-3,4-dihidro-2H-isoquinolin-1-iliden)-2-(3-nitro-fenil azo)-acetamida
2-(3,3-dimetil-3,4-dihidro-2H-isoquinolin-1-iliden)-2-(4-sulfamoil-fenil azo)-acetamida
2-(3,3-dimetil-3,4-dihidro-2H-isoquinolin-1-iliden)-2-(3-sulfamoil-fenil azo)-acetamida
2-(4-acetil amino-fenil azo)-2-(3,3-dimetil-3,4-dihidro-2H-isoquinolin-1-iliden)- acetamida
2-(3-acetil amino-fenil azo)-2-(3,3-dimetil-3,4-dihidro-2H-isoquinolin-1-iliden)-acetamida
2-(2-acetil-fenil azo)-2-(3,3-dimetil-3,4-dihidro-2H-isoquinolin- 1-iliden)-acetamida
2-(3,3-dimetil-3, 4-dihidro-2H-isoquinolin-1-iliden)-2-fenil azo-acetamida

éster de (4-acetil-fenil azo)-(3,3-dimetil-3,4-dihidro-2H-isoquinolin-1-iliden)-acetato de etilo
2-(4-acetil-fenil azo)-2-(3,3-dimetil-1,2,34-tetrahidro-isoquinolin-1-il)-acetamida
2-(4-acetil-fenil azo)-2-(3,3-dimetil-3,4-dihidro-2H-isoquinolin- 1 -iliden)N-metil-acetamida
2-(4-acetil-fenil azo)-2-(3,3-dimetil-3,4-dihidro-2H-isoquinolin- 1 -iliden)-N-fenil-acetamida
2-(4-acetil-fenil azo)-2-(2,3,3-trimetil-3,4-dihidro-2H-isoquinolin-1-iliden)-acetamida
(4-acetil-fenil azo)-(3,3-dimetil-3,4-dihidro-2H-isoquinolin- 1 -iliden)-acetonitrilo
2-(4-acetil-fenil azo)-2-(3,3-dimetil-3,4-dihidro-2H-isoquinolin- 1-iliden)-N,N-dimetil-acetamida
(4-acetil-fenil azo)-(3,3-dimetil-3,4-dihidro-2H-isoquinolin-1-iliden)-acetato
2-(2-acetil-3,3-dimetil-3,4-dihidro-2H-isoquinolin-1-iliden)-2-(4-acetil-fenil azo)-acetamida
2-ciano-2-(3,3-dimetil-3,4-dihidro-2H-isoquinolin-1-iliden)-N-p-tolil-acetamida
2-ciano-2-(3,3-dimetil-3,4-dihidro-2H-isoquinolin-1-iliden)-N-m-tolil-acetamida
2-ciano-2-(3,3-dimetil-3,4-dihidro-2H-isoquinolin-1-iliden)-N-o-tolil-acetamida
2-ciano-2-(3,3-dimetil-3,4-dihidro-2H-isoquinolin-1-iliden)-N-(4-metoxi-fenil)-acetamida
2-ciano-2-(3,3-dimetil-3,4-dihidro-2H-isoquinolin-1-iliden)-N-(3-metoxi-fenil)-acetamida
2-ciano-2-(3,3-dimetil-3,4-dihidro-2H-isoquinolin-1-iliden)-N-(4-nitro-fenil)-acetamida
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2-ciano-2-(3,3-dimetil-3,4-dihidro-2H-isoquinolin-1-iliden)-N-(3-nitro-fenil)-acetamida

éster de benzoato de 4-[2-ciano-2-(3,3-dimetil-3,4-dihidro-2H-isoquinolin- 1-iliden-acetil amino]-etilo
éster de benzoato de 3-[2-ciano-2-(3,3-dimetil-3,4-dihidro-2H-isoquinolin-1-iliden)-acetil amino]-etilo
2-ciano-2-(3,3-dimetil-3,4-dihidro-2H-isoquinolin-1-iliden)-N-fenil-acetamida
2-ciano-2-(3,3-dimetil-3,4-dihidro-2H-isoquinolin-1-iliden)-N-(2,4-dimetilfenil)-acetamida

2-ciano-2-(3,3-dimetil-3,4-dihidro-2H-isoquinolin-1-iliden)-acetamida

Formula 15

en la que R' a R son grupos atractores de electrones, un grupo donador de electrones o un dtomo de hidrégeno que
pueden ser iguales o diferentes. De estos, R' a R® deberian ser un grupo o un dtomo seleccionado entre un grupo
constituido por un grupo alquilo, un grupo alcoxi, un grupo hidroxilo, un grupo nitro, un grupo nitrilo, un grupo
acetoxi, un grupo acetoxi alquilo, un grupo amino alquil alquilo ciclico que puede incluir un 4tomo de oxigeno,
un grupo aminoalquil dialquilo, un grupo amino vinil dialquilo, un grupo amino alquil hidroxi alquilo, un grupo
aminovinil arilo, un grupo alcoxi carbonilo, un 4tomo de halégeno y un 4tomo de hidrégeno. Ademas, R' y R? deberian
ser un dtomo de hidrégeno; R? deberia ser un grupo hidroxi o un grupo acetoxi; R* deberfa ser un grupo acetoxi alquilo,
un grupo aminoalquil alquilo ciclico que puede contener un dtomo de oxigeno, un grupo amino alquilo inferior di-
alquilo inferior, un grupo amino alquilo inferior hidroxi alquilo inferior o un dtomo de hidrégeno;

R® deberia ser un grupo alquilo inferior, un grupo amino vinil di-alquilo inferior o un grupo amino vinil arilo; R®
deberia ser un grupo nitro; R’, R® y R’ deberfan ser un grupo alquilo inferior, un grupo alcoxi inferior o un dtomo de
hidrégeno que pueden ser iguales o diferentes.

Los ejemplos especificos de los compuesto incluyen:

2-metil-3-nitro-1-fenil- 1H-indol-6-o0l

1-(4-metoxi-fenil)-2-metil-3-nitro- 1 H-indol-6-o0l

2-metil-3-nitro-1-p-tolil-1H-indol-6-ol

2-[2-(4-metoxi-fenilo amino)-vinil] -3-nitro-1-p-tolil-1H-indol-6-0l

1-(2-metoxi-fenil)-2-metil-3-nitro-1H-indol-6-o0l

7-dimetil amino metil-2-(2-dimetil amino-vinil)-3-nitro-1-p-tolil- 1H-indol-6-o0l

clorhidrato de 1-(4-metoxi-fenil)-2-metil-3-nitro-7-piperidin-1-il metil-1H-indol-6-ol

2-(2-dimetil amino-vinil)-1-(4-metoxi-fenil)-7-morfolina-4-il metil-3-nitro-1H-indol-6-o0l

clorhidrato de 7-[(3-hidroxi-propil amino)-metil]-1-(4-metoxi-fenil)-2-metil-3-nitro-1H-indol-6-ol

7-dimetil amino metil-2-(2-dimetil amino vinil)-1-(4-metoxi-fenil)-3-nitro-1H-indol-6-ol
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7-dietil amino metil-1-(4-metoxi-fenil)-2-metil-3-nitro-1H-indol-6-o0l
7-dimetil amino metil-2-metil-3-nitro-1-p-tolil-1H-indol-6-o0l

1-(4-metoxi-fenil)-2-metil-3-nitro-7-piperidin-1-il metil-1H-indol-6-ol acetato 7-acetoxi metil-2-metil-3-nitro-1-
p-tolil-1H-indol-6-il éster

2-(2-dimetil amino vinil)- 1-(4-metoxi-fenil)-3-nitro-7-piperidin-1-il metil-1H-indol-6-ol

7-dimetil amino metil-2-metil-3-nitro-1-fenil-1H-indol-6-o0l

acetato de 7-dimetil amino metil-1-(4-metoxi-fenil)-2-metil-3-nitro- 1H-indol-6-o0l

éster metilico de 6-acetoxi-1-(4-metoxi-fenil)-2-metil-3-nitro-1H-indol-7-ilo

2-(2-dimetil amino-vinil)-3-nitro-1-p-tolil-1H-indol-6-ol

2-(2-dimetil amino-vinil)-3-nitro-1-fenil-1H-indol-6-o0l

éster metilico de acetato de 6-acetoxi-2-(2-dimetil amino-vinil)- 1-(4-metoxi-fenil)-3-nitro- 1H-indol-7-ilo
1-(4-clor-fenil)-2-metil-3-nitro- 1H-indol-6-o0l

éster metilico de acetato de 2-(2-dimetil amino-vinil)-6-hidroxi-1-(4-metoxil-fenil)-3-nitro-1H-indol-7-ilo
éster de carbonato de 5-hidroxi-2-metil-4,6-dinitro-1-fenil-1H-indol-3-etilo
7-[[bis-(2-hidroxi-etil)-amino]-metil]- 1-(4-metoxi-fenil)-2-metil-3-nitro- 1 H-indol-6-o0l
7-[[bis-(2-hidroxi-etil)-amino]-metil]-2-metil-3-nitro- 1 -p-tolil- 1H-indol-6-o0l

7-dimetil amino metil-2-(2-dimetil amino-vinil)-3-nitro-1-fenil-1H-indol-6-o0l

2-(6-hidroxi-3-nitro- 1-fenil-1H-indol-2-il metil)-isotio urea

éster de acetato de 2-(N,N’-difenil-carbamimida il sulfanil metil)-1-(4-metoxi-fenil)-3-nitro-1H-indol-6-ilo
éster metilico de acetato de 6-acetoxi-1-(4-acetoxi-fenil)-2-(dimetil amino-vinil)-3-nitro-1H-indol-7-ilo
2-(2-dimetil amino-5-hidroxi-benzofuran-3-il)-1-(4-metoxi-fenil)-3-nitro-1H-indol-6-o0l

2-(2-dimetil amino-vinil)-1-(4-metoxi-fenil)-3-nitro-1H-indol-6-ol
5-bromo-1-(4-metoxi-fenil)-2-metil-3-nitro-1H-indol-6-o0l

acetato de 1-(4-metoxi-fenil)-2-metil-3-nitro-1H-indol-6-ol

7-dimetil amino metil-6-hidroxi-2-metil-1-fenil- 1H-indol-3-carbonitrilo

7-dietil amino metil-6-hidroxi-2-metil-1-fenil-1H-indol-3-carbonitrilo

2-(2-dimetil amino-5-hidroxi-benzofuran-3-il)-6-metoxi-1-fenil-1H-indol-3-carbonitrilo
6-metoxi-2-metil-1-fenil-1H-indol-3-carbonitrilo

2-(2-dimetil amino-vinil)-6-metoxi-1-fenil-1H-indol-3-carbonitrilo

5-bromo-6-hidroxi- 1-(4-metoxi-fenil)-2-metil- 1H-indol-3-carbonitrilo

5,7-dibromo-6-hidroxi- 1-(4-metoxi-fenil)-2-metil- 1 H-indol-3-carbonitrilo

6-hidroxi- 1-(4-metoxi-fenil)-2-metil- 1H-indol-3-carbonitrilo
6-hidroxi-2-metil-1-p-tolil-1H-indol-3-carbonitrilo

6-hidroxi-2-metil-1-fenil-1H-indol-3-carbonitrilo

1H-furo [2,3-g] indol-3-acetato, 5-hidroxi-1-(4-metoxi fenil)-2,8-dimetilo, éster etilico
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éster de acetato de 5-bromo-7-dimetil aminometil-6-hidroxi- 1-fenil-2-fenilo sulfanil metil-1H-indol-3-etilo
6-hidroxi-2-metil-1-fenil-1H-indol-3-acetato

éster de acetato de 5-bromo-6-hidroxi-1-fenil-2-fenilo sulfanil metil-1H-indol-3-etilo

éster de acetato de 6-acetoxi-5-bromo-2-metil-1-fenil-1H-indol-3-etilo

éster de acetato de 5-bromo-7-dimetil amino metil-6-hidroxi-1-fenil-2-fenilo sulfanil metil-1H-indol-3-etilo.
éster de acetato de 6-acetoxi-5-bromo-2-bromometil-1-fenil-1H-indol-3-etilo

éster de acetato de 6-acetoxi-2-bromo metil-1-fenil-1H-indol-3-etilo

éster de acetato de 6-acetoxi-2-metil-1-fenil-1H-indol-3-etilo

pirrolo [2,3-f] [1,3] benzoxadin-3-acetato, 8-etil-1,7,8,9-tetrahidro-2-metil-1-(4-nitrofenil)-, éster etilico
éster de acetato de 6-acetoxi-2-metil-1-(2-trifluorometil-fenil)-1H-indol-3-etilo

éster de acetato de 1-(2,4-dimetoxi-fenil)-6-hidroxi-2-metil-1H-indol-3-etilo

éster de acetato de 6-hidroxi-1-(4-metoxi-fenil)-2-metil-1H-indol-3-etilo

éster de acetato de 1-(4-etoxi carbonil-fenil)-6-hidroxi-2-metil-1H-indol-3-etilo

éster de acetato de 1-(4-ciano-fenil)-6-hidroxi-2-metil-1H-indol-3-etilo

éster de acetato de 6-hidroxi-2-metil-1-(2-trifluoro metil-fenil)-1H-indol-3-etilo

éster de acetato de 6-hidroxi-2-metil-1-(4-trifluoro metil-fenil)-1H-indol-3-etilo

éster de acetato de 6-hidroxi-2-metil-1-(4-nitro-fenil)-1H-indol-3-etilo

éster de acetato de 1-(4-bromo-fenil)-6-hidroxi-2-metil-1H-indol-3-etilo

éster de acetato de 1-(4-fluoro-fenil)-6-hidroxi-2-metil-1H-indol-3-etilo

éster de acetato de 6-hidroxi-2-metil-1-(4-nitro-fenil)-5,7-bis-piperidin-1-il metil-1H-indol-3-etilo
éster de acetato de 5,7-bis-dimetil amino metil-6-hidroxi-2-metil-1-(4-nitro-fenil)-1H-indol-3-etilo
éster de acetato de 6-hidroxi-2-metil-1-(4-nitro-fenil)- 1 H-indol-3-etilo

éster de acetato de 6-acetoxi-1-(4-clor-fenil)-2-metil-1H-indol-3-etilo

éster de acetato de 7-dimetil amino metil-6-hidroxi-2-metil-1-(4-nitro-fenil)- 1H-indol-3-etilo

éster de acetato de 7-dimetil amino metil-6-hidroxi-2-metil-1-fenil-1H-indol-3-etilo

éster de acetato de 6-hidroxi-2-metil-1-p-tolil-1H-indol-3-etilo

éster de acetato de 6-hidroxi-2-metil-1-fenil-1H-indol-3-etilo

éster de acetato de 1-(4-clor-fenil)-7-dimetil amino metil-6-hidroxi-2-metil-1H-indol-3-etilo

éster de acetato de 1-(4-dimetil amino-fenil)-6-hidroxi-2-metil-1H-indol-3-etilo

éster de acetato de 1-(2-clor-fenil)-6-metoxi-2-metil-1H-indol-3-etilo

éster de acetato de 1-(2-clor-fenil)-6-hidroxi-2-metil-1H-indol-3-etilo

éster de acetato de 6-acetoxi-1-(4-clor-fenil)-2-metil-5,7-dinitro-1H-indol-3-etilo

éster de acetato de 1-(4-clor-fenil)-6-hidroxi-2-metoxi-2-metil-5,7-dinitro-1H-indol-3-etilo

éster de acetato de 6-acetoxi-5,7-dibromo-1-(4-clor-fenil)-2-metil-1H-indol-3-etilo

éster de acetato de 5,7-dibromo-1-(4-clor-fenil)-6-hidroxi-2-metil- 1H-indol-3-etilo

éster de acetato de 6-acetoxi-5-bromo-1-(4-clor-fenil)-2-metil-1H-indol-3-etilo
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éster de acetato de 5-bromo-1-(4-clor-fenil)-6-metoxi-2-metil-1H-indol-3-etilo
1-(4-clor-fenil)-6-metoxi-2-metil-1H-indol-3-acetato

éster de acetato de 1-(4-clor-fenil)-6-metoxi-2-metil-1H-indol-3-etilo

éster de acetato de 1-(4-clor-fenil)-6-hidroxi-2-metil-1H-indol-3-etilo.

