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DESCRIPCION
Complejo regulador de colesterol de sirt1 y Ixr y métodos de uso
Antecedentes de la invencion

La homeostasis del colesterol se mantiene mediante el equilibrio entre la ingesta con la dieta, la sintesis de nuevo
colesterol, el transporte, el metabolismo y la excrecién. Niveles bajos de lipoproteina de elevada densidad (HDL, del
inglés “high density lipoprotein”) y niveles altos de lipoproteina de baja densidad (LDL, del inglés “low density
lipoprotein”) se asocian a hlpercolesterolemla hipertrigliceridemia y un aumento del riesgo de enfermedad
cardiovascular’ y enfermedad de Alzheimer®®, las enfermedades asociadas a la edad que son causas principales de
mortalidad en la poblacién de media edad y de edad avanzada. Tanto los factores genéticos como los ambientales
contribuyen a la progresion de la enfermedad cardiovascular y la enfermedad de Alzheimer, y el riesgo de estos
trastornos aumenta con la edad. Sin embargo, se sabe poco de los mecanismos subyacentes a través de los cuales
los factores genéticos son sensibles al entorno ambiental para mediar en estas enfermedades asociadas al
envejecimiento.

El regulador de informacion silencioso 2 (Sir2) es un regulador critico de la esperanza de V|da como re guesta a
cambios ambientales. El gen Sir2 es un determinante de longevidad en levadura, C. elegans y Drosophila ° Tanto
en levadura """ como en Drosophlla ° también se requiere la actividad Sir2 para la extension de la esperanza de
vida proporcionada por la restriccion calonca Bloqwmlcamente la Sir2y sus homologos (sirtuinas) son un grupo de
desacetilasas de proteina dependientes de NAD" altamente conservadas 1214 g requerimiento de NAD+ puede
hacer que las sirtuinas monitoricen el metabolismo celular y modulen los procesos celulares que afectan al
envejecimiento. En mamiferos, la SIRT1, un ortélogo de mamifero de la proteina Sir2, tiene multiples sustratos de
proteina y es capaz de regular procesos relacionados con el envejecimiento, tal como el ciclo celular, la apoptosis, la
respuesta al estrés oxidativo y neurodegeneracion 520 En estos procesos, la SIRT1 es capaz de desplazar el
equilibrio entre muerte celular y supervivencia celular, propormonando de este modo resistencia al estrés

El metabolismo del colesterol y de la grasa esta regulado por muchos factores ambientales y celulares comunes. Los
Receptores Activados por Proliferador de Peroxisoma (PPARs, del inglés “Peroxisome Proliferator-Activated
Receptors”) y los Receptores X Hepaticos (LXRs, del inglés “Liver X Receptors”), dos subclases de receptores
nucleares sensibles a péptidos, desempefian funciones criticas en el metabolismo de lipidos y carbohidratos.
Estudios recientes han demostrado que en el tejido de grasa blanca, la SIRT1 interactia con el receptor nuclear
PPARy a traves de co-represor de receptor nuclear (N-CoR) y promueve la movilizacién de grasas tras privacion
alimentaria %. La SIRT1 también es capaz de interactuar y modificar el coactivador PPARy PGC-1a para regular la
homeostasis hepatlca de glucosa . La Patente de EE.UU. 6.048.903 muestra que el nivel de lipoproteinas de
densidad pesada (HDL) en la sangre de un sujeto humano puede facilitarse mediante la administracién de trans(
resveratrol al sujeto, y que dicha sustancia reduce el nivel de lipoproteinas de densidad ligera (LDL) en la sangre del
sujeto.

La implicacion de la SIRT1 en el metabolismo de grasas y en la homeostasis de glucosa demuestra el potencial de
que esta proteina también podria regular la homeostasis de colesterol en mamiferos. La presente invencion estudia
estos nuevos mecanismos de homeostasis de colesterol.

Sumario de la invencion

La presente invencién se refiere de forma general a composiciones y métodos utiles en el campo de la homeostasis
de colesterol y el transporte de colesterol inverso.

En un primer aspecto, la invencién proporciona un complejo aislado que contiene una proteina SIRT1 de mamifero y
una proteina LXR de mamifero. En determinadas realizaciones este complejo contiene adicionalmente un elemento
de respuesta de LXR.

En un aspecto relacionado, la invencién proporciona un método para formar un complejo que contiene una proteina
SIRT1 de mamifero y una proteina LXR de mamifero. El método incluye la combinacion de composiciones que
contienen una proteina SIRT1 de mamifero, una proteina LXR de mamifero y un fragmento de un acido nucleico
celular que incluye un elemento de respuesta de LXR.

En otro aspecto adicional, la invencién proporciona un método para identificar un agente que modula la formacion de
un complejo que comprende una proteina SIRT1 de mamifero y una proteina LXR de mamifero. Este método incluye
las etapas de:

— combinar composiciones que contienen una proteina SIRT1 de mamifero, una proteina LXR de mamifero y un
fragmento de un acido nucleico celular que incluye un elemento de respuesta de LXR, proporcionando de este
modo una composicion de complejo;

— adicionalmente poner en contacto una de las composiciones que contiene la proteina SIRT1 de mamifero, la
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composicion que contiene la proteina LXR de mamifero, o la composicién que contiene el fragmento de acido
nucleico celular con una cuarta composicion que incluye el agente antes de la etapa de combinacién, o poner
en contacto la composicién de complejo con la cuarta composicidén que incluye el agente después de la etapa
de combinacion; y

— determinar si la formacion del complejo esta modulada por el agente.

En determinadas realizaciones de este método, el agente aumenta la formacién del complejo. En realizaciones
adicionales, la determinacion se lleva a cabo mediante comparacién con una composicién de control que contiene el
agente.

La Patente de EE. UU. 6.835.563 se refiere a polipéptidos ABC1 y a métodos para aumentar el eflujo de colesterol.
El documento US2005/136429 describe la evaluacion de una molécula de SIRT1 en un sujeto.

También se describe un método para aumentar la relacién de colesterol ligado a lipoproteina de alta densidad (HDL)
respecto al colesterol total en el plasma de un mamifero, en donde el método incluye la administracion al mamifero
de un agente que estimula la actividad de SIRT1. Por ejemplo, el agente incluye T0901317.

También se describe un método para aumentar la relaciéon de colesterol ligado a lipoproteina de alta densidad (HDL)
respecto al colesterol total en el plasma de un mamifero, en donde el método incluye la administracion al mamifero
de un agente que promueve la formacién de un complejo que contiene una proteina SIRT1 de mamifero y una
proteina LXR de mamifero. Por ejemplo, el agente incluye 22(R)-hidroxicolesterol o acido 9-cis retinoico, o0 ambos.

También se describe un método para promover el eflujo de colesterol mediado por ABCA1 desde una célula de
mamifero, en donde el método incluye la introduccion en la célula de un acido nucleico que contiene una secuencia
que codifica una proteina desacetilasa. Por ejemplo, la proteina desacetilasa es una Sir2 ecuaridtica o una SIRT1 de
mamifero. Otros ejemplos de este método incluyen una etapa adicional de poner en contacto la célula con un agente
que estimula la actividad de SIRT1, tal como T0901317. La célula se puede poner en contacto adicionalmente con
un agente que promueve la formacion de un complejo que contiene una proteina SIRT1 de mamifero y una proteina
LXR de mamifero. Por ejemplo, el complejo que promueve incluye 22(R)-hidroxicolesterol o acido 9-cis retinoico, o
ambos.

También se describe un método para tratar a un sujeto que se considera que tiene un nivel de actividad de SIRT1
que esta por debajo de lo normal. Dicho sujeto exhibe un nivel de colesterol HDL, y una relacion de colesterol HDL a
colesterol LDL, que se consideran por debajo de lo normal. El método incluye la administracion de un acido nucleico
que codifica SIRT1 especifica de especie a un sujeto, en donde el acido nucleico es efectivo para expresar una
cantidad terapéuticamente efectiva de SIRT1 en una célula del sujeto.

También se describe un método para determinar si una sustancia candidata modula un proceso dependiente de
LXR. ElI método incluye la transfeccién de una célula con un plasmido que alberga un gen indicador dirigido
operativamente por un LXRE; poner en contacto la célula con el candidato; y determinar si el candidato modula la
expresion del gen indicador en comparacién con una célula que no esté en contacto con el candidato; de tal modo
que una diferencia detectada entre la presencia y la ausencia del candidato indica que el candidato modula el
proceso dependiente de LXR.

En un aspecto adicional, la invencién proporciona un método para determinar si una sustancia candidata modula un
efecto dependiente de SIRT1 de un LXR. Este método incluye la transfeccion de una célula con un plasmido que
alberga un gen SIRT1; transfectar adicionalmente la célula con un plasmido que alberga un gen indicador dirigido
operativamente por un promotor LXRE; poner en contacto la célula con el candidato; y determinar si el candidato
modula la expresion del gen indicador en comparacién con una célula que no esté en contacto con el candidato; en
donde la deteccion de una diferencia entre la presencia y la ausencia del candidato indica que el candidato modula
el efecto dependiente de SIRT1 de un LXR.

En un aspecto adicional, la invencion proporciona un método para determinar si una sustancia candidata modula la
interaccion de SIRT1 con un LXR. Este método incluye la transfeccidon de una célula con un vector que alberga una
secuencia que codifica un LXR etiquetado con un epitopo; transfectar adicionalmente la célula con un vector que
alberga una secuencia que codifica una SIRT1; poner en contacto la célula con la sustancia candidata; lisar las
células; poner en contacto los lisatos celulares con un anticuerpo especifico de la etiqueta de epitopo; y recuperar
los inmunoprecipitados que comprenden un complejo de la SIRT1 y el LXR con un adsorbente especifico de
anticuerpo; llevar a cabo un procedimiento de analisis por transferencia Western usando anticuerpos especificos de
SIRT1 y un LXR; en donde la deteccion de una diferencia en la formacion de complejo en presencia del candidato,
en comparacién con la ausencia del candidato, indica que el candidato modula la interaccién de la SIRT1 con el
LXR.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1. La pérdida de funcion de SIRT1 produce una alteracion de la homeostasis de colesterol.
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(a-c) Se analizaron muestras de plasma de ratones naturales (barra rellena), SIRT1"" (barra sombreada) y SIRT1"
(barra hueca) para determinar (a) el colesterol total, (b) el colesterol HDL, (c) el colesterol LDL.

(d) Perfiles de colesterol de lipoproteina de plasma FPLC en ratones naturales (diamante relleno) y SIRT1”
(diamante hueco).

(e) Contenidos de lipidos relativos en las fracciones HDL de ratones naturales (barra rellena) y SIRT1” (barra
abierta).

(f) Colesterol total de testiculos e higados de control natural (barra rellena) y de camada SIRT1” (barra hueca).

(9) Eflujo mediado por ApoAl de [3H]-colesterol de fibroblastos embrionarios de ratén primarios (MEFs) (panel
izquierdo) o de monocitos humanos THP-1 (panel derecho), con o sin pre-tratamiento con nicotinamida.

Figura 2. Expresion de ABCA1 e interaccion con receptores nucleares de LXR.

(a) Expresion de ARNm de ABCA1 en higados (panel izquierdo, determinado mediante PCR en tiempo real
cuantitativa), y en testiculos y ovarios (panel derecho, determinado mediante analisis de transferencia western de
animales naturales (+/+) y SIRT1” (-I-)).

(b) La inhibicion de la actividad de SIRT1 reduce la actividad de promotor ABCA1.

(c) Efecto de deficiencia de SIRT1 sobre la actividad de promotor en MEFs.

(d) Interaccion de SIRT1 con el LXRE de promotor ABCA1.

(e) La SIRT1 interactia con LXRa y LXRB.

Figura 3. La deficiencia de SIRT1 compromete las respuestas normales a un agonista de LXR in vivo.
(a) EI LXR actua contra ARNms en higados de ratones SIRT1™".

(b) Niveles relativos de LXR actian contra ARNms en higados de ratones tratados con el agonista de LXR
T0901317.

(c) Niveles de proteina ABCA1 en ratones naturales y SIRT1” sin o con T0901317.

(d) Niveles de triglicéridos después de administracion de T0901317 en ratones SIRT1” acumulan niveles mas bajos
de triglicéridos en plasma e higado.

(e) Induccion de colesterol en plasma tras alimentacion de T0901317.

(f) Perfiles representativos de lipoproteina en plasma FPCL en ratones naturales y SIRT1” antes (cuadrados
rellenos) y después (cuadrados huecos) de alimentacién de T0901317.

Figura 4. La SIRT1 regula la estabilidad y la actividad de LXR desacetilando la proteina LXR.
(a) Efecto de SIRT1 sobre la expresion de proteina de LXR SIRTT.

(b) Efecto de bloqueo de SIRT1 por interferencia de ARN en el nivel de LXR.

(c) Efecto de inhibidores sobre la expresion de proteina de LXR.

(d) La SIRT1 promueve la ubiquitinacién de LXR.

(e) Acetilacion de LXR in vivo y activacion de LXR mediante 22(R)-HC y 9-cisRA.

(f) La SIRT1 desacetila HA-LXRB.

Figura 5. Representacion esquematica del efecto de la inhibicion de SIRT1 o de la degradaciéon de LXR mediada por
proteasoma sobre la actividad de transcripcién de LXR sobre el promotor ABCA1.
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Descripcion detallada de la invenciéon

Tabla de secuencias

Tabla 1. Tabla de secuencias en la descripcion.

SEC ID N°: IDENTIFICACION N° DE ACCESO GENBANK TIPO
1 SIRT1 humana NP 036370 Prot

2 SIRT1 murina NP 062786 Prot

3 Receptor X hepatico humano alfa NP 062786 Prot

4 Receptor X hepatico humano beta NP 009052.3 Prot

5 Receptor X hepatico murino alfa NP 038867.1 Prot

6 Receptor X hepatico murino beta NP 033499.1 Prot

7 SIRT1 humana NM 012238 ARNmM
8 SIRT1 murina NM 019812 ARNmM
9 Receptor X hepatico humano alfa NM 005693 ARNmM
10 Receptor X hepatico humano beta NM 007121 ARNmM
11 Receptor X hepatico murino alfa NM 013839 ARNmM
12 Receptor X hepatico murino beta NM 009473 ARNm
13 Cebador ADN
14 Cebador ADN
15 Cebador ADN
16 Cebador ADN
17 Cebador ADN
18 Cebador ADN
19 Cebador ADN
20 Cebador ADN

Tal como se usa en la presente memoria, HDL (lipoproteina de alta densidad) se refiere a una clase de lipoproteina
de plasma con una elevada proporcion de proteina, que incluye las apolipoproteinas A, C, D y E. La HDL incorpora y
transporta colesterol, tanto libre como esterificado, en el plasma en forma de complejo HDL-colesterol. El término
HDL puede usarse de un modo dependiente del contexto para designar colesterol ligado a particulas de HDL.

Tal como se usa en la presente memoria, LDL (lipoproteina de baja densidad) se refiere a una clase de lipoproteina
de plasma con una elevada proporcion de lipidos, que incluye colesterol, ésteres de colesterol y triglicéridos.
Principalmente incluye apolipoproteina B-100 y apolipoproteina E. La LDL incorpora y transporta colesterol en el
plasma. El término LDL puede usarse de un modo dependiente del contexto para designar colesterol ligado a
particulas de LDL.

Tal como se usa en la presente memoria, el término “aislado” y otros similares se refieren a una sustancia que ha
sido purificada a partir de un estado natural mediante la eliminacion de al menos un componente con el cual se
encuentra la sustancia de forma natural. El término “purificado” puede usarse como sinénimo de “aislado”. Se
entiende que estos términos no requieren que la sustancia tenga ningun nivel predeterminado de pureza.

Tal como se usa en la presente memoria, la expresion “un complejo” y términos similares se refieren a una
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combinacién de dos o mas sustancias combinadas unas con otras de forma suficientemente estable para someterse
a un proceso de aislamiento y ser caracterizadas como combinacion. Los componentes del complejo puede estar
ligados directamente unos a otros, o la combinacién puede incluir un componente intermedio facilitador de tal modo
que los componentes identificados no estan directamente en contacto unos con otros. Se puede formar un complejo
mediante interacciones no covalentes que unan a los componentes o mediante enlaces covalentes entre ellos.

Tal como se usa en la presente memoria, el término “colesterol” generalmente se refiere a la presencia total de
colesterol como colesterol y como ésteres colesterilicos. En determinados contextos, que seran evidentes para el
especialista en la técnica, se puede usar “colesterol” para referirse Unicamente a colesterol libre.

Tal como se usa en la presente memoria, el término “tratamiento” y términos y expresiones similares se refieren a la
aplicacion o administracién de un agente terapéutico a un sujeto que tiene una enfermedad o afeccién, un sintoma
de enfermedad, o una predisposicion hacia una enfermedad, o la aplicacion o administracién de un agente
terapéutico a un tejido aislado o linea celular procedentes del sujeto. El tratamiento pretende promover la curacién o
el alivio, alteraciéon, remedio, mejoria o afectacion de la enfermedad, los sintomas de la enfermedad o la
predisposicion hacia la enfermedad.

Tal como se usan en la presente memoria, las expresiones “cantidad terapéuticamente efectiva” y “cantidad
profilacticamente efectiva” se refieren a una cantidad que proporcione un beneficio terapéutico en el tratamiento de
una enfermedad, o un efecto que proporcione la prevencion o disminuir la gravedad de la enfermedad,
respectivamente. La cantidad especifica que es terapéuticamente efectiva puede determinarse faciimente por el
especialista médico empleando determinaciones de la respuesta en un sujeto tratado, y puede variar dependiendo
de factores conocidos en la técnica, tales como la naturaleza de la enfermedad, el historial del sujeto y su edad, el
estadio de la enfermedad y la administracion de otros agentes terapéuticos.

Tal como se usa en la presente memoria, una “composicion farmacéutica” se refiere a una composicion que incluye
una cantidad farmacoldgicamente efectiva de un polinucleétido y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Tal
como se usa en la presente memoria, “cantidad farmacolégicamente efectiva”®, “cantidad terapéuticamente efectiva”
o simplemente “cantidad efectiva” se refiere a la cantidad de polinucledétido inhibidor que es eficaz para producir el
resultado farmacolégico, terapéutico o preventivo pretendido. Por ejemplo, si un tratamiento clinico dado se
considera efectivo cuando existe al menos un cambio minimo mensurable en un parametro clinico asociado a una
enfermedad o trastorno, un cantidad terapéuticamente efectiva de un farmaco para el tratamiento de dicha
enfermedad o trastorno es la cantidad necesaria para efectuar al menos un cambio en el parametro.

La expresion “vehiculo farmacéuticamente aceptable” se refiere a una composiciéon para la administracién de un
agente terapéutico que es al menos fisiolégicamente aceptable y puede ser aprobado por una agencia reguladora.

Polipéptidos SIRT1

Tal como se usan en la presente memoria, las expresiones “un polipéptido SIRT1”, “una proteina SIRT1”, y otros
términos y expresiones relacionados, se refieren a SIRT1 natural, a un SIRT1 mutante, a un SIRT1 variante y a
fragmentos y formas maduras biolégicamente activos del mismo. Una proteina SIRT1 importante para ser usada en
la presente invencion es la SIRT1 humana. La secuencia de aminoacidos de la SIRT1 humana se encuentra en el
GenBank con N° de acceso NP_036370, donde se describe que estd compuesta por 747 residuos de aminoacido, se
muestra en la Tabla 2 usando el cédigo convencional de una letra para los aminoacidos (International Union Of
Biochemistry And Molecular Biology, Recommendations on Biochemical & Organic Nomenclature, Symbols &
Terminology, etc., Parte 1, Seccion A: Amino-Acid Nomenclature, Seccion 3AA-1. Names Of Common Alpha-Amino
Acids, http://www.chem.gmul.ac.uk/iubmb/ y J. Biol. Chem., 1985, 260,14-42).

Tabla 2. Secuencia de aminoacidos de la SIRT1 humana.

1 madeaalalq

61
121
181
241
301

36l

421

481
541
601
661
721

La secuencia de aminoacidos de SIRT1 murina esta disponible en el GenBank con n° de acceso NP_062786, donde

paaargcpga
ydeddddege
rigpytfvqq
ntiedavkll
yfrkdprpff

-qchgsfatas

gfhramkydk
dcdviinelc
pertappdas
knvgsstgek
seddvlssss
gddgeainea

pggspsaaga
anaalwreae
egeeaaaaai
hlmigtdprt
geckkiivit
kfakeiypggqg

clickykvdc
devdllivig
hriggeyakl
vivtlldgaa
nertavagtwv
cgsnsdsgtc
isvkqgevtdm

dreaasspag
aeaaaaggeq
gyrdnllifgd
ilkdllpeti
gagvsvacgi
fapsalchkeEi -
eavrgdifng
sslkvrpval
ccnpvklsei
ksnddldvse
rkcwpnrvak
gspsleepme
nypsanks

eplrkrprrd
eagataaage
eilitngfhsc
prpelddmtl
pdfrardgiy
alsdkegkll

vvprecprcpa
ipsaiphevp
tekpprtqgke
skgecmeekpq
eqgisrrldgn
deseisefyn

gpglerspge
gdngpglqgp
esdeedrash
wqivinilse
arlavdfpdl
raytgnidel
deplaimkpe
gilinreplp
laylselppt
evqtsrnves
qylflppnry
gledepdvpe

se describe que esta compuesta por 737 residuos de aminoacido, se muestra en la Tabla 3.

6

Pggaaperev
sreppladnl
agssdwtprp
ppkrkkrkdi
pdpgamfdie
eqvagigrii
ivifgenlpe
hlhfdvellg
plhvsedsss
iaegmenpdl
ifhgaevysd
raggagfgtd

(SEC ID N°: 1)
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Tabla 3. Secuencia de aminoacidos de la SIRT1 murina.

madevalalg
ceaasaaapa
deaaaaaaaa
qohlmigtdp
llgeckkiiv
ffkfakeiyp
asclickykv
dkdevdlliv
lchrlggeya
saviatlvdg
nertsvaetv
cgsnadagte
iatrgeltdv

aagspsaaaa
alwreaagaa
aigyrdnlll
rtilkdllpe

ltgagvsvsc’

gqfqgpslchk
dceavrgdif
igsslkvrpv
kleccnpvkls
atnnnvndle
rkcwpnrlak
qspsleeple
nypsdks

meaasqgpade
asaereapat
tdglltngfh
tipppelddm
gipdfrardg
fialsdkegk
NgVVPIGCPIoc
alipssiphe
eitekpprpq
vaeascveek
eqgiskrlegn
deseieefyn

plrkrprrdg
avagdgdnga
scesddddrt
tlwgivinil
iyarlavdfp
llrnytgnid
padeplaimk
vpgilinrep
kelvhlaselp
pgevgtarnv
qylfvppnry
gleddterpe

pglgrspgep
glrrepraad
shasssdwtp
seppkrkkrk
dlpdpgamfd
tlegvagiqr
peivifgenl
1lphihfdvel
ptplhiseds
eninvenpdf
ifhgaevysd
caggsgfgad

saavapaaag
dfdddegeee
rprigpytfv
dintiedavk
ieyfrkdprp
ilgchgsfat
pegfhranky
lgdedviine
sspertvpqgd
kavgsatadk
seddvlsassss
ggdgevvnea

(SEC ID N°: 2)

La secuencia de aminoacidos de receptor alfa X de higado humano esta disponible en el GenBank con n° de acceso
5 NP_062786, donde se describe que esta compuesta por 447 residuos de aminoacido, se muestra en la Tabla 4.

Tabla 4. Secuencia de aminoacidos de receptor alfa X de higado humano.

MSLWLGAFVPDIPPDSAVELWKPGAQDASSQAQGGSSCILREEA

RMPHSAGGTAGVGLEAAEPTALLTRAEPPSEPTE IRPOKRKKGPAPKMLGNELCSVCG
DKASGFRYNVLSCEGCKGFFRRSVIKGAHY ICHSGGHCPMDTYMRRKCQECRLRKCRQ
AGMREECVLSEEQIRLKKLKRQEEEQRHATSLPPRRSSPPQILPQLSPEQLGMIEKLY
AAQQOCNRRS FSDRLRVTPWPMAPDPHSREARQQORFAHFTELAIVSVQE IVDFAKQLP
GFLOLSREDQIALLKTSATEVMLLETSRRYNPGSESITFLKDFSYNREDFAKAGLQVE
FINPIFEFSRAMNELOLNDAEFALLIAISIFSADRPNVQDOLOVERLOHTYVEALHAY
VSIHHPHDRLMFPRMLMKLVSLRTLSSVHSEQVFALRLODKKLPPLLSE LIWDVHE .
(SEC ID N°: 3)

La secuencia de aminoacidos de receptor beta X de higado humano esta disponible en el GenBank con n° de
acceso NP_009052.3, donde se describe que estd compuesta por 461 residuos de aminoacido, se muestra en la
Tabla 5.
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Tabla 5. Secuencia de aminoacidos de receptor beta X de higado humano.

MSSPTTSSLDTPLPGNGPPQPGAPSSSPTVKEEGPEPWPGGPDP
h*DVPGTDEASSACSTDWVIPDPEEEPERKRKKGPAPKMLGHELCRVCGDKASGFHYNVL

' SCEGCKGFFRRSVVRGGARRYACRGGGTCOMDAFMRRKCQQCRLRKCKEAGMREQCVL
SEEQIRKKKIRKQDOOESQSQSOSPVGPOGSSSSASGPGASPGGSEAGSQGSGEGEGY
OLTAAQELMIQQLVARQLQCNKRSFSDQPKVTEWPLGADPQSRDARQQRFAHFTELAL
ISVQEIVDFAKQVPGFLOLGREDQIALLKAST IEITMLLETARRYNHETECITFLKDFT
YSKDDFHRAGLQVEFINPIFEFSRAMRRLGLDDAEYALLIAINIFSADRFPNVQEPGRV
EALQOPYVEALLSYTRIKRPQDQLRFPRMLMKLVSLRTLSSVHSEQVFALRLODKKLP
PLLSEIWDVHE )

(SEC ID N°: 4)

La secuencia de aminoacidos de receptor alfa X de higado murino esta disponible en el GenBank con n° de acceso
NP_03887.1, donde se describe que esta compuesta por 445 residuos de aminoacido, se muestra en la Tabla 6.
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Tabla 6. Secuencia de aminoacidos de receptor alfa X de higado murino.

MSLWLEASMPDVSPDSATELWKTEPQDAGDQGGNTCILREEARM
PQSTGVALGIGLESAEPTALLPRAETLPEPTELRPQKRKKGPAPKMLGNELCSVCGDK
ASGFHYNVLSCEGCKGFFRRSVIKGARYVCHSGGHC PMDTYMRRKCQECRLRKCROAG
MREECVLSEECQIRLKKLKRQEEEQAQATSVSPRVSSPPOVLPQLSPEQLGMIEKLVARA
QOUOCNRRSFSDRLRVTPWPIAPDPOSREARQORFAHFTELAIVSVQE IVDFAKQLPGFEF
LOLSREDQIALLKTSAIEVMLLETSRRYNPGSESITFLKDFSYNREDFAKAGLQVEFI
NPIFEFSRAMNELQLNDAEFALLIAISIFSADRPNVQDQLOVERLQHTYVEALHAYVS
INHPHDRIMFPRMIMKLVSLRTLSSVHSEQVFALRLOQDKKLPPLLSEIWDVHE
(SEC ID N°: 5)
20 La secuencia de aminoacidos de receptor beta X de higado murino esta disponible en el GenBank con n°® de acceso
NP_033499.1, donde se describe que esta compuesta por 446 residuos de aminoacido, se muestra en la Tabla 7.
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Tabla 7. Secuencia de aminoacidos de receptor beta X de higado murino.

MSSPTSSLDTPVPGNGSPQPSTSATSPTIKEEGQETDPPPGSEG
SS5AYIVVILEPEDE PERKRKKGPAPKMLGHELCRVCGDKASGFHYNVLSCEGCKGFF
RRSVVHGGAGRYACRGSGTCQMDAFMRRKCQLCRLRKCKEAGMREQCVLSEEQIRKKR
TOKQQOOQPPPPSEPAASSSGRPAASPGTSEASSOGSGEGEGIQLTAAQEIMI QQLVA
AQLOCNKRSFSDQPKVTPWPLGADPQSRDARQORFAHFTELAI ISVQE IVDFAKQVPG
FLOLGREDQIALLKASTIEIMLLETARRYNHETECITFLKDFTYSKDDFHRAGLQVEF
INPIFEFSRAMRRLGLDDAEYALLIAINIFSADRPNVQEPSRVEALOQPYVEALLSYT
RIKRPQDOQLRFPRMIMKLVSLRTLS SVHSEQVFALRLGDKKLPPLLSE IWDVHE

(SEC ID N°: 6)

En general, un “polipéptido SIRT1” y varios “polipéptidos LXR” tal como se emplean en los métodos y composiciones
de la presente invencioén, incluyen polipéptidos SIRT1 y LXR naturales humanos o polipéptidos SIRT1 y LXR
naturales murinos tales como los mostrados en las Tablas 2-7, asi como los ortélogos naturales de vertebrados de
los mismos, y dominios, estructuras y fragmentos de los mismos. Adicionalmente, estos términos incluyen
polipéptidos, dominios, estructuras y fragmentos mutantes recombinantes en los que al menos un residuo de
aminoacido ha sido cambiado por un residuo de aminoacido diferente; o uno o mas residuos pueden ser eliminados;
0 uno o mas residuos pueden ser insertados entre residuos vecinos en una secuencia original. Un polipéptido SIRT1
mutante o variante puede tener entre 1 residuo de aminoacido y hasta el 1% de los residuos cambiados, o hasta el
2%, o hasta el 5% o hasta el 8%, o hasta el 10%, o hasta el 15%, o hasta el 20%, o hasta un porcentaje algo
superior, de los residuos cambiados respecto a una secuencia natural o de referencia. Los polipéptidos, dominios,
estructuras y fragmentos de SIRT1 recombinantes mutantes o variantes se usan en los presentes métodos y
composiciones siempre que exhiban de forma demostrable al menos una actividad o funcién biolégica de SIRT1 y
LXRs naturales. La posesion de una actividad o funcion biolégica puede ser determinada por el especialista en los
campos relacionados con la presente invencion, que incluyen, a modo de ejemplo no limitante, la biologia molecular,
la biologia celular, la patologia, la medicina clinica y similares. Dichos especialistas en los campos de la invencion
pueden evaluar polipéptidos, dominios, estructuras y fragmentos recombinantes mutantes de SIRT1 y LXR al menos
mediante los métodos descritos en los Ejemplos de la presente invencion.

Se reconocera en la técnica que una secuencia de aminoacidos de un polipéptido SIRT1 o LXR puede variarse sin
efectos significativos sobre la estructura o funcién de la proteina. Si se contemplan dichas diferencias de secuencia,
deberia recordarse que existiran determinadas areas de la proteina que son importantes para su actividad. En
general, es posible sustituir residuos que formen la estructura terciaria, siempre que se usen residuos que
proporcionen una funcion similar. En otros ejemplos, el tipo de residuo puede ser completamente irrelevante si la
alteracion se produce en una regién no importante de la proteina.

Acidos nucleicos

Tal como se usan en la presente memoria, las expresiones “polinucleétido de SIRT1” o “acido nucleico de SIRT1”,
“polinucledtido de LXR” o “acido nucleico de LXR” o expresiones y frases relacionadas, se refieren a cualquier
polinucledtido que codifica cualquier polipéptido de SIRT1 tal como se describe en la presente memoria. En general,
cualquier secuencia de nucledétidos que codifica un polipéptido de SIRT1 es abarcada por la presente invencion. En
algunas realizaciones, un acido nucleico que codifica un polipéptido que presenta la secuencia de aminoacidos de
una SIRT1 humana mostrada en la Tabla 2 incluye una secuencia codificadora de la secuencia de acido nucleico de
ARNmMm descrita en el GenBank con n°® de acceso NM_012238, mostrada en la Tabla 8, o un fragmento de la misma.
En la Tabla 8, la secuencia codificadora se extiende desde la posicién 54 hasta la posicion 2297.
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3el

421

481

541

601

€61

721

781

841

201

961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
39001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3s01
J2el
4021
4GBl

gtcgagcggyg
acgaggcggc.
aggccgogte
gcctcgagceg
cggccagggy
cggcgg9cgyc
atgggceggyg
aagacgacga
gagataacct
atgaggagga
gtccatatac
aagattcatt
ttgttattaa
ttgaagatgc
gggtgtetgt
ctgctgtaga’
gaaaagatce
catcrcrcrg
atacccagaa
atggttecctt
tacgaggaga
cgcttgctat
atagageecat
tcaaagtaag
taattaatag
atgtcataat
accctgtaaa
atttgtcaga
gaacttcacc
atgatgattt
aaacttctag
ttggtitctag
gciggectaa
tgtotttgee
atgacgtctt
caagtttaga
aagatgagcc
atcaagagge
catcaaacaa
gaactttage
aaggtgtaat
attattrtcetyg
actaagtateo
tgataaatte
ttaaagtttt
ccaaagaatg
tgttacgcta
actgtggcag
acaatatgtg
aatttcagga

‘tgtagtaatg

atgtttcagt
tgccattgtt
tattaaactg
tactggggag
ccctgattat
gtetccecatt
tgaacatgat
atttatettt
aaaagcttct
tttcagacca
atttattaca
aggaccatta
gtctcaatct
catgatgttt
tacagtgaag
ggcatatgtt
aaccagtgtt
ttctgttaaa
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agcagaggag
cctocgecctt
grteoccccegec
gagococgggc
ctgoccegggt
ag9cggggag
cctgcagggc
cgacgagggc
tctgttogge
tagagectea
ttttgttcag
gceggaaaca
tatectttca
tgtgaaatta
ttcatgtgga
cttececagat
aagaccattc
tcacaaattc
catagacacg
tgcaacagca
tatttrttaat
catgaaacca
gaagtatgac
accagtagca
agaacctttg
taatgaattg
getttcagaa
gttgccaccc
accagattct
agatgtgtct
gaatgttgaa
tactggggag
tagagtggca
accaaatcgt
atcctctagt
agaacccaty
tgatgttcca
aattaatgaa
atcatagtgt
atgrtcaaaat
atttataggt
tacttgtaca
ttcaatcage
atatgtgtat
caaaaagcca
gtattttcac
aacttttgat
ctaacttttt
gggagagcac
ttattgtatt
tctatattgg
tgetttagaa
gtttaaatac
ccaaaatgtyg
agtgtaatat
acagttccaa

gggaggattt

‘gatgtaactt

atrtaaaaqc
agtctttcaa
tttttgaaca
ataaaaaggg
ctgccagaga
gaatttattt
gtgtgctata
actgttttca
ttgtagactg
ttttacttgt
aaaaaaaaaa

Tabla 8.

gcgagggagy
cagccecggcyg
ggggagccgce
gagcccggtyg
gcgygcggcgyg
caagagycce
ccatcteggg
gaggaggagg
gatgaaatta
catgcaagct
caacatctta
atacctcecac
gaaccaccaa
ctgcaagagt
atacctgact
crLLccagatc
ttcaagtttg
atagcctigt
ctggaacagg
tcttgcctga
caggtagtte
gagattgtgt
aaagatgaag
ctaattcecaa
cctcatctgc
tgtcataggt
attactgaaa
acacctctte
tcagtgattg
gaatcaaaag
agtattgectg
aaaaatgaaa
aaggagcaga
tacattttcc
tcttgtggea
gaggatgaaa
gagagagctg
goctatatetyg
aataattgtg
gaatgtttac
tggtaaaata
aactcaacac
tgttggtcaa
atataatcLo
tcggaatgtt
ttttcttigt
Tctitaacac
aaaatctcaa
tcggttgtet
tacgttcaaa
ctcataaaac
acattagtge
ctatcactgt
aatatgcaaa
tttggactge
agtaataaga
gqgtgttaaat
gtaatagcag
ttagcetgee
gaagttcata
tcactcctaa
tttgaaatat
aaaaaatcgt
ggctacacta
gatgatattt
gcoctottitta
tttaatgact
acactgtttt
aaaaaaa

agggccagag
gctcccocto
tccgcaagag
gggcggeccc
cggcgetgtg
aggcgactgc
agccaccget
aagaggcgge
tcactaatgg
ctagtgactg
tgattggeac
ctgagttgga
aaaggaaaaa
gcaaaaaaat
tcaggtcaag
ctcaagegat
caaaggaaat
cagataagga
ttgcgggaat
tttgtaaata
ctegatgtee
tttttggtga
ttgacctcct
gttccatacce
attttgatgt
taggtggtga
aacctccacg
atgtttcaga
tcacacttitt
gttgratgga

‘aacagatgga

gaacttcagt
ttagtaggcg
atggcgctga
gtaacagtga
gtgaaattga
gaggagctgg
tgaaacagga
caggtacagg
trgrgaactc
gattgtttet
taacttteet
gactaacttt
tctegetetg
aaattaatgt
aacattgaat
aattatttte
atgacatgea
ttacttttaa
tgaagatggc
taacctgaaa
ctgectggat
ggtagagctt
gectttctga
tgttttccat
tgttaattgt
accaaactgc
aatagttaat
ttaaaactag
ctttatgaaa
attaataaag
agctgttctt
attgaatgge
aagaatgcag
taaattgaaa
tattgtacat
ggatatctte
aaagtctatt

aggcagttgyg
g9cggcyggy
gccgcggaga
agagcgtgag
gcgggaggcg
ggcggctggy
ggccgacaac
ggcggcggcyg
trttcattec
gactccaagqg
agatcctega
tgatatgaca
aagaaaagat
tatagttcta
ggatggtatt
gttrgatatt
atatcctgga
aggaaaacta
ccaaaggata
caaagttgac
rtaggtgccca
aaatttacca
cattgttatt
ccatgaagig
agagcttctt
atatgccaaa
aacacaaaaa
agactcaagt
agaccaagea
agaaaaacca
aaatccggat
ggctggaaca
gcttgatggt
ggtatattca
tagtgggaca
agaattctac
atttgggact
agtaacagac
aattgttcca
gatagagcaa
catggataat
tttrttaaaa
cttttaaaqq
tetaqtgagt
aaagggacag
ggtttgaagt
aaacactgge
gtgtgagtag
aagtaatact
ttttgtactt
aacaaataaa
cceccttagtt
gcattgatct
atctataata
taatgaggag
aattcagcca
tagcocctagt
gaatgaaact
agatcaactt
ttgcacagta
tattcctetyg
tatgcataaa
catttcceta
tatatttagt
agtttgttitt
agtcttttat
cttcaacttt
aaaattgtca

aagatggcgg
gcocgecagygyg
gatggtcccg
gtgccggegg -
gaggcagagg
gaaggagaca
ttgtacgacg
attgggtace
tgtgaaagtg
ccasggatag
acaattctta
ctgtggcaga
attaatacaa
actggagctg
tatgetcgee
gaatatttea
caattccage
crtcegcaact
attcagtgtc
tqtgaagctg
gctgatgaac
gaacagtttc
gggtcttcec
cctecagactat
ggagactgtg
ctttgectgta
gaattggctt
tcaccagaaa
gctaagagta
caggaagtac
ttgaagaatg
gtgagaaaat
aatcagtatc
gactctgaag
tgccagagte
aatggctitag
gatggagatg
atgaactate
ccagcattag
ggaaaccaga
ttttaactte
aaaaaaaggt
ttcatttgta
TTcaacatee
ctaatctaga
actcaaaate
attttccaaa
aaggaagtca
tggtgctaag
cctgtggaca
tgctitggaa
ttgaaatatt
tttcecacaag
atggtacttc
agcaacaggc
gaaagtacat
attatggaga
agttcttata
tctcagetge
agcatttatt
ttgcetttagt
acacccagct
cttataagat
tttccatitg
aaattattte
gtaatttact
tgaaatacaa
tttgactttt

(SEC ID N°: 7)

En algunas realizaciones, un acido nucleico que codifica un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos de
una SIRT1 murina mostrada en la Tabla 3 incluye una secuencia codificadora de la secuencia de acido nucleico de
ARNmMm descrita en el GenBank con n°® de acceso NM_019812, mostrada en la Tabla 9, o un fragmento de la misma.
En la Tabla 9, la secuencia codificadora se extiende desde la posicién 48 hasta la posicion 2261.
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gcggagcaga
tggcgcroge
cgcagccgge
gcagccoeggg
gcgoccgogygce
gggaggccce
ageegagggc
cggcagegge
tcactaatgg
ctagtgactg
tgattggcac
ctgagctgga
agcggaaaaa
gtaaaaagat
tecagatcaag
ctcaagoceat
caaaggaaat
cagataagga
ttgcaggaat
tttgtaaata
ctcggtgcee
tctttggtga
ttgacctcct
gttctatacc
attttgatgt
taggtggtga
aacctccacyg
atatttcgga
ctacacttgt
gttgtgtygga
tggaaaatce
cagttgcaga
agcggcttga
ctgaggtata
gtgacagtgg
ttgaagaatt
ctggatttgg
aggaattgac
attcaggaat
ttgtgaactt
tcttcttgga
ttggttgact
attttgtttt
taatgtaaag
aacattgaat
ttaacttttye
gatgacttgt
gtgtgaagcg
aggcccctga
atagtgcctg
ctatcactgt
gcaaagcectt
tgctgtttet
agataaattg
atcccaaggt
tagttcttag
geagaaactt
acttctttgg
aaaaatgatt
gccagaggag
tggctacact
agacaatatt
agcteocttttt
taatgactgg
aaaasaaaa
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ggaggcgagyg
ccttcaggcc
ggacgagccg
cgagcogage
coccggeggey
ggcgacggcc
ggctgacgac
ggcggeageg
cttteattce
gactccgcgg
cgatcctcga
tgatatgacg
aagaaaagat
aatagttctyg
agqacggtate
gtttgatatt
atatccecgga
aggaaaacta
ccaaaggatc
caaagttgat
taggtgccca
aaacttacca
cattgttatt
ccatgaagtyg
agagctectt
atatgccaaa
cccacaanag
agactcaagt
agaccaagca
agaaaaacca
agattttaag
aacagtgaga
gggtaatcaa
ctcagacter
cacatgccag
ctacaatggc

agctgatgga

agatgtaaac
tgctecacea
gaacaaggaa
taatctctaa
tcatctteet
ttgcctaatg
ggaacagert
agtttaaagc
aaacactgge
aatgtgagga
tacttactgc
gactaatctg
tctatatagg
ggtagagcct
tctgaatcta
ccattaatga
tagctcaace
gttagccttg
ttatttaaaa
ttagcecttte
aacattgccc
tgaaatatag
aaaagtatta
aaagaatgca
ttaaattgaa
atattgtaca
attatcttcc

Tabla 9.