Los ejemplos del grupo alquilo inferior representado por R son los siguientes: metilo, etilo, n-propilo, isopropilo,
n-butilo, isobutilo, sec-butilo, terc-butilo, n-pentilo, isopentilo, neopentilo, 1-metil propilo, n-hexilo, isohexilo, 1,1-
dimetil butilo, 2,2-dimetil butilo, 3,3-dimetil butilo, 3,3-dimetil propilo, 2-etil propilo y similares. Metilo es especial-
mente adecuado. Los ejemplos del grupo alcoxi inferior representado por R son los siguientes: metoxi, etoxi, propoxi,
isopropoxi, butoxi, sec-butoxi, terc-butoxi, pentoxi, hexiloxi, heptiloxi, octiloxi y similares. Metoxi es especialmente
adecuado.

Los ejemplos del dtomo de halégeno representado por R son los siguientes: fldor, cloro, bromo, yodo y similares
aunque cloro o bromo son especialmente adecuados. Los ejemplos del grupo acilo inferior representado por R son
los siguientes: formilo, acetilo, propionilo, butirilo y similares y acetilo es especialmente adecuado. Los ejemplos del
grupo alquilo inferior que pueden formar la estructura ciclica representado por R son los siguientes: ciclobutilo, ci-
clopentilo, ciclohexilo, cicloheptilo, ciclooctilo y similares. Ciclopentilo, ciclohexilo y cicloheptilo son especialmente
adecuados.

Los ejemplos del alcoxi inferior carbonilo representado por R son los siguientes: metoxi carbonilo, etoxi carbonilo,
propoxi carbonilo y similares, siendo metoxi carbonilo o etoxi carbonilo especialmente adecuados. Los ejemplos del
amino carbonilo representado por R son los siguientes: -CONR; (R es un 4tomo de hidrégeno que pueden ser iguales
o diferentes; representa el grupo alquilo inferior ilustrado previamente, y un grupo fenilo que puede tener un grupo de
sustitucion).

Los ejemplos del grupo aminocarbonilo secundario representado por R son -CONHR (R indica un grupo alquilo
inferior ilustrado previamente y un grupo fenilo que puede tener un grupo de sustitucién). Ademds, el grupo amino
carbonilo terciario puede ser -CONR, (R representa el grupo alquilo inferior que se ilustré previamente que pueden ser
iguales o diferentes, y un grupo fenilo que puede tener un grupo de sustitucién). Los ejemplos del grupo amino alquilo
representado por R son: -(CH,), -NR, (donde n es un nimero entero de 1 a 8 y preferiblemente 1). R es un dtomo de
hidrégeno, un grupo alquilo inferior, o un grupo alquilo inferior que puede formar una estructura ciclica que pueden
ser iguales o diferentes (pueden incluirse de 1 a 3 heterodtomos de nitrégeno y oxigeno en la estructura ciclico), y un
grupo fenilo que puede tener un grupo de sustitucién) y similares.

Un ejemplo del acetoxi alquilo representado por R es: -(CH,), -Oac (donde n es un nimero entero de 1 a 8) y nes
preferiblemente 1.

Otros ejemplos especificos incluyen los compuestos de féormulas 17-28 a continuacion.

3,3-dimetil-1,2,3,4-tetrahidroisoquinoliniden-1-acetamida (férmula 17)

2-(4-acetil-fenil azo)-2-(3,3-dimetil-3,4-dihidro-2H-isoquinolin- 1-iliden)-acetamida (férmula 18)
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2-(3-acetil-fenil azo)-2-(3,3-dimetil-3,4-dihidro-2H-isoquinolin-1-iliden)-acetamida (férmula 19)

(4-acetil-fenil azo)-(3,3-dimetil-3,4-dihidro-2H-isoquinolin- 1 -iliden)-acetonitrilo (férmula 22)

R Yme:.
NN

/@'N‘N o
AR

(4-acetil-fenil azo)-(3,3-dimetil-3,4-dihidro-2H-isoquinolin-1-iliden)-acetato (férmula 23)
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éster de acetato de (4-acetil-fenil azo)-(3,3-dimetil-3,4-dihidro-2H-isoquinolin-1-iliden)-etilo (férmula 24)
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2-(4-acetil-fenil azo)-2-(3,3-dimetil-1,2,3,4-tetrahidro-isoquinolin-1-il)-acetamida (férmula 28)

e
e
NH

o
NH
Ae 2

Otros ejemplos de compuestos incluyen:
2-ciano-2-(3,3-dimetil-3,4-dihidro-2H-isoquinolin-1-iliden)-N-p-tolil-acetamida
2-(4-acetil-fenil azo)-2-(3,3-dimetil-3,4-dihidro-2H-isoquinolin- 1-iliden)-acetamida
2-(3-clor-fenil azo)-2-(3,3-dimetil-3,4-dihidro-2H-isoquinolin-1-iliden)-acetamida
2-(3,3-dfinetil-3,4-dihidro-2H-isoquinolin-1-iliden)-2-(3-metoxi-fenil azo)-acetamida
2-(3,3-dimetil-3,4-dihidro-2H-isoquinolin-1-iliden)-2-(3-nitro-fenil azo)-acetamida
2-(3,3-dimetil-3,4-dihidro-2H-isoquinolin-1-iliden)-2-(4-tolil-azo-fenil azo)-acetamida
2-(3-acetil-fenil azo)-2-(3,3-dimetil-3,4-dihidro-2H-isoquinolin- 1-iliden)-acetamida

2-(3,3-dimetil-3,4-dihidro-2H-isoquinolin- 1 -iliden)-2-en-tolil-azo-acetamida 2-metil-3-nitro-1-fenil-1H-indol-6-

ol

1-(4-metoxi-fenil)-2-metil-3-nitro- 1H-indol-6-0l 2-metil-3-nitro-1-p-tolil-1H-indol-6-0l

2-[2-(4-metoxi-fenilo amino)-vinil]-3-nitro-1-p-tolil-1H-indol-6-0l 1-(2-metoxi-fenil)-2-metil-3-nitro-1H-indol-
6-o0l

7-dimetil amino metil-2-(2-dimetil amino-vinil)-3-nitro-1-p-tolil-1H-indol-6-ol
1-(4-metoxi-fenil)-2-metil-3-nitro-7-piperidin-1-il metil-1H-indol-6-ol

2-(2-dimetil amino-vinil)-1-(4-metoxi-fenil)-7-morfolina-4-il metil-3-nitro-1H-indol-6-o0l
7-[(3-hidroxi-propil amino)-metil]-1-(4-metoxi-fenil)-2-metil-3-nitro-1H-indol-6-ol
7-dimetil amino metil-2-(2-dimetil amino-vinil)-1-(4-metoxi-fenil)-3-nitro- 1H-indol-6-o0l
7-dimetil amino metil-1-(4-metoxi-fenil)-2-metil-3-nitro-1H-indol-6-o0l

7-dimetil amino metil-2-metil-3-nitro-1-p-tolil-1H-indol-6-o0l
1-(4-metoxi-fenil)-2-metil-3-nitro-7-piperidin-1-il metil-1H-indol-6-ol

éster de acetato 7-acetoxi metil-2-metil-3-nitro-1-p-tolil-1H-indol-6-o0l

2-(2-dimetil amino-vinil)-1-(4-metoxi-fenil)-3-nitro-7-piperidin-1-il metil-1H-indol-6-o0l
7-dimetil amino metil -2-metil-3-nitro- 1-fenil-1H-indol-6-0l

7-dimetil amino metil-1-(4-metoxi-fenil)2-metil-3-nitro-1H-indol-6-o0l

éster metilico de acetato 6-acetoxi-1-(4-metoxi-fenil)-2-metil-3-nitro-1H-indol-7-ilo

2-(2-dimetil amino-vinil)-3-nitro-1-p-tolil-1H-indol-6-o0l
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2-(2-dimetil amino-vinil)-3-nitro-1-fenil-1H-indol-6-o0l

éster de acetato 6-acetoxi-2-(2-dimetil amino-vinil)-1-(4-metoxi-fenil)-3-nitro- 1H-indol-7-il metilo
1-(4-clor-fenil)-2-metil-3-nitro- 1H-indol-6-o0l

éster de acetato 2-(2-dimetil amino-vinil)-6-hidroxi-1-(4-metoxi-fenil)-3-nitro-1H-indol-7-il metilo
éster de carboxilato de 5-hidroxi-2-metil-4,6-dinitro-1-fenil-1H-indol-3-etilo.

Dichos compuestos pueden ensayarse como se describe en los Ejemplos en el presente documento para su adecua-
bilidad para la realizacién préctica de los procedimientos descritos en el presente documento.

Debe entenderse que los ejemplos y realizaciones descritos en el presente documento son s6lo para propésitos
ilustrativos y que diversas modificaciones o cambios a la luz de los mismos se les ocurrirdn a las personas especialistas
en la técnica.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos no se incluyen dentro del alcance de la invencién actualmente reivindicada pero ayudan a
entender la invencién demostrando la actividad de un compuesto que puede identificarse usando el procedimiento de
la invencion.

Procedimientos Experimentales usados en los Ejemplos 1-7

Cultivo celular. Se mantuvieron ESC, D3ES (ATCC CRL-1934) en FEM tratados con mitomicina C en medio de
ESC de ratén que contenia DMEM (Invitrogen) complementado con FBS al 15% (Invitrogen), aminoécidos no esen-
ciales MEM 0,1 mM (Invitrogen), 2-mercaptoetanol 0,1 mM (Sigma), L-glutamina 2 mM (Invitrogen) y 1.000 U/ml
de FIL (CHEMICON). Para retirar los FEM, las células se recogieron por tripsinizacién y se colocaron en placas en
platillos de cultivo recubiertos con gelatina durante 20 min. Las células no adherentes que consistian principalmente en
ESC se volvieron a colocar en placas en platillos de cultivo recubiertos con gelatina de nuevo. Las células no adheren-
tes se usaron para experimentos adicionales. Se cultivaron células P19 de acuerdo con las condiciones recomendadas
por la ATCC. Las células se incubaron a 37°C en una incubadora al 5% de CO,. El Wnt3a purificado se adquirié (R&D
Systems).

Seleccion de Compuestos. Para la seleccién de molécula pequeiia, se determind la actividad de fosfatasa alcalina
de las ESC. Las ESC se colocaron en placas de cultivo tisular de 96 pocillos (Falcon) a una densidad de 316-1.000
células por pocillo en medio de ESC sin FIL. Los compuestos se afiadieron a una concentracién final de 4 pug/ml. Las
células se trataron con compuestos durante 7 dias y las poblaciones de células de ensayo se lavaron con PBS y se
afiadieron 100 ul de solucién de fosfato de p-nitrofenilo (MOSS Inc.). La absorbancia a 405 nm se midié mediante un
espectrofotémetro (Spectramax, Molecular Devices).

Citrometria de Flujo. El andlisis de la expresiéon de SSEA-1 de las ESC se realiz6 por citometria de flujo de
acuerdo con Zandstra et al. (35). La poblacién de células de ensayo se lavo en solucién salina equilibrada de Hanks
(Invitrogen) enfriada con hielo que contenia FCS al 2% (HF) y se resuspendi6 durante 10 min en HF que contenia
anticuerpo monoclonal anti-ratén CD16/CD32 a 1 ug/100 pl (Phamingen) para bloquear la unién no especifica. Las
células bloqueadas se incubaron después a 1x107 células/ml durante 40 min en hielo con anti-SSEA-1 (Kyowa Medex)
seguido de anticuerpo FITC-Cabra anti Ratén IgM (ZYMED). Las células a analizar para su expresion de SSEA-1 se
lavaron entonces dos veces en HF, afiadiendo 2 ug/ml de yoduro de propidio (Dojindo) en el lavado final. Las células
se resuspendieron después en HF para su andlisis en un FACS Calibur (Becton Dickinson).

Las células NIH-3T3 (wt), las células NIH-3T3 CBP (+/-) y las células NIH-3T3 p300 (+/-) se transfectaron como
se describe en (26). En resumen, las células se transfectaron con TOPFLASH o FOPFLASH, usando Fugene6 (Roche
Molecular Biochemicals). Las eficacias de transfeccidon se normalizaron con el plasmido de luciferasa pRL-nulo. Los
ensayos con luciferasa se realizaron con el Sistema de Ensayo de Informador DUAL-Luciferasa (Promega).

RT-PCR en Tiempo Real. E1 ARN total se aislo y se transcribié en fase inversa usando Superscript III (Invitrogen).
Se realizé RT-PCR en tiempo real (Sybr Green; BioRad) usando los cebadores especificos para genes:

Nanog-F agggtctgctactgagatgctctg (SECID N°: 5)
Nanog-R caaccactggtttttctgccaccg (SECID N°: 6)
GAPDH-F ggtgaaggtcggtgtgaacgga (SECID N°: 7)
GAPDH-R tgttagtggggtctcgetectg (SECID N°: 8)
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En algunos experimentos, se transcribieron 2 ug del ARN total extraido en fase inversa usando el sistema Supers-
cript III RT-PCR (Invitrogen) de acuerdo con el protocolo del fabricante. Se amplificé 1 ul de ADNc por PCR con uno
o mas de los cebadores especificos para genes de las SEC ID N°: 5-18 usando ciclos de PCR optimizados para obtener
reacciones amplificadas en el intervalo lineal.