gcggagggec
goccggecteec
ctcocecgcaaga
gcagcagtgg
ctgtggcggg
gtggecgggg
ttcgacgacyg
atcggctacc
tgtgaaagtg
ccgeggatayg
acaattctta
ctgtggcaga
atcaatacaa
actggagctg
tatgetegee
gagtatttta
cagttcecage
ctteogaaate
cttcagtgtc
tgtgaagctg
gctgatgagc
gaacagttte
ggatcttictc
cctcaaatat
ggagactgcg
ctrtgttgta
gaattggttc

tcacctgaaa

acaaacaaca
caagaagtac
gctgttggte
aaatgctgge
tacctgtttg
gaagatgacg
agtecaagtt
ttggaagatyg
ggggatcaag
tatccatcag
gcattgggaa
atctgaaaga
agttccatca
ttcaaggtree
agtttcaacc
atctagacca
cctcaattic
attttecaza
grcagcaccg
atcgtetttg
ataaartgatt
teeecttagt
gcatagatct
ataatggtac
ggaaagcaat
agaaaqraca
tattatggag
gcttagettyg
aaacagttca
ccaaatttaa
ctgttcttta
agtagctcat
gtatatttag
aaatttgttt
tagactttta
tccaactttte

agagaggcag
cttccgecgge
ggccccycey
cgccggcgygc
aggcggcagy
acggagacaa
acgaggqgcega
gagacaacct
atqgacgatga
gtccatatac
aagatttatt
Ttgttattaa
ttgaagatgc
gggtttctgt
ttgcggtgga
gaaaagaccc
cgtetetgtg
atactcaaaa
atggttcett
ttcgtggaga
cacttgccat
atagagccat
tgaaagtgag
taataaatag
atgttataat

accctgtaaa

atttatcaga
gaactgtacc
atgttaatga
agactagtag
ccagractge
ctaatagact
taccaccaaa
Tcttgtectee
tagaagaacc
atacggagag
aggttgttaa
acaaatcata
‘ctrrageatg
tgtattattt
tttotgtttg
atttgtatga
ttttasagtt
aagaatggta
tgttctgctg
acttgtggca
tgtctggage
tacttgctgc
tggaaatgtg
ttgaatattt
Tcaccacaaa
ttctactggg
aggcctctta
ctgttgecectg
atgaatacag
ccttaaaact
cacctcagaa
atattcatgt
tgcataaaat
ttecctacet
trLLtcocattt
taaattattt
tgtaatetyg
gaaatacaaa

ttggaagatg
ggecgeecatyg
agacgggcect
cgcggggigt
ggcggcggcy
tgggtcegge
99aggaggac
coctgttgace
caqaacgtca
ttttgttcag
accagaaaca
tatccetteca
tgtgaagtta
ctcektotggqyg
cttcccagac
aagaccattc
tcacaaatte
tatagatacc
tgcaacagea
catttttaat
catgaagcea
gaagtatgac
accagtagca
ggaaccttcg
raatgagttg
gctitcagaa
gttgccacca
acaagactct
tttagaagta
gaatgttgag
agacaaaaag
tgcaaaggag
tcgttacata
tagttcctgt
cttggaagat
gcccgaatgt
tgaagctata
acactattga
tcaaaaaaat
atagactgga
tacttgtaca
tacattcgta
ttcaaaagce
tttcacactt
aacttttatt
gctaactttt
actcaaaact
agacgtggta
tttcagttgt
gccattgttt
tactgccaag
gagagtgtaa
attaaagtce
ttgaggattt
atccaatagt
agggatcaat
agtcagtatt
gggtttagta
acccagttag
aaaagataac
gcatgatgtg
ttacagtgaa
catatgttrt
aacagtgttt

gcggacygagg
gaggccgege
ggcctcggge
gaggcggcga
agcgcggage
ctgcggcyoag
gaggcggcgg
gatggactcc.
cacgccagct
caacatctca
attcctocac
gaaccaccaa
ctgcaggagt
attcctgact
ctcccagace
ttcaagtttg
atagctttgt
ttggagcagg
tettgecetga
caggtagttc
gagattgtet
aaagatgaag
ctaattccaa
ccteatctac.
tgtcataggc
attactgaaa
acacctcttce
tctgtgattg
tctgaatcaa

‘aacattaatg

gaaagaactt
cagattagta
ttcecacggtg
ggcagtaaca
gaaagtgaaa
gctggaggat
gctacaagac
agectgtceagg
gaatgtttac
aaatagattg
ttcaacactg
tgtatgtata
attggaatgt
tcttgtttage
tttaggacag
taaaatcaca
tgggctcagt
atgtccaaac
tctagaaaca
aattaaatac
atgtgaatat
tattttggac
caaagtcata
ggtgtaatgt
caaatgaaac
tttctcaact
tattttacag
tttattacaa
gaccattact
tgaatttatt
tttgtgctat
gactgtttte
gtagacegtt
tatactaaaa

(SEC ID N°: 8)

En algunas realizaciones, un acido nucleico que codifica un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos de un
receptor alfa X de higado humano mostrado en la Tabla 4 incluye una secuencia codificadora de la secuencia de
acido nucleico de ARNm descrita en el GenBank con n° de acceso NM_005693, o un fragmento de la misma. En la
Tabla 10, la secuencia codificadora se extiende desde la posiciéon 36 a la posicion 1379.
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Tabla 10.

61

121
181
241
301
361
421
481
£41
601
661
721
781
841

961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501

cagtgecttg
tgcctgacat
gcagccagge
ctgctgyggy
gggcagagcc
cccccaaaat
actacaatgt
gagcgcacta
agtgccagga
tgtcagaaga
ccacatcctt
aacaactggg
trtctgaceg
ccegtcagca
ttgactttgc
tgctgaagac
ggagtgagag
cagggctgca
tgcaactcaa
ggcccaacgt
tgcatgccta
tgaaactggt
gtctgcagga
tgttctgtce
ctagaagtgg
cegtggcatt

gtaatgacca
tectectgac

ccayggaggc
tactgcaggyg
ccettcagaa
gctggggaac
tctgagctge
catctgecac
gtgtcggctt
acagatccgc
gcecoccccagg
catgétcgag
gcttcgagtc
gcgocrttitgec
taaacagcta
ctctgcgatc
tatecaccttc
agtggaattc
tgatgccgag
gcaggaccag
cgtctccatc
gagcctccgg
caaaaagctc
ccatatttte
aacagactga
aaaagagagt

gggctccaga aagagatgtc cttgtggety ggggccoctg
tctgcggtgg agctgtggaa gccaggcgca caggatgcaa

agcagctgca
gtggggactgy
cccacagaga
gagctatgca
gagggctgca
agtggcggcc
cgcaaatgcc
ctgaagaaac
cgttcctecac
aagctcgtcg
acgcettgge
cacttcactg
cccggcttcc
gaggtgatgc
ctcaaggatt
atcaacccca
tttgeccottge
ctccaggtgg
caccatcccce
accctgagca
ccaccgctgco
tgtrttcttg
gaagggcaaa
caaagggt

tcctcagaga
aggctgcaga
tccgtecaca
gogtgtgtgg
agggattctt
actgccccat
gtcaggctgyg
tgaagcggca
cccecccaaat
ctgeccageca
ccatggcace
agctggccat
tgcagctcag
ttctggagac
tcagttataa
tcttcgagtt
tecattgetat
agaggctgca
atgaccgact
gecgtecacte
tctctgagat
gccggatgge
cattcctyggg

ggaagccagg
gcccacagec
aasagcggaaa
ggacaaggcc
ccgccgcage
ggacacctac
catgcgggag
agaggaggaa
ccrgcocccag
acagtgtaac
agatccccat
cqgtctetgtyg
ccgggaggac
atectcggagyg
ccgggaagac
ctccagggce
cagcatcttc
gcacacatat
gatgttccca
agagcaagtg
ctgggatgtg
tgaggcctgg
agctgggcaa

atgccccact
ctgctcacca
aaggggccag
tcgggcttca
gtcatcaagg
atgcgtocgea
gagtgtgtcc
caggctcatg
ctcagecogg
cggegetect
agccgggagg
caggagatag
cagattgccco

tacaaccctg |

tttgccaaag
atgaatgagc
tctgcagacc
gtggaagccce
cggatgctaa
tttgcactgce
cacgaatgac
tggctgccte
agagatccte

~ (SECID N°: 9)

En algunas realizaciones, un acido nucleico que codifica un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos de un
receptor beta X de higado humano mostrada en la Tabla 5 incluye una secuencia codificadora de la secuencia de
acido nucleico de ARNm descrita en el GenBank con n° de acceso NM_007121, o un fragmento de la misma. En la
Tabla 11, la secuencia codificadora se extiende desde la posicion 259 a la posicidén 1644.

Tabla 11. Secuencia de polinucléotidos que codifica receptor beta X de higado humano.

10

1
61
121
181
241
301
36l
421
481
541
601
661
721
781
841
201
961
1021
1081
1131
1201
1261
1321
1381-
1441
© 1501
1561
1621

. 1681
1741
1801
1861
1921
1981

ctcttecgga
ggtatttgag
agggaaccca
gcgcagoccat
ctgctccgtyg
ggaaatggcc
ccggagccgt
gcctgcagca
aagggcccag
tccggcettco
gtggtecgtyg
gctttcatge
agggagcagt
cagcaggagt
gccretggge
ggcgagggtg
caactgcagt
ggcgcagacc
gccatcatct
ctgggccggg
gagacagceca
tacagcaagg
gagttctege
gccatcaaca
ttgcagcagce
cagetgoegot
cactcggagc
gagatctggyg
accctcecage
ccgagcctgt
ggcteccctco
ctgacccttc
ccttgaacag
ctrectctto

cgtgacgcaa
tagcggoggt
gggcaacagg
gagccccgco
accccaccat

‘cccctcageco

ggcccggggg
cagactgggt
ccccgaagat
actacaacgt
gtggggccag
ggcgcaagtyg
gogtcecttto
cacagtcaca
ctggggctte
tccagctaac

‘gcaacaaacg

cccagtccocecg
cagtccagga
aggaccagat
ggcgctacaa
acgacttcca
gggccatgeyg
tcttetcgge
cctacgtgga
tccogegecat
aggtcttege
acgtccacga
agatagacgc
agacctatcg
ctgcccagog
ccggetgooc

agggagggga
ctctgettet

gggcggggtt
gtgtcagggy
agtagttcac
ccccgotgtt
gtcctctcet
tggcgcccct
tccggaccct
catcccagat
gctgggeccac
gctcagetge
gcgctatgee
ccagcagtge
tgaagaacag
gtcgcagtca
ccctyggtagga
agcggctcaa
ctccttectee
agatgccege
gatcgtggac
cgeectectg
ccacgagaca
cocgtgoagge
gcggctggge
cgacséggccs
ggcgctgctg
gctcatgaag
cttgcggecte
gtgaggggct
cggcaccect
gcoctctecatce
agtcttccag
tccctecococca
ggacccatgg
artttaataaa

gccggaagaa
ctaaagagga
tcegegagag
gcttggagag
accacgagtt
tcttettocac
gatgtcccag
cocogaagagg
gagctttgee
gaaggoctgca
tgccggggtyg
cggctgecgea
atccggaaga
cctygtygggge
tctgaggeag
gaactaatga
gaccagccocca
cagcaacgct
ttcgetaage
aaggcatcca
gagtgtatca
crgcaggtgg
ctggacgace
aacgtgcagg
tcctacacgc
ctggtgagce
caggacaaga
ggccacccag

‘tectettect

cttgggataa
aaggggtgaa
gcttacacct
ctetceeecce
aactaanaac

gtggcgangt
ggacgaagaa
gececgtocacyg
gggcgggacc
ccctggatac
ccactgtaaa
gcactgatga
aaccagagcg
gtgtctgtgg
agggcttett
gcggaacctg
agtgcaagga
agaagattcg
cgcagggeag
gcagccagygg
teccagcagto
aagtcacgcc
tcgeccactt
aagtgcctgg
ctatcgagat
ccttcttgaa
agttcatcaa
ctgagtacgc
agecgyygccg
gcatcaagag
tgcgcacgct
agectgccgoce
ccocacagec
agggtggaag
geococcagtce
agggttgcag
caagcccage
tagcccggga
agaaaaaaaa

tacttttgag
aagcagagea
agacccocege
tggagagagg
cccecctgoct
ggaggagggt
ggccagctca
caagcgaaag
ggacaaggcc
ccggogcagt
ccagatggac
ggcagggatyg
gaaacaacaq
Cagcagctca
cteccggggaa
ggtggcggoc
ctggcoccty
cacggagctg
tttcctgecag
catgctgota
ggactteacc
ccccatette
cotgetcate
cgtggaggcg
gccgcaggac
gagctctgrg
tctgctgtcg
ttgcctgace
gggccctggy
aggtccagga
gtcccocgacca
acgcagtgca
gaccaggggce
anaanaa

(SEC ID N°: 10)

En algunas realizaciones, un acido nucleico que codifica un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos de un
receptor alfa X de higado murino mostrada en la Tabla 6 incluye una secuencia codificadora de la secuencia de
acido nucleico de ARNm descrita en el GenBank con n° de acceso NM_013839, o un fragmento de la misma. En la
Tabla 12, la secuencia codificadora se extiende desde la posiciéon 190 a la posicién 1527.
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Tabla 12. Secuencia de polinucléotidos que codifica receptor alfa X de higado murino.

1
61
121
181
241
30
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1a41
1501
1561
1621
1681

1741

gggaacgcty
ctgtcagage
tctgcgggga

caggaagaga

acggagttgt
ctcagyggagy
tcagragage
cgtccacaaa
gtctgtgggg
ggattcttee
tgoccccatgyg
caggcaggca
aagcggcaag
<¢CtCcaagtice
gcccagcaac
attgcacceg
crggccateg
cagctcagca
ctggagacgt
agttacaacc
tttgagttct
attgccatca
aggctgcaac
gaccgactga
gtccattcag
tctgagatct
gcgaaggcte
ggagctggdt
tttetggety

acccaaccaa

actctggagg
aaagagecctce
aacgcgacag
tgtcctigtyg
ggaagacaga
aagccaggat
ctacagccct
agcggaaaaa
acaaagccte
gccgcagtgt
acacctacat
tgagggagga
aagaggaaca
tgccacaget
agtgtaacag
accctcagag
tgtcecgtgea
gggaggacca
cacggaggta
gggaagactt
ccagagccat
gcatcttete
acacatatgt
tgttccecacg
agcaagrgtt
gggatgtceca
actgactget
gaaggagaga
ctgggcagtt

ata

ctgctgggat
cagggtygagg
ttttggtaga
gctggaggeco
acctcaagat
gccoccagtca
gctccccagg
gggcccagecc
tggettecat
catcaaggga
gcggcggaaa
gtgtgtgcty
ggctcaaqee
cagcccagag
gcgctectte
cegggaagec
ggagattgtt
gatcgcettg
caaccccgge
tgccaaagca
gaatgagcty
tgcagaccgg
ggaggccetg
gatgctaatg
tgcecottege
cgagtgactg
tcccacgggt
gecettgogta
gggatctact

tagggtgagg
agaggaagga
gggacagtgt
tcaatgcetyg
gcaggagace
actggggtryg
gcagagaccc
cccaaaatgce
tacaacgtge
gcacgctatg
tgccaggagt
tcagaagaac
acttegqtgt
cagctgggca
tcagaccgec
cgacaacage
gactitgcea
ctgaagacct
agtgagagca
gggctgcagyg
caactcaatg
cccaacgtge
cacgecctacy
aagctyggtga
ctgcaggaca
tttcaccgtg
ggagcagact
gcattaaggg
aacgttgtat

gtgactgaga
gagagatgga
cttggtaatg
atgtttctce
agggaggcaa
ctttagggat
tcccagagecce
tggggaacga
tgagctgega
tctgccacag
gtcgacttcg
agatccgcoctt
ceccaagggt
tgatcgagaa
tgcgcgtcac
getttgecca
aacagctccc
ctgcaatega
tcaccttocct
tggagttcat
atgctgagtt
aggaccagct
tctecatcaa
gectocgrac
aaaagcttec
tocetttgtgt
gagaagggca
agagtcaaca
accatetgaa

agcagtectt
actagaccgyg
tccagggcte
tgattctgca
cacttgcatc
agggttggag
gacagagctt
getgtgcagt
ggyctgcaag
cggtggccac
caaatgccge
gaagaaactg
gteceteaccet
gctggtggct
gccttggece
ctttactgag
tggcttccta
ggtcatgett
caaggacttc
caaccccate
tgctctgete
ccaagtagag
ccaccococcac
tttgagcagc
ccecretgetyg
tggccacaty
gacattcctg
ggttgggtgt
gaccttgttg

(SEC ID N°: 11)

En algunas realizaciones, un acido nucleico que codifica un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos de un
receptor beta X de higado murino mostrada en la Tabla 7 incluye una secuencia codificadora de la secuencia de
acido nucleico de ARNm descrita en el GenBank con n° de acceso NM_009473, o un fragmento de la misma. En la

10

Tabla 13, la secuencia codificadora se extiende desde la posiciéon 271 a la posicién 1611.

Tabla 13. Secuencia de polinucleétidos que codifica receptor beta X de higado murino.

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
501
261
lo0z1
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1821
1681
1741
1801
1861
1821

ggcgaagtta
tctgaagtta
tctcgecectcoa
ccgategecg
tggaacaagce
ccocgtgooty
gaagagggygc
gtggtcatct
aagatgctgg
aacgtgctca
gcocgggeget
aagtgccage
ctetctgagg
cccccatctg
gaagcaagca
cLgatgatce
cagcccaaag
caacgctttg
gccaaqgcagy
gocgtocacca
tgcatcacgt
caggtggaat
gacgatgcag
gtgcaggagec
tacacgagga
gtgagcctgc
gacaagaagc
caagtgcccc
gtgggaggac
gcactagaag
tagcctetga
atgecacettg
cceterette

cttttgetth

tcgctecagea

crLrccaaagr-gctgrtggagy

cacggcecgtt
gtgcagtcat
aggctgettce
ggaatggrtc
aggagactga
tagagccaga
gccatgaget
gctgtgaagg
atgocctgteg
tergecgyget
agcagattcg
agccagcagc
gccagggctco
agcagttagr
tcacgccctg
ccecacttiecac
tgccaggyet
ttgagatcat
tcctgaagga
tcatcaatce
agtatgcctt
ccagccgtgt
tcaagegeccce
gcaccctcayg
tgccgoococtt
agccttggtyg
attgtcacgg
gceccaccco
cecgttcccag
agtggagaga
tgcecctLLt

tccagggcaa
gagccococgec
gtgacccact
tcctecagceo
tcctcctcca
ggatgagcct
gtgccgogtg
ctgcaaaggc
gggcagcgga
gcgcaagtge
gaagaaaagqg
cagcagctca
cggggaagga
tgccgcgcag
gccactgggt
cgagctagcc
cttgecagttg
gttgctagaa
cttcacctac
catcttcgag
gecttatcgee
ggaggccctyg
acaggaccag
ctccgtgcac
gctgtccgag
gtgtcttctt
cccagteccet
acccattgag
ctgeccteroe
ggttagggca
atttaataaa

agcgctgtig
Ccacaatcacc
cagagtcgga
tceccocctggt
atgtcitcecoce
agtacctccqg
ggctctgaag
gagcgcaagc
tgcggagaca
ttcttccgge
acctgecaga
aaggaggctyg
attcagaage
ggcecggeccag
gagggcatcoc
ctgcagtgca
gcagacccte
atcatctcgg
ggccgggagg
acagccagac
agcaaggacy
ttctogeggg
atcaacatct
cagcagcecat
cteegettee
tcggagcagy
atctgggatyg
gaagatggac
cgggctcagc
tcttccaaga
acccacgctt
ggtggceces
aaaacaaaaa

cttcgagcta
ggtgcggaca
gacceecctge
gcacggagag
ccacaagtic
ccacgtcace
ggtccagctc
ggaagaagygg
aggceteggyg
gecagtgtggt
tggatgcctt
gcatgcggga
agecaacagca
tggccteccco
agoctgaccge
acaaacgatc
agtccocgaga
tccaggagat
accagatecge
gctacaacca
acttccaceg
ccatgcggceyg
tctcageccga
acgtggagge
cacgcatgcet
tctttgcatt
tgcacgagta
tcttcacote
ctcaaactca
gtggtgaggyg
acacctcage
cacagrtggy
taaa

‘ctcccaggect
cagaggcaac
gaccccoctic
gggcggggcc
tctggacact
cactattaag
tgcctacatce
gccggcccoqg
cttccactac
ccacggtaggg
catgcggcgc
gcagtgcgtyg
gcageccacea
tggcactteg
ggctcaggag
tttctccgac
tgcccgtcag
tgtggacttt
ccrectgaag
cgagacagaa
tgcaggettg
gctgggcotg
tcggectaat
getectetoe
catgaagctg
gcgactccag
ggggcagcca
tcetcctggg
gcggcagteg
tcacaggtee
ctaceaeace
agaccacagg

(SEC ID N°: 12)

Adicionalmente, la invencién incluye polinucleétidos que son acidos nucleicos mutantes o variantes de las
secuencias mostradas en las Tablas 8-13, o un fragmento de las mismas, en las que cualquiera de sus bases puede
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ser cambiada en la secuencia descrita siempre que siga codificando un polipéptido que mantenga sus actividades y
funciones fisiolégicas de tipo SIRT1. Un polinucleétido SIRT1 mutante o variante codifica un polipéptido SIRT1 o
LXR mutante o variante que puede tener desde 1 residuo de aminoacido hasta el 1% de los residuos cambiados, o
hasta el 2%, o hasta el 5%, o hasta el 8%, o hasta el 10%, o hasta el 15%, o hasta el 20%, o hasta un porcentaje
algo superior, de los residuos cambiados respecto a una secuencia natural o de referencia. Por “acido nucleico” o
“polinucledtido” se entiende un ADN, un ARN, un ADN o ARN que incluyen uno o mas nucleétidos modificados o
estructuras principales de fosfato de pentosa modificadas, un acido nucleico-polipéptido, y construcciones similares
que conservan las propiedades de codificacion de la secuencia de bases incluida en la construccion.

También se describen fragmentos de acido nucleico. Un fragmento de acido nucleico puede codificar un fragmento
de un polipéptido de SIRT1 o LXR. Adicionalmente, los fragmentos nucleicos de SIRT1 o LXR pueden usarse como
sondas de hibridacion para identificar acidos nucleicos que codifican proteinas SIRT1 o LXR (por ejemplo, ARNm de
SIRT1 o LXR) y fragmentos para su uso como cebadores de reacciones en cadena de polimerasa (PCR) para la
amplificacion o mutacién de moléculas de acido nucleico de SIRT1 o LXR. Tal como se usa en la presente memoria,
la expresion “molécula de acido nucleico” pretende incluir moléculas de ADN (por ejemplo, ADNc o ADN genémico),
moléculas de ARN (por ejemplo, ARNm), analogos de ADN o ARN generados usando analogos de nucledtidos, y
derivados, fragmentos y homoélogos de los mismos. La molécula de acido nucleico puede ser de cadena sencilla o
de cadena doble, pero preferiblemente es ADN de cadena doble.

Acidos nucleicos

Tal como se usan en la presente memoria, un “acido nucleico” o “polinucleétido”, y términos y expresiones similares,
se refieren a polimeros compuestos por nucleétidos que existen de forma natural, asi como a polimeros compuestos
por nucledtidos sintéticos o modificados. Por tanto, tal como se una en la presente memoria, un polinucleétido que
es un ARN, o un polinucledtido que es un ADN, o un polinucledtido que contiene tanto desoxiribonucleétidos como
ribonucleétidos, puede incluir funciones naturales tales como bases naturales y anillos de ribosa o desoxiribosa, o
pueden estar compuestos por funciones sintéticas o modificadas tales como las descritas a continuaciéon. Un
polinucledtido empleado en la invencién puede ser de cadena sencilla o puede ser una estructura de cadena doble
de bases pareadas, o incluso puede ser una estructura de bases pareadas de cadena triple.

Los acidos nucleicos y los polinucledtidos pueden tener 20 o mas nucledétidos de longitud, o 30 0 mas nucleétidos de
longitud, o 50 o mas nucledtidos de longitud, o 100 o0 mas, o 1000 o mas, o decenas de miles o mas, o cientos de
miles o mas, de longitud. Tal como se usa en la presente memoria, “oligonucledtidos” y términos similares basados
en éste se refieren a polimeros cortos compuestos por nucleétidos naturales asi como a polimeros compuestos por
nucledtidos sintéticos o modificados, tal como se describe en el parrafo inmediatamente precedente. Los
oligonucledtidos pueden tener 10 o mas nucledétidos de longitud, o 15, 0 16, 0 17, 0 18, 0 19, 0 20 0 mas nucleétidos
de longitud, 0 21, 0 22, 0 23, 0 24 o0 mas nucledtidos de longitud, o 25, 0 26, o0 27, 0 28, 0 29, 0 30 o mas nucledtidos
de longitud, 35 0 mas, 40 o mas, 45 o mas, hasta aproximadamente 50 nucledétidos de longitud. Los oligonucleétidos
se pueden sintetizar quimicamente y pueden usarse como siARNs, cebadores de PCR o sondas.

Se entiende que, debido al solapamiento de rangos de tamafio proporcionado en el parrafo precedente, los términos
“polinucledtido” y “oligonucledtido” pueden usarse como sinénimos en la presente memoria.

» o«

Tal como se usan en la presente memoria, “secuencia de nucleétidos”, “secuencia de oligonucleétidos” o “secuencia
de polinucledtidos”, y términos similares, se refieren indistintamente tanto a la secuencia de bases que presenta un
oligonucleétido o un polinucleétido, como a la estructura de oligonucleétido o polinucleétido que posee la secuencia.
Una secuencia de nucledtidos o una secuencia de polinucleétidos ademas se refieren a cualquier polinucleétido u
oligonucledtido natural o sintético en el cual la secuencia de bases se define mediante la descripcion o enumeracion
de una secuencia particular de letras que designan bases, de la forma convencional empleada en el campo.

Un “nucledsido” convencionalmente para los especialistas en campos como la bioquimica, la biologia molecular, la
gendmica y otros campos similares relacionados con el campo de la invencidén, es un monosacarido enlazado
mediante un enlace glicosidico a una base de purina o pirimidina; y un “nucleétido” comprende un nucledsido con al
menos un grupo fosfato colgante, tipicamente en la posiciéon 3’ o 5’ (para pentosas) del sacarido, pero puede estar
en otras posiciones del sacérido. Los residuos de nucleétido ocupan posiciones secuenciales en un oligonucledétido o
un polinucledtido. Se puede producir una modificacion o derivacion de un nucleétido en cualquier posicion
secuencial de un oligonucleétido o un polinucledtido. Las modificaciones o derivaciones pueden producirse en el
grupo fosfato, en el monosacarido o en la base.

A modo de ejemplos no limitativos, las siguientes descripciones proporcionan determinados nucleétidos modificados
o derivatizados. El monosacarido puede modificarse siendo, por ejemplo, una pentosa o una hexosa diferente a
ribosa o desoxiribosa. El monosacarido también puede modificarse sustituyendo grupos hidroxilo por grupos hidro o
amino, alquilando o esterificando grupos hidroxilo adicionales, etcétera. Los sustituyentes en la posicion 2’, tales
como grupos 2’-O-metilo, 2’-O-etilo, 2’-O-propilo, 2’-O-alilo, 2’-O-aminoalquilo o 2’-desoxi-2’-fluoro proporcionan
mejores propiedades de hibridacion con un oligonucleétido.

Las bases en oligonucledtidos y polinucleétidos pueden ser bases “no modificadas” o “naturales”, e incluyen las

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2362941 T3

bases de purina adenina (A) y guanina (G), y las bases de pirimidina timina (T), citosina (C) y uracilo (U). Ademas
pueden ser bases con modificaciones o sustituciones. Los ejemplos no limitativos de bases modificadas incluyen
otras bases sintéticas y naturales tales como hipoxantina, xantina, 4-acetilcitosina, 5-(carboxihidroximetil) uracilo, 50
carboximetilaminometil-2-tiouridina, = 5-carboximetilaminometiluracilo, dihidrouracilo, beta-D-galactosilqueosina,
inosina, N6-isopenteniladenina, 1-metilguanina, 1-metillinosina, 2,2-dimetilguanina, 2-metiladenina, 2-metilguanina,
3-metilcitosina, 5-metilcitosina, N6-adenina, 7-metilguanina, 5-metilaminometiluracilo, 5-metoxiaminometil-20]
tiouracilo, beta-D-manosilqueosina, 5’-metoxicarboximetiluracilo, 5-metoxiuracilo, 2-metiltio-N6-isopenteniladenina,
acido uracil-5-oxiacético (v), wibutoxosina, pseudouracilo, queosina, 2-tiocitosina, 5-metil-2-tiouracilo, 2-tiouracilo, 4[]
tiouracilo, 5-metiluracilo, éster metilico de acido uracil-5-oxiacético, acido uracil-5-oxiacético (v), 5-metil-2-tiouracilo,
3-(3-amino-3-N-2-carboxipropil) uracilo, (acp3)w, y 2,6-diaminopurina, 5-hidroximetil citosina, xantina, hipoxantina, 20
aminoadenina, 6-metilo y otros derivados de alquilo de adenina y guanina, y 2-propilo y otros derivados alquilicos de
adenina y guanina.

Los enlaces entre nucleétidos son habitualmente el enlace 3’-5 fosfato, que puede ser un enlace de fosfodiéster
natural, un enlace de fosfotioéster, y otros enlaces sintéticos. Los oligonucleétidos que contienen cadenas base de
fosforotioato tienen una estabilidad de nucleasa mejorada. Los ejemplos no limitativos de cadenas base modificadas
incluyen fosforotioatos, fosforotioatos quirales, fosforoditioatos, fosfotriésteres, aminoalquilfosfotriésteres, fosfonatos
de metilo y otros alquilos que incluyen 3’-alquilen fosfonatos, 5’-alquilen fosfonatos y fosfonatos quirales, fosfinatos,
fosforamidatos que incluyen 3’-amino fosforamidato y aminoalquilfosforamidatos, tionofosforamidatos,
tionoalquilfosfonatos, tionoalquilfosfotriésteres, selenofosfatos y boranofosfatos.

El uso de cualquier nucledtido modificado es equivalente al uso de un nucledtido natural que tiene las mismas
propiedades de pares base, como comprendera el especialista en la técnica.

Una molécula de acido nucleico “aislada” es aquella que esta separada de otras moléculas de acido nucleico que
estan presentes en la fuente natural del acido nucleico. Los ejemplos de moléculas de acido nucleico aisladas
incluyen, aunque sin limitacion, moléculas de ADN recombinante contenidas en un vector, moléculas de ADN
recombinantes mantenidas en una célula hospedante heterdloga, moléculas de acido nucleico parcial o
sustancialmente purificadas, y moléculas de ADN o ARN sintéticas.

Una molécula de acido nucleico descrita en la presente memoria, por ejemplo, una molécula de acido nucleico que
tiene la secuencia de nucledtidos de la Tabla 8-13, o un complemento de la misma, puede aislarse usando técnicas
de biologia molecular estandares y la informacién de secuencia proporcionada en la presente memoria. Usando toda
0 una porcién de la secuencia de acido nucleico de la Tabla 8-13 como una sonda de hibridacion, se pueden aislar
las secuencias de éacido nucleico de SIRT1 o LXR usando técnicas de hibridacion y clonacién estandares (por
ejemplo, tal como se describe en Sambrook y col., eds., MOLECULAR CLONING: A LABORATORY MANUAL 22
Ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989; y Ausubel, y col., eds., CURRENT
PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY, John Wiley & Sons, Nueva York, NY, 1993).

Se puede amplificar un acido nucleico descrito en la invencién usando ADNc, ARNm o alternativamente ADN
gendmico, como plantilla y cebadores de oligonucledtido apropiados de acuerdo con las técnicas de amplificacion
PCR estandares. El acido nucleico amplificado de este modo puede clonarse en un vector apropiado y puede
caracterizarse mediante andlisis de secuencia de ADN. Ademas, se pueden preparar los oligonucleétidos
correspondientes a las secuencias de nucleétidos de SIRT1 y LXR mediante técnicas sintéticas estandares, por
ejemplo usando un sintetizador de ADN automatizado.

Sintesis de polinucleétidos

Los oligonucledtidos y los polinucledtidos pueden prepararse mediante técnicas sintéticas estandares, por ejemplo
usando un sintetizador de ADN automatizado. Los métodos para sintetizar oligonucleétidos incluyen procesos
quimicos bien conocidos, que incluyen, aunque sin limitacion, la adicién secuencial de fosforamiditas de nucleétido
sobre particulas derivatizadas superficialmente, tal como describen T. Brown y Dorcas J. S. Brown en
Oligonucleotides and Analogues A Practical Approach, F. Eckstein, editor, Oxford University Press, Oxford, paginas
1-24 (1991), e incorporada a la presente memoria a modo de referencia.

Un ejemplo de un procedimiento sintético usa fosforamiditas de ARN Expedite y fosforamidita de timidina (Proligo,
Alemania). Los oligonucledtidos sintéticos son desprotegidos y purificados en gel (Elbashir y col. (2001) Genes &
Dev. 15, 188-200), seguido de purificacion con un cartucho C18 Sep-Pak (Waters, Milford, Mass., EE.UU.) (Tuschl y
col. (1993) Biochemistry, 32: 11658-11668). Los ARNss’s complementarios se incuban en un tampdn de maduracion
(acetato potasico 100 mM, HEPES-KOH 30 mM a pH 7,4, acetato magnésico 2 mM) durante 1 minuto a 90°C
seguido de 1 h a 37°C para hibridar los correspondientes ds-polinucleétidos.

Otros métodos de sintesis de oligonucleétidos incluyen, aunque sin limitacién, la sintesis de oligonucledétidos en fase
sdlida segun los métodos de fosfotriéster y fosfodiéster (Narang y col., (1979) Meth. Enzymol. 68: 90), y el método
de H-fosfonato (Garegg, P. J., y col., (1985) "Formation of internucleotidic bonds via phosphonate intermediate",
Chem. Scripta 25, 280-282; y Froehler, B. C. Y col., (1986a) "Synthesis of DNA via deoxynucleoside H-phosphonate
intermediates”, Nucleic Acid Res., 14, 5399-5407, entre otros) y la sintesis sobre un soporte (Beaucage y col. (1981)
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Tetrahedron Letters 22: 1859-1862) asi como técnicas de fosforamidatos (Caruthers, M. H. y col., "Methods in
Enzymology," Vol. 154, paginas 287-314 (1988), Patentes de EE.UU. 5.153.319, 5.132.418, 4.500.707, 4.458.066,
4.973.679, 4.668.777 y 4.415.732, y otras descritas en "Synthesis and Applications of DNA and RNA," S. A. Narang,
editor, Academic Press, Nueva York, 1987, y las referencias contenidas en la misma, y técnicas no basadas en
fosforamidite. La sintesis en fase sélida ayuda a aislar el oligonucleétido de impurezas y reactivos en exceso. Una
vez separado del soporte solido, el oligonucledtido puede aislarse aun mas empleando técnicas conocidas.

Vectores

La presente descripcion proporciona varios vectores que contienen uno o mas polinucledtidos. De forma ventajosa,
cualquier vector descrito incluye un promotor, un potenciador, o ambos, ligados operativamente a la secuencia de
nucledtidos.

Los métodos para preparar los vectores descritos son ampliamente conocidos en los campos de la biologia
molecular, la biologia celular, la oncologia y campos afines de la medicina, y otros campos relacionados con la
presente invencién. Los métodos utiles para preparar los vectores se describen, a modo de ejemplo no limitativo, en
Molecular Cloning: A Laboratory Manual (32 Edicién) (Sambrook, J. y col. (2001) Cold Spring Harbor Laboratory
Press, Cold Spring Harbor, NY), y en Short protocols in molecular biology (52 Ed.) (Ausubel FM y col. (2002) John
Wiley & Sons, Ciudad de Nueva York).

Anticuerpos

El término "anticuerpo" tal como se usa en la presente memoria se refiere a moléculas de inmunoglobulina y a
porciones inmunolégicamente activas de moléculas de inmunoglobulina (lg), es decir que contienen un sitio de union
de antigeno que se une especificamente (inmunorreacciona) a un antigeno. Dichos anticuerpos incluyen, aunque sin
limitacion, policlonales, monoclonales, quiméricos, de cadena sencilla, fragmentos Fap, Fap' ¥ F(an)2, Y una biblioteca
de expresion Fap. En general, las moléculas de anticuerpos obtenidas a partir de humanos se refieren a cualquiera
de las clases IgG, IgM, IgA, IgE e IgD, que difieren unas de otras en la naturaleza de la cadena pesada presente en
la molécula. Determinadas clases tiene a su vez subclases, tales como IgG1, IgG; y otras. Ademas, en humanos, la
cadena ligera puede ser una cadena kappa o una cadena lambda. La referencia a anticuerpos en la presente
memoria incluye una referencia a todas las anteriores clases, subclases y tipos de especies de anticuerpos
humanos. Cualquier anticuerpo descrito en la presente memoria se une “inmunoespecificamente” a su antigeno
cognato. Por unién inmunoespecifica se entiende que un anticuerpo activado por la exposicién de un hospedante a
un inmundgeno particular se une a una molécula tal como un antigeno que incluye el resto inmunogénico con una
alta afinidad, y se une solo con afinidad débil o no se une en absoluto a moléculas que no contengan el inmundégeno.
Tal como se usa en esta definicion, alta afinidad significa una constante de disociacion inferior a aproximadamente 1
x 10° M, y afinidad débil significa una constante de afinidad superior a aproximadamente 1 x 10° M.

Una proteina aislada, o un complejo que contiene dicha proteina, que se pretende que sirva como antigeno, o una
porcion o fragmento de la misma, puede usarse como inmundégeno para generar anticuerpos que se unan
inmunoespecificamente al antigeno, usando técnicas estandarizadas para la preparacion de anticuerpos policlonales
y monoclonales. Se puede usar la proteina de longitud completa o, alternativamente, la invenciéon proporciona
fragmentos de péptido antigénico del antigeno para uso como inmundégenos. Un fragmento de péptido antigénico
comprende al menos 6 residuos de aminoacido de la secuencia de aminoéacidos de la proteina de longitud completa,
tal como una secuencia de aminoacidos mostrada en las Tablas 2-7, y abarca un epitopo de la misma de tal modo
que un anticuerpo activado frente al péptido forma un complejo inmune especifico con la proteina de longitud
completa o con cualquier fragmento que contenga el epitopo. Preferiblemente, el péptido antigénico comprende al
menos 10 residuos de aminoacido, o al menos 15 residuos de aminoacido, o al menos 20 residuos de aminoacido, o
al menos 30 residuos de aminoacido. Los epitopos preferidos abarcados por el péptido antigénico son regiones de la
proteina que estan localizadas sobre su superficie; normalmente se trata de regiones hidrofilicas.

En determinadas realizaciones de la invencién, al menos un epitopo abarcado por el péptido antigénico es una
region de la proteina SIRT1 o LXR que esta localizado sobre la superficie de la proteina, por ejemplo, una region
hidrofilica. Un analisis de hidrofobicidad de la secuencia de proteina de SIRT1 o LXR humana indicara qué regiones
de un polipéptido de promocion de crecimiento son particularmente hidrofilicas y, por tanto, susceptibles de codificar
residuos superficiales utiles para activar la produccion de anticuerpos. Como medio para activar la produccion de
anticuerpos, se pueden generar graficos de hidropatia que muestran regiones de hidrofilicidad e hidrofobicidad
empleando cualquier método bien conocido en la técnica, que incluye, por ejemplo, Hopp y Woods, 1981, Proc. Nat.
Acad Sci. USA 78: 3824-3828; Kyte y Doolittle 1982, J. Mol. Biol. 157: 105-142. En la presente memoria también se
proporcionan anticuerpos que son especificos para uno o mas dominios dentro de una proteina antigénica, o
derivados, fragmentos, analogos u homologos de los mismos.

Una proteina de la invencion, o un derivado, fragmento, analogo, homdlogo u ortélogo de la misma, puede utilizarse
como inmundgeno para la generaciéon de anticuerpos que se unan inmunoespecificamente a dichos componentes de
la proteina.

Se pueden usar varios procedimientos conocidos en la técnica para la produccion de anticuerpos policlonales y
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monoclonales dirigidos contra una proteina; o contra derivados, fragmentos, analogos homélogos u ortélogos de la
misma (véase, por ejemplo, Antibodies: A Laboratory Manual, Harlow E, and Lane D, 1988, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, incorporada a la presente memoria a modo de referencia). Algunos de
estos anticuerpos se discuten a continuacion.

Anticuerpos policlonales

Para la produccion de anticuerpos policlonales, se pueden inmunizar varios animales hospedantes adecuados (por
ejemplo, conejos, cabras, ratones u otros mamiferos) mediante una o més inyecciones con la proteina nativa, una
variante sintética de la misma, o un derivado de las anteriores. Una preparaciéon inmunogénica apropiada puede
contener, por ejemplo, la proteina inmunogénica natural, un polipéptido sintetizado quimicamente que represente a
la proteina inmunogénica, o una proteina inmunogénica expresada recombinantemente. Ademas, la proteina puede
estar conjugada a una segunda proteina que sea inmunogénica en el mamifero que se esta inmunizando. Los
ejemplos de dichas proteinas inmunogénicas incluyen, aunque sin limitacion, la hemocianina de lapa de herradura,
la albumina de suero, la tiroglobulina bovina y el inhibidor de tripsina de soja. La preparacién puede incluir
adicionalmente un adyuvante.

Las moléculas de anticuerpos policlonales dirigidas contra la proteina inmunogénica pueden aislarse a partir del
mamifero (por ejemplo, de la sangre) y purificarse adicionalmente mediante técnicas bien conocidas, tales como
cromatografia de afinidad usando proteina A o proteina G, o en una columna del antigeno. La purificacién de
inmunoglobulinas se discute, por ejemplo, en D. Wilkinson, The Scientist, publicado por The Scientist, Inc.,
Philadelphia PA, Vol. 14, N° 8 (17 de abril, 2000), paginas 25-28.

Anticuerpos monoclonales

Se pueden preparar anticuerpos monoclonales usando métodos de hibridoma, tales como los descritos por Kohler y
Milstein, Nature, 256: 495 (1975). En un método de hibridoma, tipicamente se inmuniza un ratén, hamster u otro
animal hospedante apropiado, con un agente inmunizador que activa los linfocitos que producen o son capaces de
producir anticuerpos que se uniran especificamente al agente inmunizador. Alternativamente, los linfocitos pueden
inmunizarse in vitro.

El agente inmunizador incluird tipicamente la proteina antigeno, un fragmento de la misma o una proteina de fusion
de la misma. A continuacion los linfocitos fueron fusionados con una linea celular inmortalizada usando un agente de
fusion adecuado, tal como polietilen glicol, para formar una célula de hibridoma (Coding, Monoclonal Antibodies:
Principles and Practice, Academic Press, (1986) paginas 59-103).

El medio de cultivo en el que se cultivan las células de hibridoma puede evaluarse a continuacion para determinar la
presencia de anticuerpos monoclonales dirigidos contra el antigeno. Después de identificar las células de hibridoma
deseadas, los clones pueden ser subclonados mediante procedimientos de dilucién limitante y cultivados empleando
métodos estandarizados (Goding, 1986). Los medios de cultivo adecuados para este proposito incluyen, por
ejemplo, Medio de Eagle Modificado de Dulbecco y medio RPMI-1640. Alternativamente, las células de hibridoma se
pueden cultivar in vivo como ascitis en un mamifero.

Los anticuerpos monoclonales secretados por los subclones pueden aislarse o purificarse a partir del medio de
cultivo o fluido ascitis mediante procedimientos de purificacion de inmunoglobulina convencionales tales como, por
ejemplo, proteina A-Sefarosa, cromatografia de hidroxiapatita, electroforesis de gel, dialisis o cromatografia de
afinidad.

Vectores recombinantes y células hospedantes

En la presente memoria se describen métodos para promover el eflujo de colesterol mediado por ABCA-1 a partir de
una célula de mamifero que incluyen la introduccion en la célula de un acido nucleico que contiene una secuencia
que codifica una proteina desacetilasa. La célula de mamifero puede ser una célula humana. En cambio, la proteina
desacetilasa puede ser una proteina Sir2 eucaridtica o una proteina SIRT1 de mamifero. Las técnicas para
transactuar células de mamifero con secuencias de acido nucleico pretendidas son ampliamente conocidas por los
especialistas en el campo de la invencion. Determinados ejemplos no limitativos de dichos métodos se describen
con detalle a continuacion.