Oct-3/4-F ggcgttctctttggaaaggtgttc (SECID N°: 9)

Oct-3/4-R ctcgaaccacatccttetet (SEC ID N°: 10)
Rex-1-F gtcttatcgatgctggagtg (SECID N°: 11)
Rex-1-R aaagctcttctcgcagecat (SECID N°: 12)
Sox-2-F gcatgtcctactcgcagecag (SECID N°: 13)
Sox-2-R gctgatcatgtcccggaggt (SECID N°: 14)
C-Myc-F accaacagcaactatgacctc (SECID N°: 15)
C-Myc-R aaggacgtagcgaccgcaac (SECID N°: 16)
MDR-1-F tgcttatggatcccagagtga (SECID N°: 17)
MDR-1-R ttggtgaggatctctecgegt (SECID N°: 18)

Transfeccion y ensayo con Luciferasa. Se cultivaron ESC en platillos de cultivo celular de 96 pocillos recubiertas
con una solucidén de gelatina acuosa al 0,1% y se transfectaron con 0,2 pg/pocillo de pSTAT3-TA-Luc (CLONTECH),
usando Lipofectamina 2000 (Invitrogen). Después de 6 horas, las células se lavaron y se expusieron a 1Q-1 a las dosis
indicadas, o FIL, durante 24 horas. Las eficacias de transfeccién se normalizaron con el pldsmido de luciferasa pRL-
nulo. Los ensayos con luciferasa se realizaron con el Sistema de Ensayo Informador DUAL-Luciferasa (Promega).

En algunos experimentos, las células NIH-3T3 (wt), las células NIH-3T3 CBP (+/-) y las células NIH-3T3 p300
(+/-) se transfectaron como se describe en (26). En resumen, las células se transfectaron con TOPFLASH o FOP-
FLASH, usando Fugene6 (Roche Molecular Biochemicals). Las eficacias de transfeccién se normalizaron con plas-
mido de luciferasa pRL-nulo. Los ensayos con luciferasa se realizaron con el Sistema de Ensayo Informador DUAL-
Luciferasa (Promega).

Deteccion de CBP, p300, y fosfo-serina89-p300 en células P19. Las células P19 se expusieron a Wnt3A o vehiculo
de control, después de lo cual se afiadié 1Q-1 a una concentracién final de 10 uM. E1 DMSO de control era del 0,025%.
Las células se incubaron durante 24 horas. Al final de este periodo de incubacidn, las células se lavaron, se lisaron y se
sometieron a SDS-PAGE. Se detectaron CBP y p300 usando el anticuerpo policlonal de conejo (A-22) (1:5000); y (C-
20) (1:5000) (Santa Cruz), respectivamente. Se detectd fosfo-serina89-p300 usando antisuero habitual a una dilucién
de 1:100.

Co-inmunoprecipitacion de [3-catenina con CBP o p300 en células P19. La co-inmunoprecipitacién se realizé
como se describe en (27). En resumen, las células P19 se trataron con ICG-001 10 um o IQ-1 10 uM (el DMSO de
control era del 0,025%) durante 24 horas, después de lo cual se lavaron y lisaron usando. La fraccién nuclear se aislé y
preaclar6 con anticuerpos para CBP (A-22) o p300 (N-15). Se detecté la B-catenina usando un anticuerpo monoclonal
de ratén (Becton Dickinson) a una dilucién de 1:5000.

Afinidad de p300 fosforilado in vitro con 3-catenina. p300 recombinantes (1-110 aa) condensadas con un marcador
HA se incubaron con PKCa en tampdn quinasa (Hepes 20 mM, pH 7,4, acetato de magnesio 10 mM, ditiotreitol 1
mM, ATP 100 uM). La co-inmunoprecipitacion se realizé en lisados de P19 mezclados con el p300 fosforilado in vitro
usando un anticuerpo del marcador HA, se detecté p300 usando el anticuerpo policlonal de conejo (C20), 1:5000, se
detectd 3-catenina usando un anticuerpo monoclonal de ratén (Becton Dickinson) a una dilucién de 1:5000.

Purificacion por Afinidad de Proteinas Diana. Se cultivaron células P19 a una confluencia del 90-100%. Las célu-
las se lisaron en tampdn de unién a proteina [PBB, Hepes 20 mM, pH 7,9/NaCl 100 mM/EDTA 0,5 mM/Nonidet P-40
al 0,5%/MgCl, 6 mM/2-mercaptoetanol 5 mM/un comprimido de mezcla de inhibidor de proteasa completo (Roche
Molecular Biochemicals)]. Se unié 1Q-1 biotinilado durante una noche a temperatura ambiente a una suspension al
50% de perlas de estreptavidina-agarosa (Amersham Pharmacia) en tamp6n que contenia DMSO al 50% y PBB al
50%. Las perlas se lavaron para retirar IQ-1 no unido y después se incubaron con lisados celulares completos. Las
proteinas que eluyeron por ebullicién en SDS se tifieron por Coomassie para detectar proteinas diana, o inmunotrans-
feridas.

Experimentos con pez cebra. La cepa de pez cebra de tipo silvestre (AB) en la fase de 1-célula se traté con IQ-
1 a una concentracién final de 1 uM en medio embrionario durante 24 h. Se incubaron embriones de pez cebra de
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control a una concentracién equivalente de DMSO. Al final de este tratamiento de 24 h, los embriones se decloraron
manualmente y se crearon imagenes. Los embriones de pez cebra se mantuvieron a 28°C. Los resultados mostrados
son representativos de aquellos obtenidos de al menos 10 embriones para cada grupo, a partir de 2 experimentos
independientes.

Inmunocitoquimica y Anticuerpos. Las células se fijaron durante 20 min con paraformaldehido al 4% en PBS. La
inmunotincién se realizé usando protocolos convencionales. Se usaron anticuerpos primarios a las siguientes dilucio-
nes: monoclonal de ratén anti a-fetoproteina (R&D sistemas, 10 ug/ml), anti-Actina, monoclonal de ratén Ab-1 para
musculo liso (LAB VISION, 1:1), monoclonal de ratén anti-GATA4 (SANTA CRUZ, 1:100), monoclonal de ratén an-
ti-MAP(proteina asociada a microtibulos)2 (Chemicon, 1:200), monoclonal de ratén SIII-tubulina (Chemicon, 1:200),
monoclonal de ratén anti-Oligodendrocito (Chemicon, 1:1,000). Los anticuerpos secundarios fueron Alexa Fluor 488
0 594 IgG de cabra anti-ratén (H+L) (Invitrogen, 1:200). Se crearon imagenes de las células usando un microscopio
Olympus IX 70 con un aumento x 40-200.

Ejemplo 1
PR72/130 y proliferacion de células ES

La molécula pequeiia IQ-1 (Asahi Kasei Pharma, Figura 1) aumenté selectivamente el uso de 8-catenina de CBP
como un coactivador a costa del uso de p300, manteniendo de esta manera las células embrionarias (ES) en un estado
no diferenciado. La combinacién de Wnt3a e 1Q-1 permiti6 la proliferacién y el mantenimiento de la pluripotencia
como se juzga mediante la expresion de Oct4, Nanog y Rex1, mientas que IQ-1 solo no era suficiente para provocar la
proliferaciéon y mantener la pluripotencia de las células ES.

El presente ejemplo se refiere a la identificacién de la diana molecular de IQ-1. Para identificar la diana molecular
de IQ-1, lisados celulares completos de células de carcinoma embrionario P19 se trataron con IQ-1 biotinilada. Com-
parada con un compuesto biotinilado de control (Figura 3A, carril 2), la IQ-1 biotinilada se uni6 selectivamente a tres
proteinas (Figura 3A, carril 3). Las dos bandas a 72 y 130 kDa se identificaron por secuenciacién espectral de masa
como las subunidades reguladoras PR72/130 empalmadas diferencialmente de la proteina fosfatasa serina/treonina,
PP2A. Esto se confirmé posteriormente por inmunotransferencia (Figura 3B).

El hecho de que IQ-1 se una selectivamente a estas proteinas se correlaciona bien con los efectos observados sobre
la modulacién de la sefializacién de Wnt, ya que previamente se habia demostrado que PR72/130 interacciona con la
proteina cuticula desnuda, un componente de la ruta de sefializacién de Wnt, regulando de esta manera la sefializacién
de Wnt (Creyghton, M. P. ef al., Genes and Dev 19:376-386 2005). Usando morfolinos en embriones de xenopus, se
demostré también que PR72, como cuticula desnuda (Nkd), es un regulador negativo de la sefializacién de Wnt/3-
catenina y estd implicado en el cambio a una extension convergente no canénica (Creyghton et al.).

Ejemplo 2
1Q-1 mantenia el estado no diferenciado de las ESC

Se seleccionaron ESC murinas (D3 ES) con una biblioteca quimica (Asahi Kasei) para identificar compuestos que
potenciaran la produccién de Fosfatasa Alcalina (FA), un marcador de las ESC no diferenciadas (12). A partir de esta
seleccidn, se identificé IQ-1 (PM = 362,42, Figura 1 A), cuya dosis aumentaba de forma dependiente la actividad de
FA (Figura 1B), en medios que contenian FCS al 15% sin la adicién de factor inhibidor de leucemia exégeno (FIL).
El tratamiento con IQ-1 dio como resultado una expresién potenciada del marcador de ESC no diferenciado, Stage
Specific Embryonic Antigen 1 (SSEA-1) de una manera dependiente de la dosis (Figura 1C).

IQ-1 permitia la expansién a largo plazo de las ESC en cultivo sin FEM vy sin la adicién de FIL exdgeno. Se
cultivaron ESC D3 de ratén en medios que contenian FCS al 15% mas 4 ug/ml de 1Q-1 durante 65 dias. Las ESC
continuaron proliferando a una velocidad constante con un aumento aproximado de 2 log cada diez dias (Figura 1D).

Ejemplo 3
1Q-1 mantenia la auto-renovacion de ESC murina independientemente del FIL

La citoquina FIL, activando la ruta de transduccién de sefiales Stat3, mantiene la auto-renovacién simétrica de
ESC murina y bloquea la diferenciacién (13, 14, 15). FIL no mantenia la auto-renovacién de ESC humana (16, 17).
Nanog es un factor de mantenimiento de la pluripotencia de la homeoproteina divergente para las ESC (18, 19). Se
ha demostrado que Nanog actia en paralelo con la estimulacioén accionada por FIL de Stat3 para accionar la auto-
renovacion de ESC. Ademads, una elevada expresion de Nanog es suficiente para la expansion clonal de las ESC y el
mantenimiento de expresion del factor de transcripcion de la célula madre clave Oct4, en ausencia de activacion de
Stat3 (19).
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Para investigar adicionalmente el mecanismo de accién de 1Q-1, se determinaron los efectos de 1Q-1 sobre la
expresion de Nanog. Mientras las ESC sin suministrador tratadas con FIL s6lo aumentaban ligeramente los niveles de
Nanog, 1Q-1 aument6 y mantuvo significativamente la expresién de Nanog en cultivo segtin se juzgé por RT-PCR en
tiempo real (Figura 2A). La retirada de 1Q-1 del cultivo condujo a la caida precipitada en el nivel de Nanog (Figura
2B). La pérdida de expresién de Nanog se habia correlacionado previamente con la diferenciacién de ESC (18, 19).
Para confirmar adicionalmente que los efectos de IQ-1 no estaban mediados por la sefializacion de Stat3, se utiliz
una construccién de Stat3/informador génico de luciferasa. Mientras IQ-1 elevaba significativamente la expresion
de Nanog, no afecté a la expresion de Stat3/luciferasa a diferencia de FIL, que como se habia anticipado, suscitd
una respuesta significativa (Figura 2C). A partir de este Ejemplo, puede concluirse que los efectos de IQ-1 sobre el
mantenimiento de la pluripotencia de ESC murina son independientes de la ruta de FIL/Stat3.

Ejemplo 4
10-1 modula la sefializacion de WNT por interaccion con PR72/130

Este ejemplo se realiz6 para examinar los efectos de 1Q-1 sobre la sefializacion “no canénica” de Wnt examinando
la extension convergente durante el desarrollo de pez cebra (danio rerio). Los embriones de pez cebra tratados con
IQ-1 1 uM mostraron defectos de desarrollo significativos (Figura 3C). En particular se observé una cola acortada,
consistente con la inhibicién de la extension convergente y similar a los efectos de morfolinos de PR72, (25). A partir
de este Ejemplo y del Ejemplo 1, puede concluirse que la diana molecular de IQ-1 es PR72/130. La interaccién de 1Q-
1 con PR72/130 da como resultado la alteracién del complejo PR72/130/Nkd, e inhibe la regulacién “negativa” de la
sefializacion candnica de Wnt/B-catenina y un cambio concurrente a una extension convergente “no candnica”.

Ejemplo 5
El mantenimiento mediante 1Q-1 de las ESC depende de WNT/B-catenina/CBP

Se ha demostrado que la sefializacién de Wnt/S-catenina inhibe la diferenciacién neuronal y mantiene la pluri-
potencia en células madre (1-3) y es critica para la expansién de progenitores (4). Sin embargo, la sefializacién de
Whnt/B-catenina se requiere también para la diferenciacién neural de las ESC y las células madre neurales (5-6). Usan-
do ICG-001, un antagonista especifico recién caracterizado de la interaccién S-catenina/CBP, se desarrollé un modelo
para explicar las actividades divergentes de sefializacién de Wnt/B-catenina (7, 8, 26, 27). La caracteristica clave
de este modelo es que la transcripcién mediada por S-catenina/CBP es critica para la proliferacién de células “ma-
dre/progenitoras”, mientras que un cambio hacia la transcripcién mediada por S-catenina/p300 es critica para iniciar
un programa de diferenciacién con una capacidad proliferativa mas limitada.