Un aspecto descrito pertenece a vectores, preferiblemente vectores de expresion, que contienen un acido nucleico
que codifica una proteina, o derivados, fragmentos, analogos u homodlogos de la misma. Tal como se usa en la
presente memoria, el término “vector” se refiere a una molécula de acido nucleico capaz de transportar otro acido
nucleico al cual se ha unido. Un tipo de vector es un “plasmido”, que se refiere a un lazo de ADN de doble cadena
circular en el cual se pueden ligar segmentos de ADN adicionales. Otro tipo de vector es un vector virico, en donde
se pueden ligar segmentos adicionales de ADN en el genoma virico. Determinados vectores son capaces de
replicacién auténoma en una célula hospedante en la que han sido introducidos (por ejemplo, vectores bacterianos
que tengan un origen bacteriano de replicacion y vectores episomales de mamifero). Otros vectores (por ejemplo,
vectores no episomales de mamifero) son integrados en el genoma de una célula hospedante mediante introduccién
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en la célula hospedante, y por tanto se replican junto con el genoma del hospedante. Ademas, determinados
vectores son capaces de dirigir la expresion de genes a los que estan ligados operativamente. Dichos vectores son
denominados en la presente memoria “vectores de expresion”. En general, los vectores de expresion de utilidad en
técnicas de ADN recombinantes se encuentran a menudo en forma de plasmidos. En la presente especificacion,
“plasmido” y “vector” pueden usarse indistintamente, ya que el plasmido es la forma de vector mas cominmente
usada. Sin embargo, la invencién pretende incluir dichas otras formas de vectores de expresion, tales como vectores
viricos (por ejemplo, retrovirus de replicacion defectiva, adenovirus y virus asociados a adeno), que presentan
funciones equivalentes.

Los vectores de expresion recombinantes descritos comprenden un acido nucleico en una forma adecuada para la
expresion del acido nucleico en una célula hospedante, lo que significa que los vectores de expresidn recombinantes
incluyen una o mas secuencias reguladoras, seleccionadas en base a las células hospedantes que van a ser usada
para la expresion, que estan ligadas operativamente a la secuencia de acido nucleico que va a expresarse. En
relacién a un vector de expresion recombinante, “ligado operativamente” pretende significar que la secuencia de
nucleétidos de interés esta ligada a la(s) secuencia(s) reguladora(s) de un modo que permite la expresion de la
secuencia de nucledtidos (por ejemplo, en un sistema de transcripcién/traduccion in vitro o en una célula hospedante
cuando el vector es introducido en la célula hospedante). La expresion “secuencia reguladora” pretende incluir
promotores, potenciadores y otros elementos de control de la expresion (por ejemplo, sefiales de poliadenilacion).
Dichas secuencias reguladoras se describen, por ejemplo, en Goeddel; GENE EXPRESSION TECHNOLOGY:
METHODS IN ENZYMOLOGY 185, Academic Press, San Diego, Calif. (1990). Las secuencias reguladoras incluyen
aquellas que dirigen la expresion constitutiva de una secuencia de nucledtidos en muchos tipos de células
hospedantes y aquellas que dirigen la expresion de la secuencia de nucledtidos sélo en determinadas células
hospedantes (por ejemplo, secuencias reguladoras especificas de tejido). Los especialistas en la técnica apreciaran
que el disefio del vector de expresion puede depender de factores tales como la eleccion de la célula hospedante
que va a transformarse, el nivel de expresion de la proteina deseado, etc. Los vectores de expresion pueden ser
introducidos en las células hospedantes para producir de este modo proteinas o péptidos, que incluyen proteinas o
péptidos de fusion, codificados mediante acidos nucleicos tal como se describe en la presente memoria (por
ejemplo, proteinas SIRT1 o LXR, formas mutantes de la proteina SIRT1 o LXR, proteinas de fusion, etc.).

Se pueden disefiar vectores de expresion recombinantes para la expresion de la proteina SIRT1 o LXR en células
procaridticas o eucaridticas. Por ejemplo, la proteina SIRT1 o LXR puede expresarse en células bacterianas tales
como E. coli, células de insectos (usando vectores de expresion de baculovirus), células de levadura o células de
mamifero. Las células hospedantes adecuadas se discuten con mas detalle en Goeddel, GENE EXPRESSION
TECHNOLOGY: METHODS IN ENZYMOLOGY 185, Academic Press, San Diego, Calif. (1990). De forma alternativa,
el vector de expresion recombinante puede transcribirse y traducirse in vitro, por ejemplo usando secuencias
reguladoras de promotor T7 y polimerasa de T7.

La expresion de proteinas en procariontes muy a menudo es llevada a cabo en E. coli con vectores que contienen
promotores constitutivos o inducibles que dirigen la expresiéon de proteinas de fusidon o de proteinas que no son de
fusion. Los vectores de fusién afiaden un nimero de aminodcidos a una proteina codificada en los mismos,
normalmente al extremo amino de la proteina recombinante. Dichos vectores de fusién habitualmente cumplen con
tres propositos: (1) aumentar la expresion de la proteina recombinante; (2) aumentar la solubilidad de la proteina
recombinante; y (3) ayudar en la purificacién de la proteina recombinante actuando como ligando en una purificacion
por afinidad. Los vectores de expresion de fusion tipicos incluyen el pGEX (Pharmacia Biotech Inc; Smith y Johnson
(1988) Gene 67:31-40), el pMAL (New England Biolabs, Beverly, Mass.) y el pRIT5 (Pharmacia, Piscataway, N.J.)
que fusionan glutationa S-transferasa (GST), proteina E de union de maltosa, o proteina A, respectivamente, a la
proteina recombinante diana.

Los ejemplos de vectores de expresion de E. Coli inducibles de no fusién adecuados incluyen el pTrc (Amrann y col.,
(1988) Gene 69: 301-315) y el pET 11d (Studier y col., GENE EXPRESSION TECHNOLOGY: METHOD IN
ENZYMOLOGY 185, Academic Press, San Diego, Calif. (1990) 60-89).

En ofra realizacién, las proteinas descritas en la invencién son expresadas usando un vector de expresion de
levadura. Los ejemplos de vectores para la expresion en la levadura S. cerevisiae incluyen el pYepSec1 (Baldari, y
col., (1987) EMBO J 6: 229-234), el pMFa (Kurjan y Herskowitz, (1982) Cell 30: 933-943), el pJRY88 (Schultz y col.,
(1987) Gene 54: 113-123), el pYES2 (Invitrogen Corporation, San Diego, Calif) y el picZ (Invitrogen Corp, San Diego,
Calif.).

Alternativamente, las proteinas descritas en los complejos de la invencidon pueden expresarse en células de insecto
usando vectores de expresion de baculovirus. Los vectores de baculovirus disponibles para la expresion de
proteinas en células de insecto cultivadas (por ejemplo, células SF9) incluyen la serie pAc (Smith y col. (1983) Mol
Cell Biol 3: 2156-2165) y la serie pVL (Lucklow y Summers (1989) Virology 170: 31-39).

En otra realizacion adicional, se expresa un acido nucleico en células de mamifero usando un vector de expresion

de mamifero. Los ejemplos de vectores de expresion de mamifero incluyen el pCDM8 (Seed (1987) Nature 329:
840) y el pMT2PC (Kaufman y col. (1987) EMBO J6: 187-195). Cuando se usan en células de mamifero, las
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funciones de control del vector de expresién a menudos son proporcionadas por elementos reguladores viricos. Por
ejemplo, los promotores usados habitualmente derivan de polioma, Adenovirus 2, citomegalovirus y virus de simio
40. Para otros sistemas de expresion adecuados tanto para células procaridticas como eucariéticas véase, por
ejemplo, los Capitulos 16 y 17 de Sambrook y col., MOLECULAR CLONING. A LABORATORY MANUAL. 22 ed.,
Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory Press. Cold Spring Harbor, N.Y., 1989.

En otra realizacién, el vector de expresién recombinante de mamifero es capaz de dirigir la expresion del acido
nucleico preferentemente en un tipo de célula particular (por ejemplo, se usan elementos reguladores especificos de
tejido para expresar el acido nucleico). Los elementos reguladores especificos de tejido son conocidos en la técnica.
Los ejemplos no limitativos de promotores especificos de tejido adecuados incluyen el promotor de albumina
(especifico de higado; Pinkert y col. (1987) Genes Dev 1: 268-277), los promotores linfoides especificos (Calame y
Eaton (1988) Adv Immunol 43: 235-275), en particular promotores de receptores de células T (Winoto y Baltimore
(1989) EMBO J 8: 729-733) e inmunoglobulinas (Banerji y col. (1983) Cell 33: 729-740; Queen y Baltimore (1983)
Cell 33: 741-748), promotores especificos de neuronas (por ejemplo, el promotor de neurofilamento; Byrne y Ruddle
(1989) PNAS 86: 5473-5477), promotores especificos del pancreas (Edlund y col. (1985) Science 230: 912-916) y
promotores especificos de glandulas mamarias (por ejemplo, el promotor de suero de leche, Patente de EE.UU. N°
4.873.316 y Publicacion de Solicitud Europea N° 264.166). También se contemplan los promotores regulados por el
desarrollo, por ejemplo, los promotores murinos hox (Kessel y Gruss (1990) Science 249: 374-379) y el promotor de
a-fetoproteina (Campes y Tilghman (1989) Genes Dev 3: 537-546).

Otro aspecto pertenece a células hospedantes en las que se ha introducido el vector de expresién. Las expresiones
“célula hospedante” y “célula hospedante recombinante” se usan indistintamente en la presente memoria. Se
entiende que dichos términos se refieren no solo a la célula sujeto en cuestién sino a la progenie o a la progenie
potencial de dicha célula. Debido a que se pueden producir determinadas modificaciones en sucesivas generaciones
bien por una mutaciéon o bien por influencias ambientales, dicha progenie no puede, de hecho, ser idéntica a la
célula original, pero aun asi se incluyen dentro del alcance del término usado en la presente memoria.

Una célula hospedante puede ser cualquier célula procariética o eucaridtica. Por ejemplo, la proteina SIRT1 o LXR
puede expresarse en células bacterianas tales como E. coli, células de insecto, levadura o mamifero (tales como
células de ovario de hamster chino (CHO) 6 células COS). Los especialistas en la técnica conocen ofras células
hospedantes adecuadas.

El ADN vector se puede introducir en células procaridticas o eucaridticas mediante técnicas convencionales de
transformacion o transfeccion. Tal como se usan en la presente memoria, los términos “transformacion” y
“transfeccion” pretenden referirse a una variedad de técnicas reconocidas para la introduccién de acido nucleico
ajeno (por ejemplo, ADN) en una célula hospedante, que incluyen la co-precipitacion de cloruro de calcio o de
fosfato de calcio, la transfeccion mediada por DEAE-dextrano, la lipofecciéon o la electroporaciéon. Los métodos
adecuados para transformar o transfectar células hospedantes pueden encontrarse en Sambrook y col. (2001),
Ausubel y col. (2002) y otros manuales de laboratorio.

Para la transfeccion estable de células de mamifero, se sabe que, dependiendo del vector de expresion y de la
técnica de transfeccidon usados, s6lo una pequeia fraccion de las células puede integrar el ADN ajeno en su
genoma. A fin de identificar y seleccionar dichos integrantes, generalmente se introduce un gen que codifica un
marcador seleccionable (por ejemplo, resistencia a antibidticos) en las células hospedantes junto con el gen de
interés. Diversos marcadores seleccionables incluyen aquellos que confieren resistencia a farmacos, tales como
G418, higromicina y metotrexato. El acido nucleico que codifica un marcador seleccionable puede introducirse en
una célula hospedante en el mismo vector que codifica el promotor de crecimiento, o puede introducirse en un vector
separado. Las células transfectadas de forma estable con el acido nucleico introducido pueden identificarse
mediante seleccion con farmaco (por ejemplo, las células que han incorporado el gen de marcador seleccionable
sobreviviran, mientras que el resto morira).

Una célula hospedante, tal como una célula hospedante procariética o eucariética en cultivo, puede usarse para
producir (es decir, expresar) la proteina SIRT1 o LXR. Por consiguiente, la descripcién proporciona ademas métodos
para producir la proteina SIR1 o LXR que usan las células hospedantes de la invencion. En una realizacion, el
método comprende cultivar la célula hospedante (en la que cual se ha introducido el vector de expresion
recombinante que codifica la proteina SIRT1 o LXR) en un medio adecuado de tal modo que se produce la proteina
SIRT1 o LXR. En otra realizacion, el método comprende ademas el aislamiento de la proteina SIRT1 o LXR a partir
del medio o de la célula hospedante.

La transfeccion de una célula de vertebrado puede llevarse a cabo adicionalmente usando vectores recombinantes
que incluyen, aunque sin limitacién, vectores de adenovirus, virus asociados a adeno y retrovirus, ademas de otras
particulas que introducen ADN en células, tales como los liposomas. Se pueden utilizar técnicas como las descritas
anteriormente para la introduccion de cualquier polipéptido de SIRT1 o LXR que codifica secuencias de nucleétidos
en células de vertebrados. Por ejemplo, para la transfeccion de células de mamifero se pueden utilizar una serie de
sistemas de expresion basados en virus. En los casos en los que se usa un adenovirus como vector de expresion, la
secuencia de nucledtidos de SIRT1 o LXR de interés puede estar ligada a un complejo de adenovirus de control de
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la transcripcioén/traduccion, por ejemplo, el promotor retardado y la secuencia lider tripartita. Dicho gen quimérico
puede ser insertado a continuaciéon en el genoma del adenovirus mediante recombinacién in vitro o in vivo. La
insercidon de una region no esencial del genoma virico (por ejemplo, la regién E1 o E3) dara como resultado un virus
recombinante que es viable y capaz de expresar un producto SIRT1 o LXR en los hospedantes infectados (por
ejemplo, véase Logan y Shenk, 1984, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81: 3655-3659). En los casos en los que sélo se
inserta una porcién de una secuencia codificadora de SIRT1 o LXR, se deben proporcionar sefales de control de
traduccion exdgenas, que incluyen, quizas, el coddén de inicio ATG. Estas sefiales de control de traduccion exégenas
y codones de inicio pueden tener una variedad de origenes, tanto naturales como sintéticos. La eficiencia de la
expresion puede mejorarse mediante la inclusion de elementos potenciadores de la transcripcion apropiados,
terminadores de la transcripcion apropiados, etc. (véase Bitter y col., 1987, Methods in Enzymol. 153: 516-544).

Tratamiento terapéutico

Se cree que determinadas patologias y afecciones médicas responde favorablemente a la expresién de una SIRT1 o
LXR heteréloga o a una LXRa o LXRp heterdloga en las células de un sujeto. Por consiguiente, la presente
descripcién describe un método para tratar una patologia, una enfermedad o una afeccién médica en un sujeto, en
donde la patologia responde a polipéptidos de SIRT1 o LXR, LXRa o LXRp. El método incluye la administraciéon de
un acido nucleico que codifica un polipéptido de SIRT1 o LXR, LXRa o LXRp al sujeto en una cantidad efectiva para
atenuar o aliviar la patologia. Atenuar una patologia significa que se abate una tendencia de sintomatologia de
empeoramiento hasta una tendencia de empeoramiento mas lenta o mas suave. Aliviar una patologia significa una
mejora real en el paciente, de tal modo que los signos e indicios de la patologia disminuyen y el paciente mejora
hacia un estado de mejor salud. En implementaciones importantes de este método, la patologia se selecciona entre
infarto de miocardio, apoplejia cerebrovascular, enfermedad renal, enfermedad neuroldgica que incluye enfermedad
de Alzheimer, y otras similares. En las realizaciones ventajosas del método de tratamiento de una patologia el sujeto
es un humano.

En varias realizaciones de los métodos de tratamiento descritos en la presente memoria, un acido nucleico que
codifica un polipéptido de SIRT1 o LXR, LXRa o LXR, una variante del mismo, o un fragmento del mismo, puede
administrarse a un sujeto en cualquiera de una serie de composiciones que aseguran una administracion eficiente
de la secuencia de acido nucleico a las células, incluyendo la administracion a las células de un sujeto.

El tratamiento de un sujeto con una secuencia de acido nucleico de SIRT1 o LXR puede llevarse a cabo
administrando un acido nucleico, plasmido, vector, vector virico, composicion liposomal o similar que sea eficaz para
introducir la secuencia de acido nucleico de SIRT7 o LXR en una célula de vertebrado. La transfeccion de acidos
nucleicos puede verse asistida por el uso de anféteros especies anfifilicas catidnicas (Patente de EE.UU. 6.503.945,
y las referencias descritas en la misma). En Hacein-Bey-Abina y col. (2003, Science 302: 415-419), por ejemplo, se
describe la terapia génica retroviral ex vivo. Los métodos para la introduccion terapéutica de un transgén en un
sujeto se discuten en "Gene Transfer Methods: Introducing DNA Into Living Cells and Organisms" P.A. Norton y L.F.
Steel, Eaton Publishing, 2000. Las estrategias para la introduccidon terapéutica de transgenes en células y
organismos se proporcionan en "Gene Therapy Protocols" Paul D. Robbins (Ed.), Humana Press (1997).

Composiciones farmacéuticas que comprenden polinucleétidos

Las composiciones farmacéuticas para aplicaciones terapéuticas incluyen uno o mas polinucleétidos y un vehiculo.
La composicion farmacéutica que comprende el o los polinucledtidos es util para tratar una enfermedad o trastorno
asociado a la expresién o a la actividad de un Gen Diana. Los vehiculos incluyen, aunque sin limitacién, disolucion
salina, disolucion salina tamponada, dextrosa, agua, glicerol, etanol y combinaciones de los mismos. Para farmacos
administrados oralmente, los vehiculos farmacéuticamente aceptables incluyen, aunque sin limitacion, excipientes
farmacéuticamente aceptables tales como diluyentes inertes, agentes desintegrantes, agentes de unioén, agentes
lubricantes, agentes edulcorantes, agentes aromatizantes, agentes colorantes y conservantes.

Una dosis maxima de 5 mg de polinucleétido por kilogramo de peso corporal de recipiente y por dia es suficiente
para inhibir o suprimir completamente la expresion del gen diana. En general, una dosis adecuada de polinucleétido
estara en el intervalo de 0,01 a 5,0 miligramos por kilogramo de peso corporal del recipiente y por dia,
preferiblemente en el intervalo de 0,1 a 200 microgramos por kilogramo de peso corporal del recipiente (mcg/kg) y
por dia, mas preferiblemente en el intervalo de 0,1 a 100 mcg/kg por dia, incluso mas preferiblemente en el intervalo
de 1,0 a 50 mcg/kg por dia, y aun mas preferiblemente en el intervalo de 1,0 a 25 mcg/kg por dia. La composicion
farmacéutica puede administrarse una vez al dia, o el polinucledtido puede administrarse en forma de dos, fres,
cuatro, cinco, seis 0 mas subdosis a intervalos apropiados a lo largo del dia. En dicho caso, la cantidad de
polinucledtido contenido en cada subdosis debe ser correspondientemente menor a fin de alcanzar la dosis diaria
total. La unidad de dosis también puede componerse como una formulaciéon de liberacién sostenida para la
administracion a lo largo de varios dias, por ejemplo, usando una formulacién convencional que proporcione una
liberacion sostenida del polinucledtido a lo largo de un periodo de varios dias. Las formulaciones de liberacion
sostenida son bien conocidas en la técnica. En esta realizacion, la unidad de dosis contiene un multiplo
correspondiente de la dosis diaria.

El especialista en la técnica apreciara que determinados factores pueden influir en la dosis y posologia requeridas
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para tratar de manera efectiva a un sujeto, incluyendo, aunque sin limitacién, la gravedad de la enfermedad o
trastorno, tratamientos previos, la salud general y/o la edad del sujeto, y otras enfermedades presentes. Ademas, el
tratamiento de un sujeto con una cantidad terapéuticamente efectiva de una composicién puede incluir un
tratamiento sencillo o una serie de tratamientos. Se pueden realizar estimaciones de las dosis efectivas y la vida
media in vivo para los polinucleétidos individuales contemplados en la invencién usando metodologias
convencionales o en base a ensayos in vivo usando un modelo animal apropiado, y pueden ajustarse durante el
tratamiento de acuerdo a criterios establecidos para determinar las caracteristicas de dosis-respuesta apropiadas.

Las composiciones farmacéuticas contempladas en la invencién pueden administrarse empleando medios conocidos
en la técnica que incluyen, aunque sin limitacion, ruta oral o parenteral, que incluye administracion intravenosa,
intramuscular, intraperitoneal, subcutanea, transdermal, aérea (aerosol), rectal, vaginal y topica. En determinadas
realizaciones, las composiciones farmacéuticas son administradas mediante infusién o inyeccién intravenosa o
intraparenteral, y en realizaciones comunes adicionales la composicion farmacéutica que comprende los
polinucledtidos puede administrarse directamente in situ a un tumor, un cancer o un crecimiento precanceroso
usando laparoscopia y procedimientos microquirdrgicos similares.

Para uso intramuscular, intraperitoneal, subcutaneo e intravenoso, las composiciones farmacéuticas de la invencion
generalmente se proporcionaran en disoluciones o suspensiones acuosas esterilizadas, tamponadas a un pH y una
isotonicidad adecuados. Los vehiculos acuosos adecuados incluyen la disolucion de Ringer y cloruro sédico
isotonico. En una realizacion preferida, el vehiculo consiste exclusivamente en un tampdén acuoso. En este contexto,
“exclusivamente” significa que no hay presentes agentes auxiliares o sustancias encapsulantes que puedan afectar
o mediar en la captacion de polinucleétido en las células que expresan el gen diana. Dichas sustancias incluyen, por
ejemplo, estructuras micelares tales como liposomas o capsidos, tal como se describe mas adelante.
Sorprendentemente, los presentes inventores han descubierto que las composiciones que contienen solo
polinucledtido y un disolvente fisioldgicamente aceptable son captadas por las células, donde el polinucleétido inhibe
de forma eficaz la expresion del gen diana. Aunque para introducir polinucleétidos en cultivos celulares se requiere
de microinyeccion, lipofeccion, virus, viroides, capsidas, capsoides u otros agentes auxiliares, sorprendentemente
estos métodos y agentes no son necesarios para la captacion de los polinucleétidos in vivo. Las suspensiones
acuosas de acuerdo con la invencién pueden incluir agentes de suspension tales como derivados de celulosa,
alginato sadico, polivinil-pirrolidona y goma de tragacanto, y un agente humectante tal como lecitina. Los
conservantes adecuados para suspensiones acuosas incluyen p-hidroxibenzoato de etilo y n-propilo.