Las construcciones informadoras de Wnt/B-catenina TOPFLASH y FOPFLASH en células NIH-3T3 de tipo sil-
vestre (wt), células NIH-3T3 CBP (+/-) y células NIH-3T3 p300 (+/-) se usaron para determinar si IQ-1, dirigiendo la
subunidad PR72/130 con PP2A, estaba aumentando selectivamente el uso de S-catenina de CBP como un coactivador
a costa de p300, manteniendo de esta manera las ESC en el estado no diferenciado (Figura 4A). Se usé un mutan-
te puntual que transloca constitutivamente S-catenina (pt-mut wt-cat) para estimular la actividad informadora (28).
Aunque IQ-1 no afecta a la actividad de TOPFLASH o FOPFLASH en cualquiera de las células wt o CBP (+/-), se
observé un aumento de 2-3 veces en la actividad de TOPFLASH en las células p300 (+/-) (Figura 6). Esto sugiere que
los efectos de IQ-1 son especificos para el coactivador y dependen del nivel de expresién de p300.

Para evaluar directamente los efectos de IQ-1 sobre el uso del coactivador de B-catenina, se realiz6 la co-inmuno-
precipitacion con anticuerpos para cualquiera de CBP o p300, seguido de inmunotransferencia para S-catenina asocia-
da con el coactivador utilizando células de carcinoma embrionario P19 tratadas con Wnt3a en presencia o ausencia de
IQ-1. IQ-1 provocaba un aumento dréstico en la cantidad relativa de 8-catenina asociada con CBP comparado con las
células tratadas con Wnt3a y cualquiera de DMSO o el antagonista de CBP/B-catenina ICG-001, ICG-001, que induce
la diferenciacién celular (7), potenciando significativamente la interaccién p300/8-catenina a costa de la interaccién
CBP/B-catenina (Figura 4B).

Ejemplo 6
1Q-1 reduce indirectamente la fosforilacion de SER89 de P300 y, de esta manera, la interaccion 3-catenina/P300

Se sabe que la sefalizacién mediante la ruta Wnt “no candnica” puede aumentar la actividad de PKC (29) y que
Ser89 de p300 pueden fosforilarse de una manera dependiente de PKC (30). El presente ejemplo se realiz6 para eva-
luar los efectos de la fosforilaciéon con PKCa de Ser89 de p300 sobre la unién de p300 a 3-catenina. Se fosforilé p300
recombinante (1-110aa) con PKCe purificado. El p300 fosforilado in vitro se afiadié después a lisados celulares de
células P19 y los complejos B-catenina/p300 se co-inmunoprecipitaron. Antes de la fosforilacién con PKCa se poten-
ci6 la interaccién p300/B-catenina (Figura 4C, compdrese el carril 2 con el carril 1), para determinar si la interaccién
potenciada era dependiente de la fosforilacion de Ser89 de p300 mediante PKCea, habiendo mutado el resto serina a
alanina en el fragmento de p300 recombinante. La mutagénesis de Ser89 a Ala89 abrogaba por el aumento dependiente
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de PKCe en la unién a S-catenina (Figura 4C, compdrese la diferencia entre los carriles 3 y 4 a carriles 1 y 2). Esto
indica que la fosforilacién de Ser89 de p300 potencia la afinidad de la interaccién S-catenina/p300.

Para determinar la relevancia fisioldgica de este mecanismo dependiente de fosforilacion para aumentar la interac-
cion B-catenina/p300 en las células, se expusieron células P19 a Wnt3a purificado y se trataron con IQ-1 o con DMSO
como control. Segtin se juzgd por inmunotransferencia, el tratamiento con 1Q-1 de Wnt3a estimulé las células P19
provocando una disminucidn dréstica en el nivel de fosforilacién de Ser89 de p300 (Figura 4D Superipor, comparense
los carriles 2 y 3) mientras que la cantidad total de p300 no se vio afectada por IQ-1 (Figura 4D Centro, comparese
los carriles 2 y 3). Basdndose en estos resultados, puede concluirse que IQ-1 regulando negativamente la fosforilacién
de Ser89 de p300 disminuye asi la afinidad de la interaccién S-catenina/p300 y aumenta el uso de S-catenina/CBP.

Ejemplo 7
Mantenimiento a largo plazo de ESC en medios sin suero que contienen 1Q-1 y WNT3A

RT-PCR en tiempo real de células P19 tratadas con Wnt3a y IQ-1 revel6 un aumento de la expresion de marcadores
“madre/progenitor” incluyendo Oct4, Sox2 (31) y MDR-1 (32) y una disminucién en la expresiéon de c-myc (33)
comparado con células tratadas con Wnt3a + DMSO (Tabla 1). La adicién de Wnt3a purificado (100 ng/ml) a KSR al
15% (medio de sustitucioén del suero) junto con 4 ug/ml de IQ-1 fue suficiente para aumentar los niveles de fosfatasa
alcalina y mantener la pluripotencia de ESC a largo plazo (48 dias), similar a los resultados obtenidos con 1Q-1 y FCS
al 15% (Figura 7). Ni Wnt3a ni IQ-1 en solitario eran suficientes para mantener el estado no diferenciado de las ESC
en medios de KSR (Figura 8). Wnt3a solo indujo proliferacién, pero no era suficiente para mantener la expresion de
los marcadores de las células madre Oct4, Nanog o Rexl. Sin embargo, la combinaciéon de Wnt3a y 1Q-1 permiti6
la proliferacién y mantenimiento de la pluripotencia segiin se juzga mediante la expresién de Oct4, Nanog y Rexl
(Figura 9A, B, y C). El tratamiento de las ESC con IQ-1 y Wnt3a mantuvo la pluripotencia de las ESC segtn se juzgé
por su capacidad para formar cuerpos embrioides después el dia 48 (Figura 5A, panel izquierdo) y la capacidad para
diferenciar los tres tejidos derivados de la capa germinal (Figura 5B). La retirada de 1Q-1 condujo a una ripida pérdida
(en 3 dias) de pluripotencia y la incapacidad de formar cuerpos embrioides (Figura 5A, panel derecho). Basandose
en este ejemplo, puede concluirse que IQ-1 aumentando la sefalizaciéon de Wnt/S-catenina/dependiente de CBP y
evitando el cambio a transcripcién mediada por Wnt/S-catenina/p300 era suficiente para mantener la pluripotencia
murina de ESC a largo plazo.

TABLA 1
AACTIQ-1
Sox-2 4,31
MDR-1 1,69
Oct4 0,39
c-myc -2,01

En la Tabla 1, anterior, se muestran los efectos del tratamiento con 1Q-1 sobre genes asociados con el manteni-
miento de la célula madre, segiin se miden por RT-PCR. Los valores se representan como AACT del gen de control S-
actina.

Estos Ejemplos demuestran que IQ-1 junto con Wnt3a purificado es suficiente para mantener la proliferacion y
pluripotencia murina de ESC durante periodos de tiempo prolongados en cultivo (al menos 48 dias) en ausencia de
suero. IQ-1 mds Wnt3a regulaba positivamente la expresion de los factores de transcripciéon Oct4 y Sox2, que son
criticos para el mantenimiento de las ESC. Recientemente, Boyer et al. demostraron que Oct4 y Sox2 co-ocupaban
los promotores/potenciadores de una parte sustancial de los genes requeridos para el mantenimiento de ESC humanas
(31). Como se muestra en los Ejemplos, IQ-1 regula negativamente la expresion de c-myc. C-myc parece tener un papel
critico en el equilibrio entre la auto-renovacién y la diferenciacion de las células madre y aumenta tras la diferenciacién
(33).

Usando en enfoque de cromatografia de afinidad, se determiné que las diana o dianas moleculares de IQ-1 son
las subunidades reguladoras empalmadas diferencialmente PR72/PR130 de la proteina fosfatasa PP2A. Esto es ex-
tremadamente interesante porque PR72 interactia con la proteina Nkd (25), un antagonista inducible por Wnt de la
seflalizacién “candénica” de Wnt/B-catenina (24). Similar a los resultados observados con morfolinos de PR72 (25),
IQ-1 tenia efectos drésticos sobre la extension convergente “no candnica” durante el desarrollo embrionario del pez
cebra. La cuestion de los papeles de las dos variantes de empalme PR72 y PR130 en el cambio de sefializacién de wnt
“candnica” a “no candnica” parece ser bastante compleja. Recientemente, Bernards et al. mostraron que, a diferencia
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de PR72, PR130 puede antagonizar algunos de los efectos de Nkd en diversos ensayos. Sin embargo, morfolinos de
PR130 afectaba al desarrollo somético y a la formacién de la cola en embriones de xenopus (34). Por lo tanto, los
efectos de IQ-1 sobre el desarrollo embrionario de pez cebra son consistentes con la inhibicién potencial de ambas
variantes de empalme. Sin cefiirse a un mecanismo particular, los resultados son consistentes con un modelo en el que
la interaccién de IQ-1 con PR72/130 da como resultado la alteracién del complejo PR72/130 Nkd modulando asi la
sefializacion de Wnt. Los efectos morfolégicos sobre el desarrollo del pez cebra son consistentes con un modelo en
el que IQ-1 inhibe la regulacién “negativa” de la sefializacién canénica de Wnt/S-catenina y un cambio concurrente a
una extension convergente “no canénica” (Fig. 5C).

La fosforilacién in vitro de p300 recombinante mediante PKC, una enzima activada por la sefializacién “no cané-
nica” de Wnt, aumentd la afinidad de la 8-catenina por p300. Adicionalmente en células, IQ-1 disminuy¢ significativa-
mente la fosforilacién estimulada por Wnt de p300 en Ser89, sin afectar al nivel celular global de p300. El mecanismo
mediante el que 1Q-1 puede reducir el estado de fosforilacion de p300 en Ser89 sigue sin estar claro y es el asunto de
investigaciones en curso.

IQ-1 promovia selectivamente la interaccién S-catenina/CBP a costa de la interaccién correspondiente S-cateni-
na/p300. IQ-1 potenciando la transcripcién mediada por Wnt/g-catenina/CBP y evitando el cambio a la transcripcién
mediada por Wnt/S-catenina/p300 permite la expansion a largo plazo de ESC murinas mientras mantiene la pluripo-
tencia sin FEM o suero.

El uso de un coactivador diferencial en la sefializacién de Wnt/B-catenina parece ser un regulador critico en el
mantenimiento del estado de la célula “madre/progenitora”, el inicio de la diferenciacién con una capacidad prolife-
rativa mds restringida, asi como el cambio de sefializacién “canénica” a “no canénica” de Wnt. Los efectos de 1Q-1
sobre la pluripotencia mediada por Wnt estdn asociados con la inhibicién de la regulacién “negativa” de la sefializa-
cién candnica de Wnt/B-catenina mediante el complejo Nkd/PR72/PP2A, aumentando de esta manera la transcripcién
accionada por S-catenina/CBP a costa de la transcripcion accionada por S-catenina/p300.

La capacidad para expandir las poblaciones de “madre/progenitora” en condiciones de crecimiento definidas tiene
importantes ramificaciones en el drea de la medicina regenerativa, y los Ejemplos en el presente documento sostienen
dicho uso.
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REIVINDICACIONES
1. Un procedimiento de identificacién de un agente como capaz de evitar la diferenciacién mientras promueve la
proliferacién de una célula madre de mamifero durante el cultivo ex vivo, comprendiendo dicho procedimiento poner
en contacto un agente con al menos una de las subunidades PR72/130 de la proteina fosfatasa serina/treonina PP2A y
detectar la unién de dicho agente a dicha al menos una subunidad.
2. El procedimiento de la reivindicacién 1, en el que dicha unién se detecta por inmunotransferencia.

3. El procedimiento de la reivindicacion 1 o la reivindicacién 2, en el que dicho agente se selecciona entre el grupo
constituido por compuestos de férmula 1-5, 7-12, 15 y 17-28.
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Figura 2B
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Figura 3A
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Figura 4B
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Figura 11
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LISTA DE SECUENCIAS
<110> INSTITUTE FOR CHEMICAL GENOMICS

<120> EXPANSION SIN SUERO DE CELULAS EN CULTIVO
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<150> 60/740.173
<151> 28-11-2005

<160> 18
<170> FastSEQ para Windows version 4.0

<210> 1
<211> 2440
<212> PRT
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<400> 1

Met
Leu
Leu
Gly
ser
65

ser
Gln
Ala
ser
Pro
145
Leu
Met
ser
Met
Pro
225
Glu
Asn
Thr
Gly
Asn
305
AsSn
Thr

Leu

Ala
ser
Phe
Glu
50

Lys
Ile
Gly
ser
Ser
130
Ala
Ala
ASn
Gly
Asn
210
Tyr
Thr
Thr
ser
Ala
290
ser
val
Gln

Ile

Glu
ser
Asp
35

Leu
His
Asn
Leu
Leu
115
Pro
Ala
Thr
Ala
His
195
Gly
Thr
Leu
Ala
Pro
275
Thr
L.eu
Pro
Ala

Gln

AsSn
Pro
20

Leu
Gly
LYyS
Pro
Gly
100
ser
Ser
ser
Ser
Asn
180
ser
ser
Ala
Thr
GIn
260
Phe
Gly
Pro
AsSn
Ile

340
Gin

Leu
Gly
Glu
Leu
GIn
Gly
Gly
Ala
Leu
Gln
ser
165
Phe
Leu
Leu
Pro
Gin
245
Ala
Gly
val
Thr
Met
Ata

Gln

Leu
Phe
Asn
Leu
Leu
Ile
GIn
Met
Pro
Ala
150
Pro
Asn
Ile
Gly
Ala
230
val
Gly
Gln
Asn
Phe
310
ser
Thr

Leu

ES 2332822 T3

Asp
ser
Asp
Asn
55

ser
Gly
Ala
Gly
Lys
135
Leu
Ala
GIn
Asn
Ala
215
Met
Ser
Gly
Pro
Pro
295
Pro
GIn
Gly
val

Gly
Ala
Leu
40

ser
Glu
AsSn
GIn
Lys
120
GIn
ASn
Thr
Thr
Gln
200
Ala
Gln
Pro
Met
Phe
280
Gln
Thr
Met
Pro

Leu

Pro
Asn
25

Pro
Gly
Leu
val
Gly
105
Ser
Ala
Pro
Ser
His
185
Ala
Gly
Gly
GlIn
Ala
265
ser
Leu
Asp
GIn
Thr

345
Leu

Pro
10

Ser
Asp
Asn
Leu
Ser
Gln
Pro
Ala
Gln
GlIn
170
Pro
sSer
Arg
Ala
Thr
250
Lys
Gln
Ala
Ile
Thr
330
Ala

Leu

Asn
Asn
Glu
Leu
Arg
Ala
Pro
Leu
Ser
Ala
155
Thr
Gly
GIn
Gly
Ser
235
Ala
Ile
Ala
Ser
Lys
315
ser
Asp