Las composiciones farmacéuticas utiles de acuerdo con la invencion también incluyen formulaciones encapsuladas
para proteger el polinucleétido contra una eliminacién rapida del cuerpo, tal como una formulaciéon de liberacion
controlada, que incluye implantes y sistemas de administracién microencapsulada. Se pueden usar polimeros
biocompatibles y biodegradables, tales como vinilacetato de etileno, polianhidridos, acido poliglicolico, colageno,
poliortoésteres y acido polilactico. Los métodos de preparacion de dichas formulaciones seran evidentes para el
especialista en la técnica. Los materiales también pueden obtenerse comercialmente en Alza Corporation y Nova
Pharmaceuticals, Inc. También se pueden usar como vehiculos farmacéuticamente aceptables suspensiones
liposomales (que incluyen liposomas dirigidos contra células infectadas con anticuerpos monoclonales para
antigenos viricos). Estas pueden prepararse de acuerdo con métodos conocidos por el especialista en la técnica, por
ejemplo, tal como se describe en la Patente de EE.UU. N° 4.522.811; la publicacion PCT WO 91/06309 vy la
publicacion de patente europea EP-A-43075.

En determinadas realizaciones, la formulacién encapsulada comprende una proteina de cubierta virica. En esta
realizacion, el polinucledtido puede estar unido, asociado o embebido en al menos una proteina de cubierta virica.
La proteina de cubierta virica puede derivar o estar asociada a un virus, tal como un virus de polioma, o puede ser
parcial o completamente artificial. Por ejemplo, la proteina de cubierta puede ser una Proteina de Virus 1 y/o una
Proteina de Virus 2 del virus de polioma, o un derivado de las mismas.

La toxicidad y la eficacia terapéutica de dichos compuestos pueden determinarse empleando procedimientos
farmacéuticos estandarizados con cultivos celulares o animales de experimentacion, por ejemplo, para determinar la
DL50 (la dosis letal para el 50% de la poblacién) y la DE50 (la dosis terapéuticamente eficaz en el 50% de la
poblacion). La relacion de dosis entre los efectos téxicos y terapéuticos es el indice terapéutico y puede expresarse
como la relacion DL50/DE50. Los compuestos que presentan elevados indices terapéuticos son los preferidos.

Los datos obtenidos a partir de ensayos con cultivos celulares y estudios con animales pueden usarse para formular
un intervalo de dosis para uso en humanos. La dosificacion de composiciones de la invencién se encuentra
preferiblemente en el intervalo de concentraciones en circulacion que incluyen la DE50 con poca o ninguna
toxicidad. La dosis puede variar en este intervalo dependiendo de la forma de dosis empleada y de la ruta de
administracién utilizada. Para cualquier compuesto usado en el método de la invencion, la dosis terapéuticamente
efectiva puede estimarse inicialmente a partir de ensayos de cultivos celulares y de modelos de animales para lograr
un intervalo de concentracion en plasma en circulacién del compuesto que incluya la IC50 (es decir, la concentracion
del compuesto ensayado que alcance una inhibicion media maxima de los sintomas) determinada en un cultivo de
células. Dicha informacion puede usarse para determinar con mayor precision las dosis utiles en humanos.
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Ademas de su administracion individualmente o como una pluralidad, tal como se ha discutido anteriormente, los
polinucledtidos utiles segun la invencion pueden administrarse en combinaciéon con otros agentes conocidos que
sean eficaces en el tratamiento de enfermedades. En cualquier caso, el médico facultativo puede ajustar la cantidad
y el horario de la administracion del polinucledtido en base a los resultados observados usando medidas
estandarizadas de eficacia reconocida en la técnica, o descritas en la presente memoria.

Composiciones farmacéuticas

Los polinucleétidos descritos en la invencidon se designan “compuestos activos” o “agentes terapéuticos” en la
presente memoria. Dichos agentes terapéuticos pueden ser incorporados a composiciones farmacéuticas
adecuadas para la administracion a un sujeto.

En la presente memoria se describen métodos para aumentar la relacion de colesterol ligado a lipoproteina de alta
densidad (HDL) respecto al colesterol total en el plasma de un mamifero mediante la administracién de un agente
que estimula la actividad de SIRT1, asi como de un agente que estimula la actividad de SIRT1 en la fabricacion de
un medicamento para aumentar la relacion de colesterol ligado a lipoproteina de alta densidad (HDL) respecto al
colesterol total en plasma de un mamifero mediante la administracién del agente al mamifero. Dichos agentes se
designan “compuestos activos” o “agentes terapéuticos” en la presente memoria. Un ejemplo de dichos agentes es
el T0901317. Dichos agentes terapéuticos pueden ser incorporados a composiciones farmacéuticas adecuadas para
la administracion a un sujeto.

En la presente memoria también se describen métodos para aumentar la relacion de colesterol ligado a lipoproteina
de alta densidad (HDL) respecto al colesterol total en el plasma de un mamifero mediante la administracion de un
agente que promueva la formacion de un complejo que comprende una proteina SIRT1 de mamifero y una proteina
LXR de mamifero. Adicionalmente, describimos el uso de un agente que promueve la formacién de un complejo que
comprende una proteina SIRT1 de mamifero y una proteina LXR de mamifero en la fabricacién de un medicamento
para aumentar la relacion de colesterol ligado a lipoproteina de alta densidad (HDL) respecto al colesterol total en el
plasma de un mamifero mediante la administracion del agente al mamifero. Dichos agentes son designados
“compuestos activos” o “agentes terapéuticos” en la presente memoria. Los ejemplos de dichos agentes incluyen el
22(R)-hidroxicolesterol, el acido 9-cis retinoico, 0 combinaciones de ambos, 22(R)-hidroxicolesterol y acido 9-cis
retinoico. Estos agentes terapéuticos pueden ser incorporados en composiciones farmacéuticas adecuadas para ser
administradas a un sujeto.

Tal como se usa en la presente memoria, “vehiculo farmacéuticamente aceptable” pretende incluir cualquiera y
todos los disolventes, medios de dispersién, recubrimientos, agentes antibacterianos y antifingicos, agentes
isotonicos de retraso de la absorcidn, y otros similares, compatibles con la administracion farmacéutica. Los
vehiculos adecuados se describen en libros de texto tales como Remington's Pharmaceutical Science, Gennaro AR
(Ed.) 202 edicion (2000) Williams & Wilkins PA, EE.UU., y el Wilson and Gisvold's Textbook of Organic Medicinal and
Pharmaceutical Chemistry, por Delgado y Remers, Lippincott-Raven. Los ejemplos preferidos de componentes que
pueden usarse en dichos vehiculos y diluyentes incluyen, aunque sin limitacion, agua, disolucién salina, sales de
fosfato, sales de carboxilato, disoluciones de aminoacidos, disolucion de Ringer, disolucion de dextrosa (un sinénimo
de glucosa), una albumina de suero humano al 5%. A modo de ejemplo no limitativo, la dextrosa se puede usar en
forma de disolucién acuosa al 5% o al 10%. También se pueden usar liposomas y vehiculos no acuosos tales como
aceites fijos. El uso de dichos medios y agentes para sustancias farmacéuticamente activas es bien conocido en la
técnica. También se pueden incorporar compuestos activos suplementarios en las composiciones.

Una composicion farmacéutica de la invencion se formula para ser compatible con la ruta de administracion
pretendida. Los ejemplos de rutas de administracion incluyen la administracion parenteral, por ejemplo, intravenosa,
intradermal, subcutanea, oral, nasal, inhalacion, transdermal (t6pica), transmucosal y rectal. Las disoluciones o
suspensiones usadas para aplicacion parenteral, intravenosa, intradermal o subcutdnea pueden incluir los siguientes
componentes: un diluyente esterilizado tal como agua para inyeccién, disolucidon salina, aceites fijos, polietilen
glicoles, glicerina, propilen glicol u otros disolventes sintéticos, agentes antibacterianos tales como alcohol bencilico
o metil parabenos, antioxidantes tales como &cido ascérbico o bisulfito sédico; agentes quelantes tales como acido
etilendiamintetraacético, tampones tales como acetatos, citratos o fosfatos, y agentes para el ajuste de la tonicidad
tales como cloruro sodico o dextrosa.

Para administracion por inhalacion, los compuestos se administran en forma de aerosol con un recipiente o
dispensador presurizado que contiene un propelente adecuado, por ejemplo un gas tal como diéxido de carbono, o
un nebulizador.

En una realizacion, los compuestos activos se preparan con vehiculos que protegeran el compuesto contra una
eliminacion rapida del cuerpo, tal como una formulacién de liberacién controlada, que incluyen implantes y sistemas
de liberacion microencapsulados. Los ejemplos adecuados de preparaciones de liberacion sostenida incluyen
matrices semipermeables de polimeros hidrofébicos solidos que contienen el anticuerpo, matrices que estan en
forma de articulos conformados, por ejemplo, peliculas o microcapsulas. Los ejemplos de matrices de liberacion
sostenida incluyen poliésteres, hidrogeles (por ejemplo, poli(2-hidroxietil-metacrilato) o poli(vinilalcohol)), polilactidos
(Patente de EE.UU. N° 3.773.919), copolimeros de acido L-glutamico y y etil-L-glutamato, etilenvinil acetato no
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degradable, copolimeros de acido lactico-acido glicélico degradables tales como LUPRON DEPOT™ (microesferas
inyectables compuestas por copolimero de acido lactico-acido glicélico y acetato de leuprolide), y acido poli-D-(-)-30
hidroxibutirico. Aunque los polimeros como el acetato de etilen-vinilo y el acido lactico-acido glicélico permiten la
liberacion de moléculas a lo largo de 100 dias, determinados hidrogeles liberan agentes farmacéuticos activos en
periodos de tiempo mas cortos. Los polimeros ventajosos son biodegradables o biocompatibles. Las suspensiones
liposomales (que incluyen liposomas dirigidos contra células infectadas con anticuerpos monoclonales para
antigenos viricos) también pueden usarse como vehiculos farmacéuticamente aceptables. Estos pueden prepararse
de acuerdo con métodos conocidos por los especialistas en la técnica, por ejemplo, tal como se describe en la
Patente de EE.UU. N° 4.522.811. Se pueden preparar preparaciones de liberacion sostenida que presenten forma
ventajosas, tales como microesferas, a partir de materiales tales como los descritos anteriormente.

Los polinucledtidos descritos pueden ser insertados en vectores y usarse como vectores de terapia génica. Los
vectores de terapia génica pueden administrarse a un sujeto empleando cualquiera de una serie de rutas, por
ejemplo, tal como se describe en la Patente de EE.UU. N° 5.703.055. Por tanto, la administracién también puede
incluir, por ejemplo, inyeccion intravenosa, administracion local (véase la Patente de EE.UU. N° 5.328.470) o
inyeccion estereotactica (véase, por ejemplo, Chen y col. (1994) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91: 3054-3057). La
preparacion farmacéutica del vector de terapia génica puede incluir el vector de terapia génica en un diluyente
aceptable, o puede comprender una matriz de liberacion lenta en la que el vehiculo de administracion génica esta
embebido. Alternativamente, cuando el vector de administracion génica completo pueda producirse intacto a partir
de células recombinantes, por ejemplo, vectores retrovirales, la preparacion farmacéutica puede incluir una o mas
células que produzcan el sistema de administraciéon génica.

Las composiciones farmacéuticas pueden ser incluidas en un kit, por ejemplo, en un recipiente, paquete o
dispensador, junto con instrucciones para su administracion.

También se contempla en la invencién el uso de un agente terapéutico para la fabricacion de una composicion
farmacéutica o un medicamento para tratar una infeccion virica respiratoria en un sujeto.

En varias realizaciones los polinucledtidos descritos en la invencion se administran mediante transfeccion mediada
por liposomas, por ejemplo usando reactivos o técnicas disponibles comercialmente, por ejemplo, Oligofectamine™,
reactivo LipofectAmine™, LipofectAmine 2000™ (Invitrogen), asi como mediante electroporacion y técnicas
similares. Adicionalmente, los polinucledtidos son administrados a modelos de animales, tales como roedores o
primates no humanos, mediante inhalacién e infusién en el tracto respiratorio. Otras rutas adicionales para uso con
modelos de animales incluyen rutas de administracion intravenosa (IV), subcutanea (SC) y rutas relacionadas. Las
composiciones farmacéuticas incluyen componentes adicionales que protegen la estabilidad de los polinucleétidos,
prolongan su vida media, potencian su funcion o los dirigen contra tejidos/células especificos. Estos incluyen una
variedad de polimeros biodegradables, polimeros catidnicos (tales como polietilenimina), copolipéptidos cationicos
tales como polipéptidos de histidina-lisina (HK), véase por ejemplo las publicaciones PCT WO 01/47496 de Mixson y
col., WO 02/096941 de Biomerieux y WO 99/42091 del Massachusetts Institute of Technology), polipéptidos
cationicos PEGilados, y polimeros incorporados a ligando, etc., polipéptidos cargados positivamente, polimeros
PolyTran (polisacaridos naturales, también conocidos como escleroglucano, Pillsbury Co., Minneapolis, Minn),
tensioactivos (Infasurf; Forest Laboratories, Inc.; ONY Inc.), y polimeros cationicos (tales como polietilenimina). El
Infasurf® (calfactant) es un tensioactivo pulmonar natural aislado a partir de pulmén de ternero para su uso en
infusion intratraqueal, contiene fosfolipidos, lipidos neutros y proteinas B y C asociadas a tensioactivo hidrofébicas.
Los polimeros pueden ser uni-dimensionales o multi-dimensionales, y también podrian ser microparticulas o
nanoparticulas con diametros inferiores a 20 micrometros, entre 20 y 100 micrémetros, o por encima de 100
micrémetros. Dichos polimeros podrian portar moléculas de ligando especificas para receptores o moléculas de
tejidos o células especiales, y ser usados por tanto para la administracién dirigida de polinucleétidos. Los
polinucleétidos también se administran mediante vehiculos basados en liposomas catiénicos, tales como DOTAP,
DOTAP/Colesterol (Qbiogene, Inc.) y otros tipos de disoluciones acuosas de lipidos. Adicionalmente, una disolucién
acuosa de glucosa en porcentaje bajo (5-10%) y el Infasurf son vehiculos efectivos para la administracion aérea de
polinucledtidos.

Terapia génica

Actualmente, la terapia génica se encuentra en un estado elevado de desarrollo para su uso en tratamientos
terapéuticos y profilacticos (por ejemplo, para inmunizar). Se dispone de nuevos métodos de administracion, y hay
varios ensayos clinicos de diversas modalidades de terapia con genes en curso. La Publicacion de Solicitud de
Patente de EE.UU. 20060115462 titulada “Direct DNA delivery to bone cells” describe un método que permite la
administracion in vivo de un polinucleétido en forma de polinucledtido solo o como vector de expresion génica a
células 6seas de un miembro de mamifero.

La Publicacion de Solicitud de Patente de EE.UU. 20060115456 titulada “Replication-competent adenoviral vectors”
describe vectores adenoviricos de replicacion competente mejorados, que incluyen los tipos de adenovirus 2, 4, 5y
7, para uso en la administracion de acidos nucleicos y polinucledtidos para aplicaciones terapéuticas y profilacticas.

La Publicacién de Solicitud de Patente de EE.UU. 20060104950 titulada “Methods of Transducing genes into T cells”
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describe la transduccion de un gen en células T activadas usando un vector de paramixovirus.

La Publicacién de Patente de EE.UU. 20060110361 titulada “Methods of making viral particles having a modified cell
binding activity and uses thereof” describe un método para empaquetar particulas viricas de tal modo que uno o mas
péptidos de la superficie del articulo son derivados de la célula de empaquetamiento. La solicitud establece que
dicho sistema es para uso, por ejemplo, en tratamientos de terapia génica.

La Publicacién de Solicitud de Patente de EE.UU. 20060110364 titulada “Vector-mediated delivery of polynucleotides
encoding soluble VEGF receptors” describe composiciones de vectores para expresion de una forma soluble de
VEGFRS3 y métodos para su uso en el tratamiento de cancer.

La Publicacion de Solicitud de Patente de EE.UU. 20050239204 titulada “Multifunctional molecular complexes for
gene transfer to cells” describe un complejo molecular multifuncional no virico para la transferencia de una
composicion de acido nucleico a una célula diana.

VandenDriessche y col. demostraron que la hemofilia A podria tratarse de forma efectiva mediante una terapia
génica in VIVO que introduce el gen de Factor VIII humano en ratones deficientes en Factor VIII empleando vectores
retrovirales’®. La transferencia geénica se produjo al menos en el higado, bazo y pulmones. Roth y col. han evaluado
la seguridad de un sistema de terapia génica en células somaticas no viricas en pacientes con hemofilia A severa®

Debido a su estado post-mitético estable el musculo esqueletal es una importante diana para la manipulacion
genética mediante el uso de vectores viricos y no viricos e integrantes y no integrantes. La terapia génica dirigida a
musculo para prevenir la diabetes autoinmune en ratones diabéticos no obesos (NOD) fue presentada por Goudy y
col.®'. Desarrollaron vectores viricos adeno-asociados recombinantes que contenian ADNc murino para citoquinas
|nmunomoduladoras IL4 6 IL10. La transduccion de musculo esqueletal de ratones NOD hembra con IL10, pero no
IL4, eliminé por completo la diabetes.

De acuerdo con Wellsgz, los vectores viricos adeno-asociados y el ADN de plasmido tal cual son actualmente los
vectores elegidos para la transferencia de genes a musculos. Los mayores avances en el campos de los sistemas
de administracién de vectores, particularmente aquellos que usan la ruta vascular, se han producido en los ultimos
dos afios mas o menos, de tal modo que la terapia génica de distrofias musculares y el uso del musculo como una
plataforma para la produccion de proteinas secretadas se ha convertido en una posibilidad clinica.

La terapla oncolitica es un nuevo tratamiento anticancer basado en virus liticos atenuados tales como el adenovirus
(Ad) . Estos virus inducen la destruccion de células hospedantes mediante lisis y por tanto son distintos de los virus
cIaS|cos de terapia génica. Los Ads oncoliticos son modificados genéticamente de tal modo que se repliquen
unicamente en células cancerigenas. Tres Ads oncoliticos han completado ensayos clinicos de Fase | y Il con
pacientes d63> cancer. Estos virus se siguen modificando genéticamente para conferirles genes terapéuticos
adicionales ®

Takahashi y col. han iniciado un estudio clinico de terapia génica de resistencia multifarmaco (MDR1). Los dos
pacientes tratados hasta la fecha se encuentran en remision completa y no han sufrido efectos adversos aparentes a
consecuencia de la transferencia de gen MDR1 ®

Broedl y col. describen que, en vista de los tratamientos ineficaces de la actualidad para diversas hiperlipidemias, la
terapia génica somatica se considera una estrategia potencial a la terapia actual. En muchos casos ya se han
llevado a cabo estudios preclinicos de prueba-de-principios, y en el caso de la hipercolesterolemia familiar
homocigota se ha llevado a cabo un ensayo clinico.

Se han usado ollgodesoxmucleotldos antisentido dirigidos contra clusterina en un ensayo clinico de Fase | para el
tratamiento de cancer de prostata . El tratamiento proporcioné hasta un 90% de supresion de clusterina en cancer
de prostata. Miyake y col. hablan de que se habian programado estudios de fase Il para principios de 2005 *

Satoh y col. revisan el estado de la terapia génica del cancer de préstata, que incluye la transduccion mediada por
virus del gen de timidina quinasa del virus de herpes simple seguido de un curso del profarmaco ganciclovir 87
Presentan que un ensayo clinico de terapia clinica para el cancer de prostata humano ha demostrado seguridad,
eficacia clinica y efectos biologicos de actividad antitumoral. Seguin Satoh y col., después de numerosos estudios
preclinicos favorables, se han aprobado varios estudios clinicos para terapia de cancer del cancer de prostata
usando citoquinas inmunomoduladoras tales como la mterleuquma -2, la interleuquina-12, la B7-1 (CD80), la B7-2
(CD86) y factor estimulante de colonia de granulocito- macrofago

Métodos de ensayo para identificar agentes activos potenciales

En varios aspectos, la invencién describe métodos de ensayo que pretenden determinar si un compuesto quimico o
agente candidato modula una actividad de interés en la presente invencion. Dichos métodos incluyen los siguientes.

En la presente memoria se describe un método para determinar si una sustancia candidata modula un proceso
dependiente de LXR, que incluye:
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a) transfectar una célula con un vector que alberga un gen indicador dirigido operativamente por un LXRE;
b) poner en contacto la célula con el candidato; y

c) determinar si el candidato modula la expresion del gen indicador en comparacién con una célula que no se
ha puesto en contacto con el candidato;

en donde una diferencia en la extension de la presencia del proceso dependiente de LXR detectado entre la
presencia y la ausencia del candidato indica que el candidato modula el proceso dependiente de LXR.

La invencién describe adicionalmente un método para determinar si una sustancia candidata modula un efecto
dependiente de SIRT1 de un LXR, que incluye:

a) transfectar una célula con un vector que alberga un gen SIRT1;

b) transfectar ademas la célula con un vector que alberga un gen indicador dirigido operativamente por un
promotor de LXR;

c) poner en contacto la célula con el candidato; y

d) determinar si el candidato modula la expresién del gen indicador en comparacién con una célula que no se
ha puesto en contacto con el candidato;

en donde una diferencia en la extension del efecto dependiente de SIRT1 del LXR detectado entre la presencia y la
ausencia del candidato indica que el candidato modula el efecto dependiente de SIRT1 de un LXR.