His

Pro
Thr
Leu
val
Gly
ser
Asn
ser
Thr
140
Gln
Gly
Leu
Gly
Ar

220
ser
Gly
Gly
Gly
Lys
300
Asn
val
Pro

Ala

Lys
Asp
Ile
45

Pro
Gly
ser
ser
GlIn
125
Ser
Lys
Pro
Leu

GIn
205

g Gly

ser
His
Met
8%
Gin
Thr
Gly
Glu

His

Arg
Phe
30

Pro
Asp
Ser
Pro
Ala
110
Gly
Gly
Gln
Gly
Asn
190
Ala
Ala
val
Ala
Asn
270
GIn
ser
Ser
Ile
LysS

350
Lys

Ala
15

Gly
Asn
Ala
Gly
val
95

Asn
ASp
Pro
val
Ile
175
ser
GIn
Gly
Leu
Gly
255
Gly
Pro
Met
val
val
335
Arg

cys

LyS
ser
Gly
Ala
ser
Gln
Met
ser
Thr
T6b
Cys
Asn
val
Met
s
Leu
Thr
Met
val
o
Pro
Lys
GIn
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Arg
Cys
3BS
Gly
ser
Leu
Pro
Gln
465
Met
Gln
Gln
Met
Leu
545
teu
Ile
His
val
Ar

62

Tyr
Lys
Leu
Gly
AsSn
705
Met
Ala
Met
Met
Ala
785
Ser
Thr

Leu

Gl
86
GIn

Gln

Ar

378
Arg
Lys
His
Lys
Ala
450
ASn
GlIn
Thr
Thr
Ash
530
Ile
Met
Pro
Glu
GIn
610
Met
Glu
1le
His
Ala
690
Gly
AsSn
Pro
ASn
Pro
770
GIn
Ser
Gly
Asn
GIn
850
Met
Pro

Thr

355
Glu

Thr
Ala
Trp
Asn
435
Ser
Ala
Arg
Gln
His
515
Ile
Ser
Asn
Thr
His
595
Ala
Glu
Ser
Tyr
Lys
&3
GlIn
Pro
Ser
Met
Ser
755
GIn
Ala
ser
val
Met
835
ser
pro
ala

Pro

Glin
Met
Cys
25
Ala
Gly
Thr
Ala
teu
GlIn
Pro
Glu
Asp

Ala

580

val
Ile
Asn
Ala
650
GlIn
Pro
Leu
Phe
2
Met
Pro
Pro
Gly
820
Leu
Pro
ser
Ala
Thr

Ala
Lys
Glin
405
Asn
Ser
Ile
Ser
p
Gln
Gln
Ala
ser
2

Ala
Thr
phe
teu
Asn
Ile
Gly
pro
ser

AsSn

725

Pro
Gly
Pro
Ala
Ala
ain
Gly
Leu
Leu

Pro
885

Asn
ASn
390
val
cys
ASp
GIn
Leu
470
Ala
Pro
Met
Gly
Ala
550
ser
Pro
Glin
Pro
val
630
Ser
Gin
Ile
val
Leu
710
Pro
Arg
ser
Asn
GlIn
790
Met
Gly
Pro
His
Gln

870
Thr

Gly
375
val
Ala
Thr
Lys
Asn
455
Ser
Ala
GIin
Arg
Gl

53

Leu
AsSn
Pro
ASp
Thr
€15
Ala
Arg
Lys
Leu
Ile
695
Pro
Met
Ala
val

Met

775 .

ser
ser
Gln
Gln

Pro-

855
H1sS

Gln

pPro Thr Pro

ES 2332822 T3

360
Glu

Leu
His
Arg
Ar

44

Thr
AsSD
Ley
val
Thr
520
Ile
Pro
ser
Ser
Leu
600
Pro
Tyr
ASp
Glu
Gl

68

Pro
val
ser
Ala
Pro
760
Met
GIn
val
val
Ala
840
Thr
Thr
Pro

Gly

val
Asn
cys
His
428
AsSn
Ile
Pro
Gly
Pro
505
Leu
Thr
Thr
Gly

ser
585

Arg
ASp
Ala
Glu
Leu
665
Asn
GIn
AsSn
Leu
Ser
745
Gly
Gly
phe
Gly
Pro
825
Ser
Pro
Thr
ser

Ser

Arg
His
Ala
410
Asp
Gln
Gly
ASD
Leu
Gly
AsSn
Thr
ser
Asn
e
Ser
Pro
Lys
Tyr
650
Glu
Gin
Ala
Arg
55
pPro
Met
Ala
Leu
Met
810
Gly
Gln
Pro
Pro
Thr

val

Ala
Met
395
Ser
Cys
Gln
Ser
Pro
475
Pro
Gln
Pro
ASp
Leu
555
Ile
Gly
His
Ala
LysS
653
Tyr
Glu
Pro
Gln
Met
715
ASh
Met
Ala
His
Pro
795
Gly
Ala
Leu
Pro
Pro
875
Pro

Pro

Ser
Pro
Thr
val
e
Tyr
Glin
Leu
%
Gly
Gly
val
Leu
o
val
His
Lys
Ala
ser
Gin
val
Asn
Ile
;1;5
Gln
GIn
Ala
Pro
Ala
Gly
val

ser

365
ser

His
Arg
val
fe
Gly
Asp
Met
Pro
Gly
GIn
Ala
Thr
Arg
i
Leu
Glu
Leu
Arg
Leu
val
val
GIn
His
ser
765
Asn
Asn
Pro
Leu
o
ser
Met
ser

Ala

Leu

oys
Gln
Cys
4§0
Leuy
Thr
Pro
ASn
Ala
510
Asn
Pro
Thr
Leu
Lys
530
His
Lys
Gly
Leu
ATl

67

Pro
Arg
ser
Leu
Ser
750
Pro
AsSn
Glin
Pro
Pro
830
Pro
Thr
Thr
ser

Thr

Pro
GIn
Ile
415
Leu
Gly
Gly
Ser
Glin
495
Gln
AsSn
Pro
Asn
Ser
575
Gly
Lys
Asp
Asp
Ala
655
Ser
Ala
Pro
Gln
Pro
735
val
ser
Met
Phe
Ala
815
Asn
Pro
Ala
Pro
ser

895
GlIn

His
Ala
Ile
Pro
Ser
Gln
15
Pro
Pro
pro
ASn
Pro
Thr
Trp
teu
Arg
Met
Glu
Arg
Pro
pro
Gl

72

Gln
Gin
Arg
Met
Pro
Gln
Pro
val
Ala
i
Gly
Thr
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900

Glin Ser Thr pro
915
Gln Pro GIn Thr
930

ser G1n GIn GIn
045
Leu Ser GIn Ala

Ala ser
980
Leu Glu
995
Asp Pro Gly
1010
Asp Leu GIn Gly
1025
Gln Lys Ser Glu

Thr val
pPro val

Glu

val Glu val Lys

1060

GIn Ser Thr Ser
1075
Glu Leu Arg Gln
1090
Asp Pro Glu Ser
1105
Gly Ile Pro Asp

Thr ITe Lys Arg

1140

Tyr val Asp Asp
1155

Arg Lys Thr Ser
1170
phe Glu GIn Glu

1185

Gly Arg Lys Tyr

Gin Leu Cys Thr

1220

Arg Tyr His Phe
1235
Leu Gly

Asp GIn Phe Glu
1265
val Asp Cys Lys

His Tyr Asp Ile
1300

ES 2332822 T3

905
GIn Ala Ala
920
Pro Pro

The val

Gln
935
Pro Thr Pro val
950
Ala Ala Ser Ile Asp
965
Ala Glu Thr Asn Ser
985
Met Lys Thr Glu Thr
1000
Ser Lys Gly Glu Pro
1015
Gln val Lys

Pro val

His

Ala Ser
1030

Pro Met Glu val Glu

1045

Glu Glu Glu Glu Ser

Pro Ser GIn Pro Arg
1080

Ala Leu Met Pro Thr
1095

1065

Ala GIn Ala Gln
925

Ala Thr

940

Pro Pro

ser val

Ala GIn
955

Asn Arg val

970

GIn GIn Pro Gly

Pro

GIn Ala Glu

Arg ser Glu Met
1020

Glu Thr Asp

1035

Asp Lys Lys

1050

ser Ser Asn Gly

Glu

Pro

Lys Lys Ile Phe Lys
1085

Leu Glu Ala Leu
1100

910
val Thr Pro
Pro Gln Ser

Gly Thr Pro
960
Thr Pro Ser
975
Pro Asp val
990

Asp Thr Glu Pro
1005

Met Glu Glu

Ile Ala Glu
1040
Glu val Lys
1055
Thr Ala ser
1070
Pro Glu

Tyr Arg Gln

tLeu Pro Phe Arg GIn Pro val Asp Pro Gln Leu Leu
1115

1110

1120

Tyr Phe Asp Ile val Lys Asn Pro Met Asp Leu Ser
1125 1130

1135

Lys Leu Asp Thr g1ySG1n Tyr GIn Glu Pro Trp Gln

val Trp Leu Met Phe
1160
Arg val Tyr Lys phe
1175

Ile Asp Pro val Met
1190
Glu Phe Ser Pro Gln

1205
Ile Pro Arg Asp Ala

1225

Cys Glu Lys Cys Phe
1240
Asp Asp Pro Ser Gln
1255
Lys Lys Lys Asn Asp
1270
Glu Cys Gly Arg Lys

1285
Ile Trp Pro Ser Gly

1305
Lys Lys Thr Gly Arg Pro Arg Lys Glu Asn Lys
1315 1320

Asn Asn Ala Trp
1165

Cys Ser Lys Leu
1180

Gln Ser Leu Gly
1195
Thr Leu Cys Cys
1210
Ala Tyr Tyr Ser

Thr Glu Ile GIn

1245

Pro Gln Thr Thr
1260
Thr Leu Asp Pro
1275
Met His GIn Ile
1290
Phe val Cys Asp

Phe ser

teu GIn Thr Thr Arg Leu g;gSAsn His Leu Glu Asp Arg

1330

Phe Leu Arg Arg GIn Asn His Pro Glu Ala Gly G
1350

1345

1340
Glu val
1355

1325

1150
Leu Tyr Ash

Ala Glu val

Tyr Cys Cys
1200
Tyr G]ysLys

Tyr GIn Asn
1230
Gly Glu Asn

Ile Ser Lys

Glu Pro Phe
1280
Cys val Leu
1295
Asn Cys Leu
1310
Ala Lys Arg

val Asn Lys
Phe val Arg
1360

val val Ala Ser Ser Asp Lys Thr val Glu val Lys Pro Gly Met Lys
1365 1375

1370

ser Arg Phe val Asp Ser Gly Glu Met Ser Glu Ser Phe Pro Tyr Arg
1380 1385 1390

Thr Lys Ala Leu phe Ala Phe Glu Glu Ile Asp Gly va1 Asp val Cys
139 1400 140

5
Phe Phe Gly Met His val Gln Asp Thr Ala Leu Ile A1a Pro His Gln

1410

1415

1420

Ile GIn Gly Ccys val Tyr Ile Ser Tyr Leu Asp Ser Ile His Phe Phe
1430 1435

1425

1440

Arg Pro Arg Cys Leu Arg Thr Ala val Tyr His Glu Ile Leu Ile Gly
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1445

ES 2332822 T3

1450

1455

Tyr Leu Glu Tyr val Lys Lys Leu val Tyr val Thr Ala His Ile Trp
1465 1470

1460

Ala Cys Pro Pro ser Glu Gly Asp Asp Tyr Ile Phe His Cys His Pro
1475 1480 1485

Pro Asp Gln Lys Ile Pro LygSPro Lys Arg Leu GIn Glu Trp Tyr Lys
1500

1490

Lys Met Leu Asp Lys Ala Phe Ala Glu Arg Ile Ile Asn Asp Tyr Lys

1505

Leu Pro Tyr Phe Glu Gly Asp Phe Trp Pro Asn
1540 1545

Ile Lys Glu Leu
1555

Thr Ala Ala Sser
1570

Ala Lys Lys Lys

1585

Ser Arg Ala Asn

Leu Ser Gln LysS
1620

phe val Ile His

1635
Ile val Asp Pro
1650

Asp Ala Phe Leu

1665

Leu Arg Arg Ser

Thr Gln Gly Gln
1700
His
1715
cys
1730

Trp
1745
Ser
Gln
1780
Pro
1795

Arg Lys

1810

Cys Cys

Lys

Leu
1825
Pro Phe Cys
His Cys Leu
1860

Asn

Pro
1890
Pro
1905
Phe

Lys
940

Pro
1955

Gin
1970

Arg

1510
Asp ITe Phe Lys GIn Ala Asn Glu Asp Agg Leu
1530

1525

Glu GIn
Glu Thr
ASn Asn
159
Lys Lys
1605
Leu Tyr

Leu His

ASp Pro

Thr Leu

1670

Lys Trp Ser Thr Leu Cys Met Leu val Glu
1690

1685

1765

Tyr His Ala Lys
1830

Leu Asn Ile Lys

1845

GIln GIn Ala Gln
Asn val pro GIn
pro Gly Thr Pro Thr Gln
Pro Ala Gln Pro g;goPro Ser Pro val Asn Met
Pro Asn val Ala Arg Thr GIn pPro Pro Thr Ile
1925 1930
Pro Thr ésn GIn val Pro Ala Pro Pro Pro Pro
Ala Ala val Glu Ala Ala Arg GIn Ile Glu Arg
1960

GIn His Leu Tyr Arg Ala Asn Ile Asn Asn Gly
1975 1980

1515
Thr ser

val Leu
G6lu Glu Glu Glu Arg

1560
Pro Glu Gly Ser Glin
1575

Lys Lys
1565
Gly Asp
1580
Lys Lys Thr Asn Lys
1595
Lys Pro Ser Met Pro Asn val

1610
Ala Thr Met Glu Lys His Lys
1625

Asn Lys

Ala G]y Pro val Ile Ser Thr
1640 1645
Leu Leu Ser Cys Asp Leu Met
1655 1660
Ala Arg Asp Lys His Trp Glu
1675

Asp Arg Phe val Tyr Thr Cys Asn Glu Cys
1705

1720
1740

Gly Leu Gly Leu Asg Asp Glu Gly Ser i;gSGln Gly Glu Pro G1n

1770

Thr Asn Gly Ggyscys Pro val Cys Lys Gln

1820
His Cys GIn Glu Asn Lys
1835

His Asn val Arg Gln Gln
1850
Leu Met Arg Arg Arg Met
1865

Gln Ser Leu Pro Ser Pro
1880 1885
GIn Pro Ser Thr Pro GIn
1895 1900
Ser
1915

val

Ala
1945

Glu
1965
Met

1520
Ala Lys Glu
1535
Glu Glu ser
1550
Glu Glu ser

ser Lys Asn

Ser ser Ile

1600

Ser Asn Asp
1615

Glu val phe

1630

GIn Pro Pro

Asp Gly Arg

Phe ser Sser

1680
Leu His
1695
Lys His
1710

val Glu Thr Arg Trp His Cys Thr val Cys Glu ?;gsTyr Asp Leu
ITe Asn Cys Tyr Asn I?;SLys Ser His Thr His Lys Met val Lys