La invencién describe ademas un método para determinar si una sustancia candidata modula la formacién de un par
de union especifico que comprende los miembros de par de union especifico SIRT1 y LXR, que incluye:

a) transfectar una célula con un vector que alberga una secuencia que codifica un primer miembro marcado
con epitopo del par de unién especifico;

b) transfectar adicionalmente la célula con un vector que alberga una secuencia que codifica el segundo
miembro del par de unién especifico;

c) poner en contacto la célula con la sustancia candidata;

d) lisar las células, poner en contacto los lisatos celulares con un anticuerpo especifico para el marca de
epitopo, y recuperar los inmunoprecipitados que comprenden un complejo del SIRT1 y el LXR con un
adsorbente especifico de anticuerpo;

e) llevar a cabo un procedimiento de analisis por transferencia Western usando anticuerpos especificos para
SIRT1y LXR;

en donde una diferencia en la formacion del complejo detectada en presencia del candidato en comparacién con su
la ausencia del candidato indica que el candidato modula la interaccion de SIRT1 con LXR.

En estos métodos de ensayo, la transfeccion con vectores puede llevarse a cabo mediante técnicas tales como las
descritas anteriormente, incorporadas a la presente memoria a modo de referencia. Cualquier técnica equivalente
conocida por los especialistas en el campo de la invencién, no descrita especificamente en la presente memoria,
puede también ser usada para llevar a cabo las transfecciones.

Varios de los métodos de ensayo incluyen ademas la transfeccién con un vector que albergue un gen indicador
dirigido operativamente por un LXRE. El gen indicador sera activado por un componente celular que se une
especificamente al LXRE para expresar el gen indicador. El producto del gen indicador es detectable en el sistema
experimental disefiado para llevar a cabo el ensayo. En general, un gen indicador codifica una proteina, factor o
actividad enzimatica que, tras expresion, es facilmente detectable mediante métodos de deteccion quimicos o
fisicos. Los ejemplos no limitantes de genes indicadores incluyen genes que codifican una enzima tal como la
peroxidasa de rabano o la luciferasa de luciérnaga, una proteina cromoférica o una proteina fluorescente tal como la
proteina fluorescente verde, y otras similares. Cualquier gen indicador equivalente conocido por los especialistas en
el campo de la invencién, no especificamente descrito en la presente memoria, también puede ser usado para
transfectar la célula con el objetivo de llevar a cabo el ensayo para identificar agentes activos potenciales.

Varias realizaciones adicionales de los métodos de ensayo incluyen transfectar una célula con un vector que
albergue una secuencia que codifica un primer miembro marcado con epitopo del par de unién especifico constituido
por SIRT1 y LXR. Los epitopos que son utilizables para este propdsito incluyen cualquier epitopo ligado por un
anticuerpo especifico. Un ejemplo no limitante de epitopo es el epitopo FLAG; pero los especialistas en el campo de
la invencion conocen ampliamente otros. Se puede usar cualquier epitopo equivalente, no descrito especificamente
en la presente memoria, como quimera con un miembro del par de union especifico con el objetivo de llevar a cabo
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el ensayo para identificar agentes activos potenciales.

Los ensayos de agentes activos potenciales se llevan a cabo frecuentemente usando escrutinios de alta capacidad
en aparatos de ensayo paralelos altamente replicados. Se pueden emplear placas multipocillo en estos sistemas de
tal modo que se lleva a cabo un elevado numero de ensayos simultdneamente. Los compuestos candidatos
empleados en los ensayos para detectar un agente activo potencial se obtienen comunmente como resultado de la
sintesis quimica de bibliotecas combinatorias de compuestos quimicos, en las que se varian sistematicamente
varios restos y/o sustituyentes en una familia de compuestos relacionados. Ya se dispone habitualmente de
bibliotecas quimicas de analogos en almacenes de compuestos accesibles a una persona o entidad. Otras
bibliotecas quimicas de analogos incluyen productos quimicos obtenidos a partir de fuentes naturales, asi como
derivados de dichos compuestos naturales que han sido modificados adicionalmente usando métodos de quimica
combinatoria. En general, las bibliotecas de compuestos quimicos son ampliamente conocidas por los especialistas
en el campo de la invencion. Para llevar a cabo un ensayo de identificacion de un agente activo potencial se puede
usar cualquier método equivalente para preparar un compuesto candidato, o para preparar una biblioteca de
compuestos candidatos, conocidos por los especialistas en el campo de la invencién.

EJEMPLOS

Métodos

Plasmidos

Los plasmidos pBabe-SIRT1y pCMV-FLAG-HsSIRT1 han sido descritos *¢.
Animales y andlisis de lipoproteina en plasma

Se alojaron ratones SIRTI*, SIRT1™" y SIRT1” en fondo 129/sv-CD1 mixto en una instalaciéon de temperatura
controlada (22 °C) con un ciclo de luz diurna desde las 7 a.m. hasta las 7 p.m., y se les dio acceso a comida (con un
0,02% de colesterol) y agua a discrecion.

Células, infeccion retroviral y transfeccion

Se aislaron los fibroblastos embrionarios de los ratones SIRT1**, SIRT1*" y SIRT1/ (MEFs, del inglés “mouse
embryonic fibroblasts”) a partir de embriones, tal como se ha descrito previamente "*, y se cultivaron en medio de
Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) con un 10% de FBS y antibiéticos. Se generaron MEFs inmortalizadas
(MEFIs) transfectando MEFs primarias con un plasmido pRS-SV40T. Se cultivaron células HEK293T y Phoenix
(ATCC, Rockville, MD) en DMEM con un 10% de FBS y antibioticos. Se cultivaron células THP-1 (ATCC, Rockville,
MD) en RPMI 1640 con un 10% de FBS y B-mercaptoetanol 0,5 mM.

Todas las transfecciones se llevaron a cabo con reactivo lipofectamina 2000 plus, segun las instrucciones del
fabricante (Invitrogen, Carlsbad, Ca). Para la infeccidn retrovirica, se transfectaron células Phoenix con pBabe o p[]
Babe-SIRT1. Se recolecté el medio que contenia los retrovirus 48 h después, se filtrd, se tratdé con polibreno (1
mg/mL), y se transfiri6 sobre MEFs. Las células infectadas fueron cultivadas entonces con medio normal que
contenia 1 yg/mL de puromicina.

Ejemplo 1. Colesterol en plasma en ratones naturales y sin SIRT1

Se analizaron diez ratones naturales, 13 SIRT1" y 13 companieros de camada SIRT1” en cada grupo. Los animales
fueron mantenidos en ayunas durante cuatro horas desde el inicio del ciclo de luz diurna, a continuacion se extrajo
sangre y se obtuvo plasma mediante tratamiento con K3-EDTA. Se midio el colesterol total en plasma, los niveles de
HDL y LDL mediante kits de ensayo enzimaticos colorimétricos (Wako Diagnostics, Richmond, Va). Se fracmonaron
100 pL del conjunto de plasmas procedentes de 4 machos SIRT1” y 4 compafieros de camada SIRT1"* usando dos
columnas de cromatografia liquida de resolucion rapida (FPCL, del inglés “fast-performance liquid chromatography”)
(columnas Superosa 6B, Amersham-Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ). Se muestra un perfil representativo de
tres experimentos independientes. A continuacién se analizaron las fracciones de FPLC para determinar los
contenidos de colesterol con el klt de ensayo enzimatico colorimétrico de Wako. El experimento se repitid tres veces
con un total de 12 machos SIRT” y 12 compaferos de camada SIRT1**. Los resultados fueron comparados con el
ensayo de t de student.

La Figura 1a muestra que los ratones SIRT1" presentaron unos niveles de colesterol total en plasma ligeramente
inferiores, en comparacion con los ratones naturales de igual género y edad. Segun se observa en la Figura 1, los
paneles b (ensayo enzimatico directo) y d (cromatografia de exclusion por tamafio/ensayo enzimatico), esto es
debido principalmente a una reduccidon de aproximadamente el 40% en el colesterol transportado en HDL (¥,
p<0,001), la principal lipoproteina rica en colesterol en el plasma murino (80-90% del total). Los niveles de colesterol
LDL en plasma fueron similares en ratones SIRT1” y de control (Figuras 1c y d). Como resultado, la relacién de
colesterol total/HDL en ratones SIRT1” fue anormalmente alta (2,57 + 0,98 frente a 1,36 £ 0,19 para los controles
naturales, p<0,001), mientras que la relacién HDL/LDL fue anormalmente baja (1,92 + 0,94 frente a 3,56 + 1,24,
p<0,001). Debido a los efectos pleiotropicos en los ratones SIRT1”, también se examinaron los heterocigotos
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SIRT1"", que son fenotipicamente similares a los naturales También se obtuvo que los niveles de HDL eran
significativamente reducidos en los heterocigotos SIRT1" (Figura 1b, (*, p<0,001)).

Se midieron los contenidos de colesterol total (TC), colesterol libre (FC), éster de colesterol (CE) y fosfolipidos (PL)
en fracciones HDL (fraccion n° 25-38) de los 12 pares de animales, mostrados en la Figura 1, panel e. Las
reducciones relativas en ratones SIRT1” de los niveles de colesterol total, colesterol libre, éster de colesterol y
fosfolipidos en plasma HDL fueron similares, aproximadamente deI 25-30% (Figura 1e; **, p<0,01). La distribucién
de tamafios de HDL fue normal (Figura 1d) en ratones SIRT1”, lo que sugiere que Ia reduccion en HDL fue
consecuencia de un menor numero de particulas mas que de partlculas con composicion o estructura alteradas.

Ejemplo 2. Colesterol en tejidos de ratones naturales y sin SIRT1

Para determinar los niveles de colesterol total en tejidos de ratéon, se sometid6 a ayuno a ratones SIRT1” y
compaferos de camada de control durante cuatro horas desde el inicio del ciclo de luz diurna antes de ser
sacrificados. A continuacion se extrajeron y pesaron los tedeOS El colesterol total de higado y testiculos fue extraido
y medido mediante GC tal como se ha descrito prewamente %7 Los lipidos totales, que incluyen los triglicéridos,
también se disolvieron en una disolucién que contenia un 60% de butanol un 13% de metano y un 27% de Triton X[
100, y se midieron con los kits de ensayo enzimético colorimétrico de Wako.

En los ratones SIRT1”, un HDL en plasma anormalmente bajo (Ejemplo 1) se asocié a un aumento en la
acumulacién de colesterol en dos tejidos para los que el HDL es importante como fuente de colesterol exogeno: los
testiculos, que usan el colesterol HDL como almacén de esteroles y para ester0|dogene3|s y es el érgano que
presenta los mayores niveles relativos de proteina SIRT1 2627 , 'y el higado, que desempeiia un papel central en la
homeostasis de colesterol y HDL i (Figura 1 f, n=8; ***, p<0, 01)

El descenso en el colesterol HDL en plasma y el aumento de la acumulacién de colesterol en tejido en el higado y en
los testiculos en ratones SIRT1” podria producirse debido a un incremento de la captacion de colesterol de
lipoproteina o a una disminucion del eflujo de colesterol celular (exportacién) a lipoproteinas. EI aumento en el
colesterol de tejido también podria deberse a un aumento en la sintesis local de colesterol. Sin embargo, en el
higado y en los testiculos observamos esencialmente niveles normales de ARNm para el gen regulado por colesterol
altamente sensible que codifica la enzima de control de velocidad de la biosintesis de colesterol, HMG-CoA
reductasa (datos no mostrados). Asimismo, no hubo incrementos aparentes en estos tejidos de los niveles de
protelna del principal receptor de HDL SR-BI (datos no mostrados) que media en la captacion celular de colesterol
HDL %, ni incrementos en las velocidades de captacién de lipidos de HDL en fibroblastos embrionarios de ratones
SIRT1” (MEFs, datos no mostrados). Ademas, se produjeron disminuciones sustanciales, mas que aumentos, en los
niveles de ARNm en testiculo e higado de otros dos receptores de lipoproteina principales, el receptor de LDL
(LDLR) y el receptor LRP de VLDL/quilomicron (datos no mostrados). Debido a que ni el aumento de la sintesis de
colesterol nuevo ni la importaciéon mediada por receptor parecen ser responsables de los aumentos de colesterol en
tejido y de los descensos de colesterol en plasma en ratones SIRT1, parece probable que la reduccion del eflujo de
colesterol celular podria justificar estas observaciones.

Ejemplo 3. Eflujo de colesterol a partir de células naturales y de SIRT1"

El transporte de colesterol inverso es el proceso mediante el cual el exceso de colesterol en los tejidos periféricos es
transportado hasta el higado para su eliminacion del cuerpo 031 La primera etapa de este proceso es el eflujo de
colesterol desde las células a lipoproteinas, en particular HDL. Varlas proteinas de transporte de colesterol de la
superficie celular pueden mediar en el eflujo de colesterol, incluyendo SR-BI 3235 ABCG1 % y la mejor
caracterizada de todas, el transportador de casete de union de ATP (ABC) denomlnado ABCA1, que transfiere el
colesterol no esterlflcado y los fosfolipidos a apolipoproteinas pobres en lipidos (principalmente apoA-I) para formar
particulas de HDL 3°3%* Para evaluar los efectos de la SIRT1 en este proceso, se midié el eflujo de colesterol
mediado por apoA-l en dos sistemas celulares cultivados distintos, en los que las células fueron marcadas con [ H]o
colesterol y se monitorizo el eflujo de colesterol marcado a apoA-I en el medio extracelular.

Para los MEFs, el ensayo de eflujo de colesterol se llevé a cabo tal como se ha descrito 72, con modlflcamones Se
llevaron a placa MEFs primarios de SIRT1” y de companferos de camada de control SIRT1++ 0 SIRT1" en placas
de 12 pocillos con una confluencia del 50%, y se cultivaron durante una noche. A continuacion, las células fueron
transferidas a RPMI 1640/0,2% de albumina de suero bovino (BSA) durante 24 h y se cargd el colesterol mediante
incubacion con 50 pg/mL de LDL y 1 uCi/mL de [*H]-colesterol (NEN Life Science Products, Boston, Ma) durante
otras 24 h. Las células fueron lavadas con PBS, equilibradas durante 4 h en RPMI 1640/0,2% de BSA, y a
continuacion incubadas en RPMI 1640/0,2% de BSA con o sin 15 pyg/mL de apoAl durante 24 h. A continuacion se
recolectd el medio y las células fueron lisadas con NaOH 0,2 N. Se midi6 la radioactividad recuperada en el medio y
los lisatos celulares, y se calculé el eflujo de colesterol mediado por apo-Al como el porcentaje de radioactividad
recuperado en el medio respecto a la radioactividad total y restando el eflujo no especifico en medio I|bre de apoAl.
Los ensayos de eﬂUjO de colesterol se llevaron a cabo por duplicado con 7 pares de MEFs SIRT1” y de control
SIRT1"* 0 SIRT1"" procedentes de 3 camadas.

Usando MEFs primarios, se incubaron células de control naturales y células SIRTT” cargadas con [3H]-colesterol en
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medio RPMI 1640 con o sin 15 pg/mL de apoAl. Los niveles de [3H]-colesterol en las células y el medio de cultivo se
midieron 24 h después y se calcul6 el eflujo de colesterol mediado por apoAl. La Figura 1g (panel izquierdo) muestra
que el eflujo procedente de MEFs primarios de SIRT1"* de control (barra rellena) fue casi tres veces superior al de
los MEFs de SIRT1” (barra hueca) (n=7; ****, p<0,001).

Para las células THP-1 de linea celular monocitica humana, las células fueron tratadas con nicotinamida 10 mM en
RPMI 1640/FBS al 10% durante 48 h, a continuacion se cargd colesterol con 50 pg/mL de LDL y 1 uCi/mL de [3H][
colesterol en medio RPMI 1640/FBS al 1%/BSA al 0,2% durante 24 h. Las células fueron lavadas con PBS e
incubadas en RPMI 1640/BSA al 0,2% con o sin 15 ug/mL de apoAl durante 24 h. El medio y las células fueron
separados entonces y las células fueron lisadas con NaOH 0,2 N. La radioactividad recuperada en el medio y los
lisatos celulares fueron medidos y se calculd el eflujo de colesterol mediado por apoAl tal como se ha descrito
anteriormente.

El tratamiento de TBP-1 con el inhibidor de SIRT1 de nicotinamida (Nico) *° también suprimio el eflujo de [*H]C
colesterol aproximadamente a una tercera parte (Figura 1g, panel derecho). El experimento se llevd a cabo por
triplicado y se repitié dos veces (p<0,01). Por tanto, la pérdida de SIRT1 en MEFs y la inhibicién de la actividad de
SIRT1 en monocitos reducen el eflujo de colesterol mediado por apoAl. Estos resultados confirman la posibilidad de
que una disminucion del eflujo de colesterol podria conducir a un menor nivel de colesterol HDL en plasma y a un
aumento del colesterol en tejido en ratones SIRT1”.

Ejemplo 4. Niveles de ARNm de ABCA1 en tejidos naturales y sin SIRT1

Para examinar si un menor eflujo de colesterol podria producir un nivel reducido de colesterol HDL en plasma y un
aumento del colesterol en tejido en ratones SIRT1”, se compararon los niveles ARNm de ABCA1 en el higado,
testiculos y ovarios.

Se aislé ARN total procedente de higados, testiculos, macréfagos peritoneales estimulados con tioglicolato y ovarios
de ratén empleando un mini-kit Qiagen RNeasy (Qiagen Inc., Calencia, Ca.). Para el anélisis PCR en tiempo real, se
sintetizd ADNc mediante transcriptasa inversa SuperScript Il (Invitrogen, Carlsbad, Ca) con cebadores aleatorios. El
ADNCc resultante se sometié a continuaciéon a analisis PCR con cebadores especificos de gen en presencia de
Cybergreen (Qiagen Inc., Calencia, Ca.). Se obtuvo la abundancia relativa de ARNm mediante normalizacién a
niveles de ciclofilina. Para la hibridaciéon northern, se separ6 ARN (10 upg/banda) sobre geles de formaldehidol
agarosa (1,0%), se transfiri6 a membranas GeneScreen Plus (NEN Life Science Products, Boston, Ma.), y se hibrido
de acuerdo con procedimientos estandarizados. Los niveles de ARNm de ABCA1 fueron cuantificados mediante un
generador de fosfoimagenes y se normalizaron respecto a los correspondientes niveles de actina.

La expresiéon de ARNm de ABCA1 se redujo en un 40-50% en ratones SIRT1” en los tres tejidos evaluados, en
comparaciéon con el tipo natural (Figura 2a). En consistencia con la idea de que dicha reduccion podria haber
contribuido a los niveles reducidos de HDL en plasma, en ratones heterocigotos ABCA1”, el colesterol HDL se
reduce hasta ~60% de los controles de ABCA1"* *¢, similar a la reduccion en ratones SIRT1”".

Ejemplo 5. Actividad del promotor ABCAA1.

La transcripcion de ABCA1 se induce aumentando el colesterol celular, y los factores transcripcionales de receptor
nuclear LXR media en dicha respuesta 4749 | os heterodimeros de LXR/receptor X retinoide (RXR) son activados por
oxisteroles *° y desempefian papeles clave en la regulacion de la homeostasis global del organismo, la biosintesis de
lipidos, la respuesta inflamatoria, el metabolismo de carbohidratos y la obesidad *. Para determinar si los efectos de
SIRT1 en la expresion de ABCA1 estdn mediados por LXRs, se generaron construcciones indicadoras en las que la
expresion del gen de luciferasa de luciérnaga estaba dirigida por el promotor ABCA1 de ratéon o por un promotor
mutante de control en el que una eliminacion de ocho nucledtidos eliminé el elemento de respuesta de LXR (LXRE).
Estudios previos han demostrado que una combinacion de 22(R)-hidroxicolesterol (22(R)-HC, un agonista de LXR) y
acido 9-2:7is retinoico (9-cisRA, un agonista de RXR) estimula de forma drastica la actividad del LXRE en el promotor
ABCA1 ™.

El plasmido indicador de luciferasa pGL3-ABCA1 fue creado insertando desde -847 a +244 de la regién de promotor
ABCA1 en posiciones Kpnl-Xhol del vector pGL3 (Promega, Madison, Wi). EI pGL3-ABCA1-LXRE, la versién
mutante de LXRE del pGL3-ABCAA1, fue creado eliminando el LXRE del promotor natural de ABCA1 de ratén.

Para el ensayo de luciferasa, se transfectaron células MEFIs o HEK293T colocadas en placas de 24 pocillos con 100
ng de pGL3-ABCA1 o de pGL3-ABCA1-LXRE, y con 10 ng de pRL-TK (luciferasa Renilla, Promega). Las células
transfectadas con vectores indicadores de luciferasa naturales (WT, del inglés “wildtype”) o dirigidos por promotor
ABCA1 de raton mutante de LXRE (-LXRE) fueron tratadas con Trichostatina A 1 uM (TSA), un inhibidor de
desacetilasas de clase | y Il, o con nicotinamida (Nico) 10 mM, o con las dos, nicotinamida 10 mM + TSA 1 uM. Las
células transfectadas con el vector mutante de LXRE fueron incubadas en DMEM con FBS al 10% en ausencia
(barras sdlidas) o en presencia (barras huecas) de 22(R)-HC 10 uM y de 9-cisRA 1 uM (Figura 2b). Entonces se
midio la actividad de luciferasa usando el Sistema de Ensayo Indicador de Luciferasa-Dual (Promega) 6 6 24 horas
después. La actividad GL (luciferasa de luciérnaga) final se normalizé respecto a la actividad de RL (luciferasa
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Renilla) co-expresada. Los experimentos se llevaron a cabo por duplicado y se repitieron 3 veces.

Las construcciones indicadoras naturales y mutantes fueron expresadas en células HEK293T (Figura 2b, WT (panel
izquierdo) o -LXRE (panel derecho)). La expresion de luciferasa del tipo natural fue estimulada 8 veces por encima
de su valor normal mediante tratamiento con 22(R)-HC + 9-cisRA (Figura 2b, panel izquierdo). Ademas, esta
expresion inducida fue inhibida un 50% por el inhibidor de nicotinamida, que inhibe desacetilasas de clase m tales
como la SIRT1 (a), pero no fue inhibida por TSA. Las construcciones que carecen de LXRE no produjeron respuesta
al agonista de LXR y mostraron una actividad basal baja (Figura 2b, panel derecho). En conjunto, estos
descubrimientos sugieren que la SIRT1, y no otras clases de desacetilasas, modula la actividad de LXR en el
promotor ABCA1, y lo hace, de forma interesante, como un modulador positivo.