1760

Lys Ser Pro GIn Glu Ser Arg Arg Leu Ser Ile GlIn Arg g;;SITe

Ser Leu val His Ala Cys GIn Cys Arg Asn Ala Ash Cys Ser Leu
1785 ) 1790

Ser Cys Gln Lys Met Lys Q580Va1 val Gln His ThrsLys Gly Cys

Leu Ile Ala

Cys Pro val
1840
GIn Ile GIn
1855
Ala Thr Met
1870
Thr ser Ala

Thr Pro GIn

Pro Ala Gly
1920
ser Ala Gly
1935
Gln Pro Pro
1950
Ala G6In Gln

Pro Pro Gly

Asp Gly Met Gly Thr Pro Gly Ser GIn Met Thr Pro val Gly Leu
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1985
Asn val Pro Arg Pro
200

Pro Pro Gly G]gOTrp
Pro Gly Met Pro Arg
2035
Ala Gly Pro Arg Met

2050
ser Ala Leu GIn Asp
2065
Gln GIn GIn GIn GlIn
2085
mMet Ala Ala Phe Ile
2100
Pro Gly Met Gln Pro
2115
Pro Gln Pro Gly Met
2130
Met GIn Ala Gly val
2145
Met Gly Gly Leu Asn
2165
Gly His Asn Pro Asn
2180
val Arg Arg GIn Leu
2195
GIn G6In GIn GIn Gln
2210
Ala Gly His Ser Gln
2225

Pro Ala Met GIn GIn GIn Arg Met GIn Gln

2245

ES 2332822 T3

1990

1995

2000

Asn Gln val Ser G1y Pro val Met Ser Ser Met

Gln G1n Ala Pro
2025

Pro val Met Ser

2040
Pro Asn val GIn
2055

Leu Leu Arg Thr

2070

val Leu Asn Ile

Lys GIn Arg Thr
2105

Gln Pro Gly Leu

2120
His GIn Gln Pro
2135

Pro Arg Pro Gly

2150

pro GIn Gly GIn

Met Thr Asn Met
2185

Leu GIn His GIn

2200
GIn GIn Asn Ser
2215
phe G1n Gln Pro
2230

2010

2015

Ile Pro GIn GIn G1n Pro Met
2030
Met Gln Ala GIn Ala Ala val

2045

Pro Asn Arg Ser Ile Ser Pro

2060

Leu Lys Ser Pro Ser Ser Pro

2075

2080

Leu Lys Ser Asn Pro GIn Leu

2090

2095

Ala Lys Tyr val Ala Asn Gln
2110

Gln Ser Gln Pro
212

Ser Leu GIn Asn
2140
val Pro Pro Pro
2155
Ala Leu Asn Ile
2170
Asn Pro GlIn Tyr

2205

Gly
5

Leu
GIn
Met

Arg

Met GIn
Asn Ala

Pro Ala
2160
Asn Pro
2175
Glu Met

2190
GIn GIn GIn GIn GIn Gln G1n

Ala Ser Leu Ala Gly Gly Met
2220

GIn Gly Pro Gly Gly TyrzATa

2235
2250

240

His Leu Pro Ile Gin Gly

2255

ser Ser Met Gly GIn Met Ala Ala Pro Met Gly GIn Leu GTy Gln Met
2265 2270

Gly GIn Pro Gly Leu
2275
Leu GIn GIn Arg Ile
2290
Sser Pro Gly Gln Pro
2305
Gly GIn Pro Gln Ala
2325
Leu Ser Asn GIn val
2340
GIn Ser Gln Pro Pro
2355
Pro Ser Pro His His
2370
Leu Ala val Thr Met
2385

Gly Ala Asp Ser
2280
Leu GIn GIn GIn
2295
Asn Pro Met Ser
2310
Ser His Leu Pro

Arg Ser Pro Ala
2345

Thr Pro Asn Ile

2285

GIn Met Lys Gln
2300

Pro GIn GlIn His
2315

Gly GIn GIn Ile

2330

pro val Gln Ser

Gln
Gln
Met
Ala

Pro
235

His Ser Ser Pro Ser Pro Arg I1e Gln

2360

2365

val ser Pro Gln Thr Gly Thr Pro His

2375

2380

Ala Ser Ser Met Asp GIn Gly His Leu
2395

2390

Pro Glu GIn Ser Ala Met Leu Pro Gln Leu Asn Thr Pro Asn

2405

Ala Leu Ser Ser Glu Leu Ser Leu Xa1561y Asp Thr Thr G]y

2420
Leu Glu Lys Phe val
2435

<210>2
<211> 2414
<212> PRT

<213> Homo sapiens

Glu Gly Leu
2440

2410

Gln Ala
Ile Gly

Leu Ser
2320

Thr Ser

2335

Arg Pro
0

Pro GlIn
Pro Gly

Gly Asn
2400
Arg Ser
2415
Asp Thr

430
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<400> 2

Met
1
Lys

rhe
AsSn
GIn
65

Leu
val
Pro
Ala
GIn
145
Pro
Met
ASn
Asn
Gln
225
Pro
Tyr
Gln
Met
Gin
305
GIn
Leu
Arg
Ccys
Gly
385
ser
Leu
Ala
ser
Glu
465
Pro
Gly
Pro
Ser
ser

545
Gln

Ala

Leu

Gly
ser
Thr
ser
Gly
Gly
Gly
130
Gly
Ala
Leu
Gly
Pro
210
Gly
Leu
Thr
Ile
Asp
290
Pro
Gly
Ile
Arg
Arg
370
Lys
His
Lys
Pro
Ala
450
Arg
Thr
Gln
Met
ASD
530
Glu

Pro

Glu

ser

ser
Thr
ser
Glu
Gly
Leu
115
Leu
Pro
Met
Ala
ser
195
Gly
ser
Lys
Glin
Gln
275
LysS
Ala
Met
Gln
Glu
355
Thr
ser
Trp
ASnH
val
435
Pro
Ala
Gln
Ser
Gly
515
Ser
Asn

Ser

Asn

Ser

20
Leu

Glu
Leu
Ley
Pro
100
Gly
Thr
Thr
Gly
Ala
180
Ile
Met
Pro
Met
ASD
260
Thr
Lys
Pro
Gly
GIn
340
GIn
Met
cys
Lys
Ala
420
Gly
ASn
TYr
Pro
Pro
500
val
Met
Ala

Thr

val

Pro

phe
Leu
Gly
Leu
Gly
Leu
Ser
Glin
Met
165
Gly
Gly
Gly
GIn
Si%
Pro
Lys
Ala
Gln
Ser
325
Gln
Ala
Lys
Gln
Asn
&
Leu
Leu
Ala
GlIn
i
Asn
Leu
ser

Thr

val
Ala

ASp
Gly
Met
70

Arg
GIn
Ile
Pro
Ser
150
ASN
ASnH
Ala
Ser
Met
230
Met
Gly
Thr
val
val
310
Gly
Leu
ASN
Asn
val
390
Cys
AsSp
Gly
ser
Ala
470
val
Gly
Gly
His
val

550
Gly

ES 2332822 T3

Glu

Leu

Leu
Leu
val

ser
val

Asn
AsSn
135
Thr
Thr
Gly
Gly
Ala
215
Gly
Met
GIn
val

Pro
295
Gln
Ala
val

Gly
val

375
Ala
Thr
LYS
Asn
Thr
455
Leu
Gin
Met
Gly
Ser
535
Pro

Ile

Pro

Ser

Glu
40

Thr
Gln
Gly
Met
ser
120
Met
Gly
Gly
Glin
Arg
200
Gly
Gly
Asn
Gln
Leu
280
Gly
Gln
His
Leu
Glu
360
Leu
His
Arg
Arg
Pro
440
val
Gly
Ala
Arg
val
520
Ala
ser

Arg

Gly

Ala

25
His
Asn
Asp
ser
Ala
105
Met
Gly
Met
Thr
Gly
185
Gly
ASn
Glin
Asn
Ile
265
Ser
Gly
Pro
Thr
Leu
345
val
AsSn
Cys
His
ASn
425
ser
Ser
Leu
Lys
Pro
505
Gly
Ile
Leu

Lys

Pro
10
ser

ASp
Gly
Ala
ser
90

ser
val
Met
Met
ASn
170
Ile
Arg
Leu
Thr
Pro
250
Gly
AsSn
Gly
Gly
Ala
330
Leu
Arg
His
Ala
Asp
410
Glin
ser
Gln
Pro
Asn
490
Met
val
ASN
Gly

Gin

Pro
Ala

Leu
Gly
Ala
75

Pro
Gln
Lys
Gly
Asn
155
Ala
Met
Gln
Leu
Gly
235
Asn
Ala
Asn
Met
Leu
315
ASp
His
Gin
Met
Ser
395
Cys

Sin

Ile
Tyr
475
GIn
ser
Gin
Ser
Pro

555
Trp

ser

ser

Pro
ASp
60

Ser
Asn
Ala
Ser
Thr
140
ser
Gly
Pro
Asp
Thr
220
Leu
Pro
ser
Leu
Pro
300
val
Pro
Ala
Cys
Thr
380
Ser
Pro
Pro
Gly
ASp
460
Gln
Glin
Asn
Thr
Glin
540
Met

His

Ala
ASp

AsSp
Ile
Lys
Leu
Gln
Pro
125
ser
Pro
Met
Asn
Met
205
Glu
Arg
TYyr
Gly
ser
285
Asn
Thr
Glu
His
ASn
365
His
Arg
val
Ile
val
445
Pro
val
ASn
Met
Pro
525
AsSn
Pro

Glu

Lys

Gly

30
Glu

Asn
His
Asn
Gin
110
Met
Gly
val

Asn
Gln
190
GIn
Pro
Gly
Gly
Leu
270
Pro
Met
Pro
Lys
Lys
350
Leu
Cys
Glin
Cys
Leu
430
Gly
ser
AsSn
GIn
Ser
510
Ser
Pro
Thr

Asp

Arg
Thr

Leu
GIn
Lys
Met
95
ser
Thr
Pro
Asn
Pro
175
val
Tyr
Leu
Pro
ser
255
Gly
Phe
Gly
vai
Arg
335
Cys
Pro
Gin
Ile
l.eu
415
Thr
Gin
Ser
Gln
Glin
495
Ala
Leu
Met
Ala

Ile

Pro
Asp

Ile
Leu
GIn
Gly
ser
GIn
AsSn
GIn
160
Gly
Met
Pro
Gin
GIn
240
Pro
Leu
Ala
Gln
Ala
320
Lys
Gin
His
Ser
Ile
400
Pro
Gly
Gln
Ile
Met
480
Pro
ser
Leu
Met
Ala

560
Thr
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GIn
Pro
val
Asn
625
GIn
Met
Pro
Pro
Arg
705
Ala
Gly
Pro
GIn
ser
785
Cys
Ile
Ser
Ile
Thr
865
Pro
val
GlIn
Ala
val
945
Glu
Lys
Gln
Ser
Glu
1025
Pro
Ala
Leu

Tyr

Lys Leu Asp Thr Gly Glin

ASp
Thr
Ala
610
Ar'g
Lys
Leu
ASn
Asp
690
Ile
Gin
GlIn
Arg
Phe
770
Ser
Pro
His
Pro
Gly
850
Pro
Pro
Gln
Pro
Pro
930
Ser
val
Met
Pro

Thr

Leu Arg
580
Pro Asp
595
Tyr Ala

Ala Glu

Glu Leu

Pro Asn
660
Met Gly
675
Pro Ser

Thr Pro

Pro Pro
Ala
740
Gin

Leu

Met
755
Pro ser

Gly Glin

val Asn

Pro
820
Pro

Cys

val
835
Ala GlIn

Pro Ala

Arg Gln
ser
900
Ser

Pro

Ar
91
Leu Leu

Ile Glu

Asn Ser

Ala
980
AsSp

Glu

Glu
995

Glu Thr

1010

Glu
Gly
Leu
Pro

Phe

Glu Asp

GIn Ser

Met Pro

ES 2332822 T3

565

Asn His Leu

Pro Ala Ala
val

615
His

Arg Lys

Tyr Tyr
630
Glu Glu
645
Ala

Lys

Ala Gly

GIn Pro GIn

Met Ile Arg

695

Gln Ser Gly
710

Ile val

725

Glin

Pro

Pro Gly

GIn Pro Ser

Gln Gly Met

775

Ala Pro val

790

ser Pro Ile

805
Gln

Leu Pro

Ser Arg Thr

Gln Pro
855

Pro

Pro
Met Pro
870
Thr Pro Thr
885
Leu

Pro Ala

Gln GIn Ser
Gln
935

val

Pro Pro
Gin
950
Ala

Gly

GlIn Ile

965

Lys Met Glu

Ile Ser Glu

Glu Glu Arg

val
Leu
600
Glu
Leu
Arg
Met
Pro
680
Gly
Leu
Arg
Ala
AsSn
760
Asn
Ser
Met
Gln
Pro
840
Ala
Gly
Pro
Ala
Thr
920
Pro
ser
Ala
val

ser

His
585
Lys
Gly
Leu
Arg
val
665
Gly
ser
Asn
Gln
Leu
745
Gln
val
GlIn
Pro
Pro
825
Thr
Thr
Pro
Pro
Pro
905
Ala
Ala
Asn
Glu
Asp

985
Lys

1000

Ser

1015

GIn Pro Ser
1030

LYys Lys

1045

Thr Leu

LysS
Glu

1060

Arg
1075
Asp Ile

1090

Gin Pro vail

val Lys Ser

Thr
Ile

Asp Pro GIn Leu

Thr
ser

Phe

1080

Pro Met Asp Leu

1095

570
Lys

ASp
Asp
Ala
Thr
650
Pro
Met
val
Glin
Thr
730
ASn
Gly
Thr
Ala
Pro
810
Ala
Pro
Thr
GIn
Thr
890
ser
Ala
Thr
Pro
LyS
970
Gin
val
Glu
Ala

L

Tyr GIn Glu Pro Trp

ys

1050

Ala Leu Tyr Arg
1065

Leu val GlIn

Arg Arg Met

605

Met Tyr Glu
620

Glu Lys Ile

635

Arg

Leu GIn

val Ser Met
Asn
685

Gln

Thr ser

Pro Asn

700
Gly

Phe GIn

715
Pro

Pro Leu

Pro pPro Met

G1n pPhe Leu
765
Ile Pro
780

Met

Asn
GiIn ser
795
Gly

ser Gln

Leu His Gin
Thr
845

Ala

His His

Ile Pro

860

ser GIn Ala

875
Thr

GIn Leu

Ala Aasp Gln

val Pro
925

ser

ser

Pro Leu
940
ser

Pro Thr

955
Gln

Pro ser

Pro Glu Pro

Glu Asp Cys
1005
Lys Thr
1020

GIn ser

Leu

Thr
1035
Pro Glu Glu
GIn Asp

Leu Gly
1085
ser Thr
1100
GIn Tyr

575

Ala Ile Phe
590
Glu

Asn Leu

ser Ala Asn
Ile
640

Asn

Tyr Lys
Gln
655
Pro

Lys

Asn
670
Gly

Gly

Pro Leu

Met Met Pro
Met
720

His

Met Ser

His
735
Tyr

Gln

GIn

Gly
750
Pro

Gly
Thr

Leu Ala Pro
ser
800

His

Ser ser

Gly Ser
815
Asn Ser Pro
830
Pro

Pro Ser

Pro val Pro
Pro
880

GIn

Leu His
Gin
895
Gln

Pro
Pro GlIn
910
Thr

Pro Asn

GIn Pro Ala
Thr
960

val

Ser Sser

Glu
975
Asp

Gln
Ala Thr
990
Lys

Met Glu

Glu Ile Lys
Ala
1040
Leu Arg GIn
1055
Pro Glu Ser

1070
Ile Pro Asp

Ser Pro

Ile Lys Arg
val Asp Asp
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1105
25

ES 2332822 T3

1115 1120

0
Ile Trp Leu Met Phe Asn Asn Ala Trp Leu Tyr Asn Arg Lys Thr ser
11 1130 1135

Arg val Tyr Lys Tyr Cys Ser Lys Leu Ser Glu val Phe Glu GIn Glu
1140 1145

1150

Ile Asp Pro vVal met GIn Ser Leu Gly Tyr Cys Cys Gly Arg Lys Leu
1155 1160

1165

Glu Phe Ser Pro GIn Thr Leu Cys Cys Tyr Gly Lys Gln Leu Cys Thr
1175 1180

1170

Ile Pro Arg Asp Ala Thr Tyr Tyr Ser Tyr Gln Asn Arg Tyr His phe

1185 1190

1195 1200

Cys Glu Lys Cys Phe Asn Glu Ile GlIn Gly Glu Ser val Ser Leu Gly
1205 1210

1215

Asp Asp Pro Ser GIn Pro Gln Thr Thr Ile Asn tys Glu Gin pPhe ser

1220

1225

1230

Lys Arg Lys Asn Asp Thr Leu Asp Pro Glu teu Phe val Glu Cys Thr
1¥3S 1240

1245

Glu Cys Gly Arg Lys Met His G1n Ile Cys Val Leu His His Glu Ile
1250 1255

1260

1le Trp Pro Ala Gly Phe val Cys Asp Gly Cys Leu Lys Lys Ser Ala
1270 1%75

1265

1280

Arg Thr Arg Lys Glu Asn Lys Phe Ser Ala Lys Arg Leu Pro Ser Thr
1285 1290

Arg Leu Gly Thr Phe Leu Glu
1300

1295

AsSn Arg val Asn Asp Phe Leu Arg Arg
305 1310

1l

Gln Asn His pro Glu Ser Gly Glu val Thr val Arg val val His Ala

1315

1320

1325

ser Asp Lys Thr val Glu val Lys Pro Gly Met Lys Ala Arg Phe val
1350 1335 1§40

Asp Ser Gly Glu Met Ala Glu Ser Phe Pro Er Arg Thr Lys Ala Leu
1350 55 1360

1345

phe Ala Phe Glu Glu Ile Asp Gly val Asg Leu Cys Phe Phe Gly Met
1365 1370 1375

His val 6In Glu Tyr Gly Ser Asp Cgs Pro
1380 1385
val Tyr Ile Ser Tyr Leu Asp Ser val His
1395 ~ 1400
Leu Arg Thr Ala val Tyr 21§SG1U Ile teu

1410

val Lys Lys Leu Gly Tyr Thr Thr Gly His
: 1430

1425

ser Glu Gly Asp Asp Tyr Ile Phe His Cys
1445 1450

Pro Pro Asn GIn Arg Arg
1390
phe phe Ar 5Pro Lys Cys
1 -
Ile Gly Tyr Leu Glu Tyr
1420

Ile Trp Ala Cys Pro Pro

1440

1435
HisS Pro Pro Asp GIn Lys
1455

1le Pro Lys Pro Lys Arg Leu GIn Glu Trp Tyr Lys Lys Met Leu Asp
1460 1465 1470

Lys Ala val ser Glu Arg Ile
1475

val His Asp Tyr Lys Asp Ile Phe Lys
1480 1485

Gln Ala Thr Glu Asp Arg teu Thr Ser Ala Lys Glu Leu Pro Tyr Phe
1495 1500

1490

Glu Gly Asp Phe Trp Pro Asn val Leu Glu Glu Ser Ile Lys Glu Leu
1510 1515 1520

1505

Glu G1n 6lu Glu Glu Glu Arg Lys Arg Glu Glu Asn Thr Ser Asn Glu
1525 1530

ser Thr Asp val Thr Lys Gly Asp Ser Lys
1540 1545
Asn Lys Lgs Thr Ser Lys Asn Lgs Ser Ser
1555 1560
Lys Lgs Pro Gly Met Pro Asn val Ser Asn
1570 1575

TYyr
1585

Ile Ala Gly pPro Ala Ala Asn ser Leu Prao
| 1610 1615

605

Ala Thr Met Glu Lgs His Lys Glu val
1590

1535
Asn Ala Lys Lgs Lys Asn
‘ 1550

Leu Ser Arg Gly Asn Lys
1565
Asp Leu Ser GIn Lys teu
1580
Phe phe val Ile Arg Leu
1600

1595
Pro Ite val Asp Pro Asp

Pro Leu Ile Pro Cys Asp Leu Met Asp Gly Arg Asp Ala Phe Leu Thr
1620 1625 1630

Leu Ala Arg Asp Lys His Leu Glu Phe Ser Ser Leu Agﬂ Arg Ala Gln
1635 1640 1645

Trp Ser Thr Met Cys Met Leu val Glu teu His Thr Gln Ser Gln asp
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1650
Arg phe val Tyr Thr
1665

ES 2332822 T3

1655
Cys Asn Glu Cys Lys
1670

1660
His His val Glu Thr Arg
1675 1680

Trp His Cys Thr val Cys Glu Asp Tyr Asp Leu Cys Ile Thr cys Tyr
1685 1690 1695

Asn Thr Lys Asn His
1700
Asp Asp Glu Ser Asn
1715

ASp Ser Arg Arg Leu
1730
Ala Cys Gln Cys Arg
1745
Met Lys Arg val val
1765
Gly Gly Cys Pro Ile
1780
Ala Lys His Cys GIn
1795
Ile LYs GIn Lys Leu
1810
Ala Gln Met Leu Arg
1825
val Gly Gln GlIn Gln
1845
Thr pro Thr Gly GlIn
1860
ser GIn Pro GIn Pro

Arg Thr GIn Ala Ala
1890

val Thr pro pPro Thr

1905

Pro Pro Pro Thr Ala
1925

Glu Thr Gln Arg GlIn

1940

GIn His Gln Met Pro
1955
Pro Pro Pro Met Thr
1970
Gly Pro Thr Gly Met
1985
Pro GIn Pro G1ln GlIn
2005
ser val Ala Gln His
2020
Leu Gly GIn val Gly
2035
GIn Ala Leu GIn Asn
2050
Leu GIn GIn GIn GIn
2065
Leu Ala Ala Phe Ile
2085
Pro Gln pro Ile Pro
2100
Leu Gln Pro Pro Thr
2115
Ala Met GIn Asn Met
2130
Leu Pro Gln Gin GIn
2145
Met Ser Pro GIn Ala
2165
ser GIn Phe Arg Asp
2180

Asp His Lys Met Glu L
1705
Asn GIn Gin Ala Ala
1720
ser Ile GlIn Arg Cys
1735

Asn Ala Asn Cys Ser
1750

GIn His Thr Lys Gly
1770

Cys Lys GIn Leu Ile
1785
Glu Asn Lys Cys Pro
1800

arg Gln Gln GIn Leu
1815
Arg Arg Met Ala Ser
1830
Gly Leu Pro Ser Pro

1850

Gln Pro Thr Thgspro
Thr Pro Pro Asn Ser
1880
Gly Pro val Ser Glin

1895
Pro Pro GIn Thr Ala
1910
val Glu Met Ala Met

1930

Met Ala His val GlIn
1945
Pro Met Thr Pro Met
1960
Arg Gly Pro Ser Gly
1975

GIn GIn GlIn Pro Pro
1990

Leu GIn Ser Gly Met
2010

Gly GIn Pro Leu Asn
2025
Ile Ser Pro Leu LYyS
2040
Leu Leu Arg Thr Leu
2055

val Leu Ser Ile Leu

2070

Lys Glin Arg Ala Ala
209

Gly Gln Pro G]% Met

Met Pra Gly GIn GIn
2120
Asn Pro met Gin Ala

Pro Gln GIn GIn Leu
2150
GIn Gln Met Asn Met

Lys Leu Gly Leu Gly Leu
1710
Ala Thr GIn Ser Pro Gly
1725
Ile GIn Ser Leu val His
1740
Leu Pro Ser Cys Gin Lys
1755 1760
Cys Lys Arg Lys Thr Asn
1775

Ala Leu Cys Cys Tyr His
1790

val Pro Phe Cys Leu Asn
1805
GIn His Arg Leu GIn Gln
1820
thnAm1hrmyvu
1835 1840
Thr pro Ala Thr Pro Thr
1855
GIn Thr Pro GIn Pro Thr
1870
Met Pro Pro Tyr Leu Pro
1885
Gly Lys Ala Ala Gly GIn
1900

GlIn Pro Pro Leu Pro Gly
1915 1920
Gln 11e GIn Arg Ala Ala
1935
Ile Phe GIn Arg Pro Ile
1950
Ala Pro Met Gly Met Asn
1965
His Leu Glu Pro Gly Met
1980
Trp Ser GIn Gly Gly Leu
1995 2000
Pro Arg Pro Ala Met Met
2015
met Ala Pro GIln Pro Gly
2030

pro Gly Thr val Ser Gln
2045

Arg ser Pro Ser Ser Pro

2060

His Ala Asn Pro GIn Leu

2075 2080

Lys Tyr Ala Asn Ser Asn

2095
pro GIn Gly GIn Pro Gly
2110

Gly val His Ser Asn Pro

2125

Gly ¥a1OG1n Arg Ala Gly
Gin Pro Pro Met Gly Gly
2160

2155
Asn His Asn Thr Met Pro

2170 2175

Ile Leu Arg Arg GlIn
2185

G1n Met Met G'In Gln GIn
2190

G1n Gln GIn Gly Ala Gly Pro Gly Ile Gly Pro Gly Met Ala Asn His

10
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2195

ES 2332822 T3

2200

2205

Asn GIn phe GTn G1n pro GIn Gly val Gly Tyr Pro Pro Gln Pro GlIn
2210 2215 2220

GIn Arg Met GIn His His Met

2225

2230

GIn Ile Gly Gln Leu Pro GIn
2245

Leu GIn Ala gyr Gln Gln Arg

260

val GIn Pro Asn Pro Met Ser
2275

Ala GIn Ser Pro His Leu GIn

2290

2295

Asn G1n val Arg Ser Pro Gin

2305

2310

GIn Pro Pro His Ser Ser Pro

2325

Pro His His val Ser

2340

Ala Ala Gln Ala Asn

2355

GIn Asn Ser Met Leu

2370

Leu His Gly Ala Ser

2385

ASp Leu Asn Ser Asn

<210>3
<211> 781
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 3

Mit Ala Thr
AsSp Arg Lys

ser Gly Ile
35
Lys Gly Asn
50
Glu Trp Glu
65
Asp Ile Asp

Ala Met Phe

GIn Phe Asp
115
ser Gln Met
130
Asp Ala GTu
145
Asn Asp Glu

Gln Leu Ser

Gln Met val
195
Glu Thr Ala
210
Arg Glu Gly
225
val Lys Met

Thr Thr Leu

Gin
Ala
20

His
Pro
GlIn
Gly
Pro
100
Ala
Leu
Leu
ASp
Lys
180
ser
Arg
Leu
Leu

His

2405

Ala
Ala
ser
Glu
Gly
GIn
Glu
Ala
Lys
Ala
Gln
165
Lys
Ala
Ccys
Leu
Gly

245
Asn

Pro Gln
Pro met

ser GIn

2375

GIn Gin Met Gln GIn Gly Asn Met Gly

Ala
Leu
Pro
228
Gly
Pro
ser
Thr
Glu

2360
Leu

2235

2240

Leu Gly Ala Glu Ala Gly Ala Ser

2250

2255

Leu GIn GIn GIn Met Gly Ser Pro
2270

2265

GIn GlIn His Met Leu Pro Asn GIn

2285

GIn GIn Ile Pro Asn Ser Leu Ser

2300

val Pro Ser Pro Arg Pro Gln Ser
2

2315

320

Pro Arg Met GIn Pro Gin Pro Ser

2330

2335

Ser Ser Pro His Pro g;goLeu val
Gin Gly His Phe Ala Ser Pro Asp
2365

2345

Ala Ser Asn Pro Gly Met Ala Asn

2380

Ala Thr Asp Leu Gly Leu Ser Thr Asp Asn Ser

2390

2395

Leu Ser GIn Ser Thr Leu Asp Ile

Asp Leu
val ser
Gly Ala

Glu Glu
55

Phe ser

70

Tyr Ala

Thr teu
His Pro

His Ala
135

Thr Arg

150

val val

Glu Ala
Ile val
Thr Ala
215
Ala Ile
230
Ser Pro

Leu Leu

Met
His
Thr
40

Asp
Glin
Met
Asp
Thr
120
val
Ala
val
Ser
Ar

20

Gly
Phe
val

Leu

2410

Glu Leu Asp Met Ala
Trp GIn GIn GIn Ser
Thr Thr Ala Pro Ser
val Asp Thr Ser Gln
ser phe Thr GlIn Glu
Thr Arg Ala GIn Arg

Glu Gly Met GIn Ile

105

Asn val Gln Arg Leu
125

val Asn Leu Ile Asn

140
Ile Pro Glu Leu Thr
155
Asn Lys Ala Ala val
170

Arg His Ala Ile met

185

Thr Met GIn Asn Thr
205

Thr Leu His Asn Leu

220
Lys Ser g; Gly 1le
Asp Ser val Leu Phe
250
His GIn Glu Gly Ala

11

His

Met
Tyr
30

Leu
val
GlIn
val
Pro
110
Ala
Tyr
Lys
Met
Ar

190
AsSn
ser
Pro
TYyr
Lys

2400

Glu Pro
15
Leu Asp
ser Gly
Leu Tyr
val Ala
Arg Ala
95
Ser Thr
Glu Pro
Gln Asp
Leu Leu
160

val His
175

g Ser Pro

Asp val
His His
Ala Leu

240
Ala Ile

255
Met Ala
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val
Thr
Ala
305
Pro
Leu
ASn
His
Leu
385
Leu
val
LYS
Arg
Ile
465
Ala
Leu
Leu
Glu
GIn
545
val
Leu
Leu
Asn
Lys
625
Thr
Ala
Arg
Ala
Glu
705
Ser
His
Leu
Gly
<210> 4

<211> 745
<212> PRT

Arg
Asn
290
Tyr
Gin
Trp
Lys
Leu
370
Arg
Leu
Thr
Asn
Thr
450
cys
GIn
Leu
Ile
GIn
530
ASp
Glu
His
Asn
Ile
610
Glu
Glu
val
Leu
Trp
690
Pro
Gly
Glu
Pro

As
770

<213> Homo sapiens

Leu
275
val
Gly
Ala
Thr
Pro
355
Thr
Asn
Gly
cys
Lys
435
val
Ala
AsSn
His
Arg
515
Gly
Thr
Gly
Ile
Thr
595
Gln
Ala
Leu
Leu
ser
675
Asn
Leu
Gly
Met
ASp

755
Ser

260
Ala

Lys
ASh
Leu
Thr
340
Ala
Asp
Leu
Thr
Ala
420
Mmet
Leu
Leu
Ala
Pro
500
Asn
Ala
Gln
val
Leu
580
Ile
Arg
Ala
Leu
phe
660
val
Glu
Gly
TYyr
Gly
740
Leu

Asn

Gly
Phe
GIn
val
325
ser
Ile
Pro
ser
Leu
405
Ala
pMet
Arg
Arg
val
485
Pro
Leu
Ile
Arg
Arg
565
Ala
Pro
val
Glu
His
645
Arg
Glu
Thr
Tyr
Gly
725
Gly
Gly

GIn

ES 2332822 T3

Gly
Leu
Glu
310
Ash
Arg
val
Ser
Asp
390
val
Gly
val
Ala
His
470
Arg
ser
Ala
Pro
Ar

55

Met
Arg
Leu
Ala
Ala
630
Ser
Met
Leu
Ala
Arg
710
Gin
His
His

Leu

teu
Ala
295
ser
Ile
val
Glu
Gln
375
Ala
Gl1n
Ile
cys
Gly
455
Leu
Leu
His
Leu
Arg
535
Thr
Glu
Asp
rhe
Ala
615
Ite
Arg
ser
Thr
AsD
695
Gln
Asp
His
Ala

Ala
775

GIn
280
Ile
Lys
Met
Leu
Ala
360
Arg
Ala
Leu
L.eu
GIn
440
Asp
Thr
His
Trp
cys
520
Leu
sSer
Glu
val
val
600
Gly
Glu
Asn
Glu
ser
680
Leu
Asp
Ala
Pro
Gln

760
Trp

12

265
Lys

Thr
Lteu
Arg
Lys
345
Gly
Leu
Thr
Leu
ser
425
val
Arg
ser
Tyr
Pro
505
Pro
val
Met
Ile
His
585
GlIn
val
Ala
Glu
AsD
665
Ser
Gly
Asp
Leu
Gly
745
ASp

Phe

Met
Thr
Ile
Thr
330
val

Gly
val

Lys
Gly
410
AsSn
Gly
Glu
Arg
Gly
490
.eu
Ala
Gln
Gly
val

570
Asn
Leu
Leu
Glu
Gly
650
LYS
Leu
Leu
Pro
Gly
730
Ala
Leu

ASp

val
Asp
Ile
315
Tyr
Leu
Met
Glin
Gln
395
ser
Leu
Gly
Asp
His
475
Leu
Ile
Asn
Leu
Gly
555
Glu
Arg
Leu
Cys
Gly
635
val
Pro
Phe
Asp
Ser
715
Met
Asp
Met

Thr

Ala
Cys
300
Leu
Thr
Ser
GIn
Asn
380
Glu
Asp
Thr
Ile
Ile
460
Gin
Pro
Lys
His
Leu
540
Thr
Gly
Ile
Tyr
Glu
620
Ala
Ala
GIn
Arg
Ile
700
Tyr
Asp
Tyr
Asp

Asp
780

Leu
285
Leu
Ala
Tyr
val
Ala
365
Cys
Gly
Asp
Cys
Glu
445
Thr
Glu
val
Ala
Ala
525
val
Gln
Cys
val
ser
605
Leu
Thr
Thr
Asp
Thr
685
Gly
Arg
Pro
Pro
Gly

765
Leu

270
Leu

GIn
Ser
Glu
Cys
350
Leu
Leu
Met
Ile
Asn
430
Ala
Glu
Ala
val
Thr
510
Pro
Arg
GlIn
Thr
Ile
590
Pro
Ala
Ala
Tyr
TYr
670
Glu
Ala
ser
Met
val

750
Leu

Asn
Ile
Gly
Lys
335
Ser
Gly
Trp
Glu
Asn
415
ASn
Leu
Pro
Glu
val
495
val
Leu
Ala
Gln
Gly
575
Arg
Ile
Gin
Pro
Ala
655
Lys
Pro
GIn
Phe
Met
735
ASp

Pro

Lys
Leu
Gly
320
Leu
ser
Leu
Thr
Gly
400
val
Tyr
val
Ala
Met
480
Lys
Gly
Arg
His
fhe
560
Ala
Gly
Glu
Asp
Leu
640
Ala
Lys
Met
Gly
His
720
Glu
Gly

Pro
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<400> 4

Met
1

Gln
Cys
Cys
val
65

Arg
Asp
Leu
His
Pro
145
Lys
Arg
Met
Leu
Ser
225
Ser
GIn
Met
Thr
Ile
305
ASn
val
Gly
val
Lys
385
ser
ASn
ser
AsSp
Arg
465
Gly

Leu

Glu
Gln
val
Gly
50

Pro
Ala
ser
Gln
Leu
130
Glu
Ala
Ala
Gln
His
210
Gly
val
Glu
val
Asp
290
Ile
Tyr
Leu
Met
GIn
370
Gln
val
Leu
Gly
Asp
450
His
Ile
val

val
Thr
Pro
35

Arg
Pro
Lys
Ser
Arg
115
Ile
Leu
Ala
Leu
Asn
195
ASn
Gly
Leu
Gly
Pro
275
Cys
Leu
Ser
Ser
Gln
355
Asn
Glu
Asp
Thr
val
435
Ile
Pro
Pro

Lys

Met
Tyr
20

ser
Gln
ser
Arg
Leu
100
Leu
AsSn
Thr
Met
Met
180
Thr
Leu
Ile
Phe
Ala
260
Leu
Leu
Ala
Tyr
val
340
Ala
Cys
Gly
Asp
Cys
420
Glu
Thr
Glu
Ala

Ala

ES 2332822 T3

Asn Leu Met

Thr Tyr Asp

val

GlIn
val
85

Leu
Ala
Tyr
Lys
Ile
165
Gly
ser
sSer
Pro
Tyr
245
LysS
Leu
GIn
Ash
Glu
325
Cys
Leu
Leu
Leu
val
405
ASn
Ala
Glu
Ala
ITe

485
Thr

Ser
Thr
Gly
70

Arg
Leu
Glu
Gln
Leu
150
val
ser
Asp
His
Ala
230
Ala
Met
Asn
Leu
Gly
310
Lys
Pro
Gly
Trp
Glu
390
Asn
Asn
Leu
Pro
Glu
470
val

Ile

Ser
Leu
55

Asp
Glu
Ala
Pro
AS

135
Leu
Asn
Pro
Leu
His
215
Leu
Ile
Ala
Lys
Leu
295
Gly
Leu
Ser
Lys
Thr
375
Ser
val
sSer
Ile
Ala
455
Met
Lys
Gly

Glu
ser
Lys
40

Lys
Leu
Ala
Thr

ser
120

p Asp

Asn
GIn
Gln
Asp
200
Arg
val
Thr
val
Ash
280
Ala
Pro
Leu
Asn
His
360
Leu
val
Leu
Lys
His
440
val
Ala
Leu

Leu

Arg
Thr
Ar

265
Asn
Tyr
GIn
Trp
Lys
345
Leu
Arg
Leu
Thr
Asn
425
Ala
Cys
GIn
Leu

Ile

13

Ala
Gly
Met

Leu
250

g Leu

Pro
Gly
Ala
Thr
330
Pro
Thr
Asn
Lys
Cys
410
Lys
Ile
Ala
ASn
ASn

490
Arg

140

p Pro

Lys
Ala
Cys
lLeu
220
Ser
Asn
Asp
Phe
Gln
300
val
Ser
Ile
Asn
ser
380
Leu
Thr
Leu
Arg
Arg
460
val
Pro

Leu

val
Ala
445
His
Arg
Asn

Ala

Thr
Ala
30

Asp
Thr
Thr
ser
Ala
110
Ala
Arg
val
Ala
val
190
Thr
Ile
Pro
Leu
Leu
270
Ala
ser
Ile
val
Glu
350
Pro
val
Asn
Thr
Thr
430
Gly
Leu
Leu
GlIn

Leu

Glu
15

Asn
Glu
Gln
Thr
Gly
95

Thr
Ile
Ala
val
Ser
175
Arg
ser
Phe
val
Leu
255
Gln
Ile
Lys
Met
Leu
335
Ala
Arg
Ala
GIn
Leu
415
Gln
ASp
Thr
ASn
Trp

495
Cys

Trp
Thr
Ala
Gly
Ala
Glu
ASnh
val
Leu
Thr
160
Arg
Thr
Ile
Lys
Glu
240
Tyr
Lys
Thr
Leu
Ar

32

Lys
Gly
Leu
Thr
Leu
400
Ser
Asn
Lys
ser
TYyr
480
Pro

Pro
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Ala
Gln
Gly
545
Glu
Arg
Leu
Cys
Gly
625
Thr
Asn
Phe
Ile
TYyr
705
Asp
Tyr

<210> 5
<211>24

<212> ADN

AsSn
Leu
530
Thr
Gly
Met
Tyr
Glu
610
Ala
Ala
Pro
Lys
Asn
690
Ser
Gly

Pro

His
515
Leu
GIn
Cys
Glu
ser
595
Leu
Ser
Thr
ASD
His
675
Glu
Ser
Asp

Thr

500
Ala

val
Gln
Thr
Ile
580
Ser
Ala
Ala
Tyr
Tyr
660
Asp
Pro
Asp
Tyr

Ala
740

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> oligonucleétido

<400> 5

Pro
Lys
Pro
Gly
565
Phe
val
Gln
Pro
Ala
645
Arg
Pro
Tyr
val
Pro

725
Asp

agggtctgct actgagatgc tctg

<210> 6
<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> oligonucleétido

<400> 6

caaccactgg tttttctgec accg

<210>7
<211>22

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

Leu
Ala
Tyr
550
Ala
Arg
Glu
Asp
Leu
630
Ala
Lys
Ala
Gly
Pro
710
Ile

His

ES 2332822 T3

GIn
His
535
Thr
Leu
Leu
Asn
Lys
615
Met
Ala
Arg
Ala
Asp
695
Leu
ASp

Met

Glu
520
GIn
Asp
His
Asn
Ile
600
Glu
Glu
val
val
Trp
680
Asp
ASp
Thr

Leu

505
Ala

Asp
Gly
Ile
Thr
585
Gln
Ala
Leu
Leu
ser
665
Glu
Met
Pro
Tyr

Ala
745

14

Ala
Ala
val
l.eu
570
Ile
Arg
Ala
Leu
Phe
650
val
Ala
Asp
Leu

Ser
730

val
GIn
Arg
555
Ala
Pro
val
Asp
His
635
Arg
Glu
Ala
Ala
Glu

715
Asp

Ile
Arg
540
Met
Arg
Leu
Ala
Ala
620
Ser
Ile
Leu
Gln
Thr
700
Met

Gly

Pro
525
His
Glu
Asp
Phe
Ala
605
Ile
Arg
ser
Thr
ser
685
Tyr
His

Leu

510
Arg

val
Glu
Pro
val
590
Gly
ASp
ASn
Glu
Asn
670
Met
Arg
Met

Arg

Leu
Ala
Ile
Met
575
GlIn
val
Ala
Glu
ASp
655
ser
Ile
Pro
ASp

Pro
735

val
Ala
val
560
Asn
Leu
Leu
Glu
Gly
640
Lys
Leu
Pro
Met
Met

720
Pro

24

24



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<220>
<223> oligonucleétido

<400> 7

ggtgaaggtc ggtgtgaacg ga

<210> 8

<211>22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> oligonucleétido

<400> 8

tgttagtggg gtctegetec tg

<210>9

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> oligonucleétido

<400> 9
ggcgttctct ttggaaaggt gttc

<210> 10

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> oligonucledtido

<400> 10
ctcgaaccac atccttctct

<210> 11

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> oligonucleétido

<400> 11

gtcttatcga tgetggagtg

ES 2332822 T3
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<210> 12

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> oligonucleétido

<400> 12
aaagctcttc tcgcagecat

<210> 13

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> oligonucleétido

<400> 13
gcatgtccta ctcgcageag

<210> 14

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucleétido

<400> 14
gctgatcatg tcccggaggt

<210> 15

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucleétido

<400> 15
accaacagca actatgacct ¢

<210> 16

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

ES 2332822 T3
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<220>
<223> oligonucleétido

<400> 16
aaggacgtag cgaccgcaac

<210> 17

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> oligonucleétido

<400> 17
tgcttatgga tcccagagtg a

<210> 18

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> oligonucleétido

<400> 18

ttggtgagga tetcteegeg t

ES 2332822 T3
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