Adicionalmente, se observa que el sistema usado en estos experimentos aporta un método para determinar la
modulacién de procesos dependientes de LXR por una sustancia candidata.

Ejemplo 6. Efecto de la actividad de SIRT1 sobre el promotor ABCA1.

Para determinar directamente la influencia de SIRT1 sobre el promotor ABCA1, estas construcciones indicadoras de
promotor fueron introducidas en MEFs de SIRT1"* y SIRT1” inmortalizados que fueron o no infectados con el vector
pBabe-mT1 para expresar proteina SIRT1 (Figura 2c). Se generaron MEFs SIRT1™* y SIRT1" y se infectaron con
pBabe-SIRT1 (+) o con un vector pBabe de control (-), tal como se describe en el Ejemplo 3.

La insercion de la Figura 2c, panel derecho, muestra los resultados de inmuno-tinciéon de los niveles de expresion de
SIRT1 en estas cuatro lineas celulares; se usé tubulina como control de carga. La expresion de SIRT1 a partir de
este vector fue ligeramente inferior a la SIRT1 endégena en MEFs SIRT™.

A continuacion los MEFs fueron transfectados con vectores indicadores de luciferasa dirigidos por promotor natural
(WT) o dirigidos por promotor ABCA1 de ratén mutantes de LXRE (-LXRE) en ausencia (barra rellena) o en
presencia (barra hueca) de 22(R)-HC 10 uM y 9-cisRA 1 uM. Se midieron las actividades de luciferasa después de
24 h. Todas las células con el promotor natural exhibieron una marcada estimulacion de la expresién de luciferasa
cuando se trataron con los activadores de LXR/RXR (Figura 2c, panel izquierdo), mientras que la baja actividad
basal en las células con el indicador mutante (-LXRE) de control no se vio estimulada por dichos activadores (Figura
2c, panel derecho). De forma mas importante, la actividad dependiente de LXRE de la construccién de promotor
natural fue un 40% inferior (p<0,02) en las células que eran deficientes en SIRT1 (MEFs S/RT1'/') que en las células
que eran SIRT1"*, o fueron reconstruidas con SIRT1 (pBabe-T1). Estos descubrimientos confirman el modelo de
que la SIRT1 estimula el promotor ABCA1 via LXR/RXR actuando en el LXRE.

El sistema experimental de este Ejemplo proporciona un método para determinar el efecto modulador de una
sustancia candidata sobre el efecto dependiente de SIRT1 de los LXRs.

Ejemplo 7. Interacciéon de SIRT1 con el LXRE de promotor ABCAA1.

Para determinar si la SIRT1 se une directamente al LXRE en el promotor ABCA1, usamos el ensayo de
inmunoprecipitacion de cromatina (ChlP, del inglés “chromatin immunoprecipitation”) y probamos con diferentes
cebadores para el promotor ABCA1 murino.

El analisis ChlIP se llevé a cabo tal como se ha descrito 76, con modificaciones. En resumen, las células fueron

reticuladas en paraformaldehido al 1% en medio de cultivo durante 15 minutos a temperatura ambiente y el
reticulado se detuvo con glicina 0,125 M. A continuacion las células fueron cosechadas en tampén HEPES (HEPES-
NaOH 50 mM, pH 7,9, NaCl 140 mM, EDTA 1 mM, glicerol al 10%, NP40 al 0,5%, Triton X-100 al 0,25%, y mezcla
inhibidora de proteasa CompleteTM (Roche, Indianapolis, In.)), y los nucleos se purificaron. Los nucleos purificados
fueron re-suspendidos en tampoén TE (Tris-HCI 10 mM, pH 8,0, EDTA 1 mM, y mezcla inhibidora de proteasa
Complete™), y sometidos a ultrasonidos sobre hielo hasta una longitud promedio de 1 kb. Los sobrenadantes
sometidos a ultrasonidos fueron diluidos con tampén IP (Tris-HCI 10 mM, pH 8,0, EDTA 1 mM, glicerol al 10%, Triton
X-100 al 1%, Na-Desoxicolato al 0,1%, y mezcla inhibidora de proteasa CompleteTM), se pre-limpiaron dos veces con
particulas de proteina A. Las muestras de cromatina pre-limpiadas fueron entonces incubadas con anticuerpos
policlonales de conejo anti-SIRT1 (Upstate, Charlottesville, Va) durante una noche a 4°C, y los complejos inmunes
fueron recuperados afiadiendo particulas de proteina A durante 2 h. Los inmunoprecipitados recuperados fueron
lavados entonces dos veces con tampén IP, dos veces con tampén IP con NaCl 500 mM, y dos veces con tampdn
RIPA (Tris-HCI 10 mM, pH 8,0, EDTA 1 mM, NaCl 250 mM, NP40 al 0,5%, Na-desoxicolato al 0,5%, y mezcla
inhibidora de proteasa CompleteTM). A continuacion se eluyeron las cromatinas de los inmunoprecipitados con
10xTE/SDS al 1% a 65°C durante 15 minutos. Las cromatinas eluidas fueron incubadas a 65°C durante al menos 6 h
hasta obtener el reticulado inverso, se trataron con proteinasa Ky con RNasa A, y se extrajeron con fenol/cloroformo
y con cloroformo. Los fragmentos de ADN finales fueron recuperados mediante precipitacion de
LiCl/glicogeno/etanol y las particulas fueron re-suspendidas en agua y analizadas mediante PCR.

Para el LXRE de promotor ABCA1 de ratén, la reaccion PCR se llevé a cabo usando los cebadores
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5-GCTTTCTGCTGAGTGACTGAACTAC-3' (SEC ID N°: 13); y
5-GAATTACTGCTTTTTGCCGCG-3' (SEC ID N°: 14).

Como control negativo del anterior ensayo ChlP, también se amplificé un fragmento de 6,2 kb localizado por encima
del LXRE en el promotor ABCA1 con los cebadores

5-GCAGCCCAACTCTTCAGAAC-3' (SEC ID N°: 15); y
5'TCCCCTTTGTCTTTGTGGAC-3' (SEC ID N°: 16).

Para el LXRE de promotor humano, la reaccion PCR se llevé a cabo usando los cebadores
5-GCTTTCTGCTGAGTGACTGAACTAC-3' (SEC ID N°: 17); y
5'-TGCGTCTCTTTCTCCTACCC-3' (SEC ID N°: 18).

Un fragmento de 7,5 kb situado por encima del LXRE fue amplificado con los cebadores
5-AGGCAGGTGGATCATTTGAG-3' (SEC ID N°: 19); y
5'-CCAAACATCTGGGCTTCTGT-3' (SEC ID N°: 20)

como control negativo. El experimento se llevd a cabo al menos tres veces, y se muestran los datos representativos.

La Figura 2d superior muestra los resultados de probar con sondas de LXRE- o de PCR especificas de la parte
superior antes (Entrada) o después (aSIRT1) de inmunoprecipitacion con anticuerpos de SIRT1. Se observa en el
tratamiento experimental (aSIRT1) el tratamiento con anticuerpos precipité fragmentos de cromatina que contenian
el LXRE procedente de MEFs de SIRT1"* (banda izquierda, imagen superior que muestra una banda gris oscura),
pero de controles de MEF de SIRT1” (banda derecha, imagen superior en negro sélido), y no precipité fragmentos
que contenian ADN de 6,2 kb por encima del LXRE de ninguna linea celular (imagen inferior, ambas bandas, en
negro solido). Se obtuvieron resultados similares en células HEK293T humanas (Figura 2d, parte inferior) y THP-1
(datos no mostrados) transfectadas con un vector para expresar SIRT1 humana marcada con el epitopo FLAG o un
vector de control negativo, y precipitadas con un anticuerpo anti-FLAG. Por tanto, la SIRT1 se une al promotor
ABCA1 en proximidad al LXRE.

Ejemplo 8. Interacciéon de SIRT1 con LXRa y LXRB

La SIRT1 no se une directamente a ADN %, asi que su presencia en el promotor ABCA1 requiere la unién a
proteinas asociadas a ADN, tales como los LXRs. Existen dos miembros de la familia de factor transcripcional LXR,
el LXRa y el LXRpB %052 | g expresion de LXRa es especifica de tejido, mientras que la de LXRB es ubicua. Para
determinar si habia asociacion entre SIRT1 y LXRs mediante co-inmunoprecipitacion, se clonaron ADNs murinos de
LXRa y LXRB en vectores de expresion marcados con HA. A continuacion se transfecto el vector de expresion de
SIRT1 pBabe-SIRT1 en células HEK293T con o sin los vectores para los LXRs marcados con HA.

En este Ejemplo, se examind la posible interaccién entre SIRT1 y LXRa y LXRB. Se crearon plasmidos que expresan
LXRa y LXRB marcados con HA en el NH, terminal (HA-LXRa y HA-LXR) mediante clonacion del ADNc de LXRa o
de LXRf de raton de longitud completa por debajo de (en el mismo marco) un epitopo de HA en un vector pcDNA3
NHA modificado. Células HEK293T que sobre-expresan SIRT1 de raton (MmSIRT1) y HA-LXRa, o MmSIRT1 y HA
LXRB, fueron cosechadas en tampdén NP40 (Tris-HCI 10 mM, pH 8,0, NaCl 150 mM, NP40 al 0,5% y mezcla
inhibidora de proteasa CompleteTM) y lisadas haciéndolas pasar 10 veces a través de una aguja de jeringa del 18.
Tras hacerlas girar a 4 °C durante 1 h, los lisatos fueron sometidos a centrifugacién a 16.000 x g durante 15 minutos.
El sobrenadante resultante fue diluido entonces en tampdn NP40 con BSA al 1% y se inicié la inmunoprecipitacion
afiadiendo 3 pg de anticuerpos monoclonales anti-HA (Santa Cruz Biotechnology). A continuaciéon la mezcla se
incubd con agitacion a 4° C durante 2 h durante una noche. Los complejos inmunes fueron recuperados afiadiendo
particulas de proteina A durante otra hora adicional y los inmunoprecipitados fueron lavados cinco veces con 1 mL
de tampon NP40. Los lisatos totales y las correspondientes muestras de inmuno-precipitacion fueron separadas
entonces mediante SDS-PAGE y fueron inmuno-tefiidas con anticuerpos policlonales anti-SIRT1 y anticuerpos antil]
myc o anti-HA.

Los anticuerpos anti-LXRa monoclonales de ratén procedian de R&D system y los anticuerpos anti-LXRa/
policlonales de cabra eran de Santa Cruz Biotechnology. Células humanas HEK293T que expresaban las proteinas
indicadas fueron lisadas e inmunoprecipitadas (IP) con anticuerpos monoclonales anti-HA tal como se ha descrito
antes (Figura 2e). Los lisatos totales (bandas 1-4) y las muestras anti-HA de inmuno-precipitacion (bandas 5-8)
fueron separadas a continuacion mediante SDS-PAGE y probadas con anticuerpos policlonales anti-SIRT1
(imagenes de la parte superior) y con anticuerpos anti-HA-LXRa (panel superior) o anti-HA-LXR (panel inferior). Tal
como se muestra en la Figura 2e, la proteina SIRT1 murina transfectada (mT1) fue precipitada en cruzado por los
anticuerpos anti-HA solamente cuando LXRa o LXRp era co-expresado en las células (banda 8, paneles superior e
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inferior). EI HA-LXR también co-precipitd la proteina SIRT1 humana enddgena (hT1), que exhibié una movilidad
ligeramente menor en los geles. Por tanto, la unién directa o indirecta de SIRT1 a LXR es probablemente la
responsable de la asociacion de SIRT1 con el LXRE del promotor ABCA1 en células intactas.

Ademas, el experimento de inmunoprecipitacion descrito en este Ejemplo proporciona un ensayo sensible para
determinar la capacidad de una sustancia de ensayo para modular la interaccién de SIRT1 con LXRa o con LXR}.

Ejemplo 9. El LXR se dirige a ARNms en higados de ratones SIRT1".

La interaccion entre LXRs y SIRT1 hace surgir la posibilidad de que una pérdida de funcién de la SIRT1 pudiera
afectar negativamente a la homeostasis de lipidos mediada por LXR en respuesta al colesterol de dieta. Para probar
esta hipotesis, se analizaron los nlveles de ARNms de una serie de genes diana de LXR, que incluyen el ABCA1, en
los higados de ratones SIRT1” (Figura 3a), usando ARN total procedente de higados de animales de control
naturales (barras rellenas) y animales S/RT1/ (barras huecas). Los andlisis se llevaron a cabo mediante PCR en
tiempo real. Incluso aunque los niveles de ARNm de LXR fueron normales en higados de SIRT1”, muchas dianas
de LXR, tales como SREBP1, ABCA1, ABCG1, ABCG5 y LDLR, disminuyeron en comparacion con Ios controles de
SIRT1+/+ (n=3, *, p<0,05). Los niveles de ARNm de genes de control conocidos por no ser dianas de LXR **** no se
vieron alterados significativamente en ratones SIRT1”

Ejemplo 10. Niveles relativos de metabolitos en higados de ratones tratados con el agonista de LXR
T0901317.

Para profundizar en el conocimiento del efecto de SIRT1 sobre la funcion de LXR in vivo, se analizaron animales
naturales y SIRT1” para determinar su respuesta a una administracion oral de 8 dias del agonlsta de LXR T0901317
(N-(2,2,2-trifluoro-etil)-N-[4-(2,2,2-trifluoro-1-hidroxi-1-trifluorometil-etil)-fenil]- bencenosulfonamlda)

T0901317 : CF,
OH

O CF
O\\ I 3

o

Para detectar proteinas ABCA1 en tejidos de raton, se homogeneizaron higados de SIRT1+/+ o de SIRT1-/- en
tampon RIPA. A continuacion se mezclaron extractos de higado con tampén de muestra de SDS y se
desnaturalizaron a 37 °C durante 20 minutos para prevenir la agregacion de ABCA1 a alta temperatura. A
continuacion las muestras fueron resueltas en SDS-PAGE al 7,5% vy tefiidas con anticuerpos policlonales anti’]
ABCA1 (anticuerpos R80, obsequio de los Drs. M. Fitzgerald y M. Freeman).

Ratones macho SIRT1” y de control de 2-6 meses de edad fueron alimentados con T0901317 (10 mg/kg) mediante
administracion oral, se recolectd plasma antes y después de la alimentacion para realizar analisis de lipidos en
plasma. Los tejidos fueron recolectados después de la alimentacion para realizar analisis adicionales. EI ARN total
de higado de animales naturales sin alimentar (barra rellena negra) o alimentados con 10 mg/kg de T0901317 (barra
a rayas negras) y ratones SIRT” sin (barra hueca) o con T0901317 (barra a rayas grises) fue analizado mediante
PCR a tiempo real. La alimentacion con T0901317 de animales naturales indujo significativamente la expresién de
varias dianas de LXR: SREBP-1 ¢, LPL y ABCA1 a nivel de ARN (Figura 3b) (n=4, **, p<0,05). Sin embargo, la
induccion de estas dianas en ratones SIRT1” fue nula. Se obtuvieron los lisatos de protelna totales procedentes de
higados de los ratones indicados y se analizaron para determinar los niveles de proteina ABCA1 mediante
inmunotincién (Figura 3c). (Tal como se ha indicado previamente, las proteinas ABCA1 comprenden multiples
bandas mediante tincion western 8)

Los resultados en plasma de la Figura 3, paneles d, e y f representan los mismos ratones antes y después de una
administracion de 8 dias de T0901317. Los resultados de higados de la Figura 3, panel d, comparan compafieros de
camada con o sin T0901317, y antes en la Figura 3, b (Ejemplo 9) y ¢ (este Ejemplo). Se analizaron los triglicéridos
en plasma (Figura 3 d, panel izquierdo) e higado (Figura 3 d, panel derecho) de ratones naturales sin (barra rellena
negra) o con T0901317 (barra a rayas izquierda) y de animales SIRT1” sin (barra hueca) o con T0901317 (barra a
rayas derecha). Se observo una reduccién en la respuesta de animales SIRT1” frente a la induccion debida a
T0901317 agonista de LXR ** de la acumulacion de triglicéridos en plasma e higado (Figura 3d; n=5, ***, p<0,001).
También se observaron niveles inferiores de colesterol en plasma en los ratones tratados (Figura 3e; n=5, ****
p<0,02) especialmente en el tamafio de las particulas de HDL, determinado mediante ensayos de colesterol de
fracciones de lipoproteina FPLC (Figura 3f; n=5)). Debido a que el T0901317 da como resultado una elevacion de
los triglicéridos en plasma y en higado a través de la induccién de SREBP- 1¢ %, los bajos niveles de ARN-m de
SREBP1-c en ratones SIRT1” (Figura 3a) pueden explicar la reduccion de trlgllcerldos inducida por T0901317. Por
tanto, el efecto de SIRT1 sobre el promotor ABCA1 en ensayos indicadores no fue sélo dependiente sobre el LXR,
sino que las funciones de LXR y su agonista in vivo también fueron dependientes de SIRT1.
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Ejemplo 11. Efecto de SIRT1 sobre la expresion de proteina LXR.

La SIRT1 interactia directamente y desacetila muchas proteinas diana, tales como histonas 12, p53 15-17, factores
transcripcionales FOXO 18, 19 y PGC-1a 23, 24. La desacetilacion de estas dianas por SIRT1 reprime (p53 y FOXO
en algunos promotores) o activa (PGC-1a y FOXO en otros promotores) sus actividades transcripcionales. Para
investigar como la SIRT1 regula positivamente el LXR, se determinaron primero los niveles de proteina LXR
endogena en los higados de ratones SIRT1+/+ y SIRT1-/-. Sorprendentemente, los niveles de proteina LXR
aumentaron drasticamente en animales SIRT1-/- (Figura 4a), incluso aunque la capacidad de la LXR para activar
dianas se redujo en comparacion con el tipo natural (Ejemplo 9; Figura 3a).

Se transfectaron células HEK293T que expresan HA-LXRP dirigido por un promotor CMV exdgeno con vector
pSuper, o con una construccion pSuper-SIRT1 RNAIi. Las células fueron cosechadas 3 dias después de la
transfeccion y los niveles de HA-LXR y SIRT1 fueron analizados mediante analisis de transferencia western usando
anticuerpos de HA y SIRT1. Se descubrié que el abatimiento de la expresion de SIRT1 mediado por RNAI (Figura
4b, bandas 3 y 4) y la inhibicion de la actividad de SIRT1 por nicotinamida —pero no la inhibicion de otras
desacetilasas por TSA- (Figura 4c) dieron como resultado niveles elevados de proteina HA-LXR. Puesto que no se
produjo una reduccién detectable de ARNm de LXR en los ratones SIRT1-/- (Figura 3a), la SIRT1 regula los niveles
de proteina LXR post-transcripcionalmente.

Se trataron células HEK293T que expresan HA-LXRB con medio de control (Figura 3c, banda 1) o con medio con
TSA 1 uM (banda 2), nicotinamida 10 mM (banda 3), MG132 25 yM (carbobenciloxi-Leu-Leu-Leu-al, un inhibidor de
proteasa) (banda 4), o nicotinamida 10 mM mas MG132 25 uM (banda 5) durante 6 horas. A continuacion las células
fueron cosechadas y se analizaron los niveles de HA-LXRB y SIRT1 mediante andlisis de transferencia western
usando anticuerpos de HA (imagenes de la parte superior) y SIRT1 (imagenes del medio). La inhibicién de la
actividad de SIRT1 por nicotinamida (banda 3) —pero no la inhibicién de otras desacetilasas por TSA (banda 2)- dio
como resultado niveles elevados de proteina HA-LXRB (imagenes de la parte superior). Puesto que no se produjo
una reduccion detectable del ARNm de LXR en ratones SIRT1-/- (véase el Ejemplo 9, Figura 3a), la SIRT1 regula los
niveles de proteina LXR post-transcripcionalmente. Se cree que la inhibicion de la actividad de SIRT1 por
nicotinamida aumenta los niveles de proteina LXR interfiriendo con la degradacién de LXR mediada por proteasoma.

A continuacién se examiné la base del descubrimiento de que la actividad de LXR esta relacionada inversamente
con los niveles de proteina. Puesto que la acetilacién de residuos de lisina puede bloquear la ubiquitinacion y la
SIRT1 es una desacetilasa, la pérdida de actividad de SIRT1 podria estabilizar proteinas LXR aumentando el nivel
de estado estacionario de la acetilacion de LXR, inhibiendo de este modo el mecanismo de degradacion de
ubiquitina/proteasoma. Si esto fuera cierto, la inhibicién de la actividad de proteasoma por MG132 deberia
incrementar los niveles de estado estacionario de LXR cuando la SIRT1 esta activa, pero no cuando la SIRT1 esta
inhibida por nicotinamida. De hecho esto se observé en células HEK293T que expresan LXRB marcado con HA
(Figura 4c, banda 4 frente a banda 5)).

Las células HEK293T fueron co-transfectadas con construcciones que expresan un vector pBabe vacio, HA-LXR,
pBabe-SIRT1 y pBabe-hSIRT1HY (un mutante de SIRT1 de desacetilasa inactiva (véase Vaziri y col., 2001)). 40 h
después, las células fueron incubadas con MG132 25uM durante 1 h y se recolectaron. A continuacion se
inmunoprecipitd la HA-LXRB usando anticuerpos de HA seguido de un anadlisis de transferencia western usando
anticuerpos de ubiquitina, HA y SIRT1. Los resultados muestran que la expresion de un transgén de SIRT1 activo
(hSIRT1), pero no la del mutante inactivo hSIRT1HY, aument6 la cantidad de LXR conjugada a ubiquitina en células
HEK293T transfectadas (Figura 4d, banda 3 frente a banda 4).

Ejemplo 12. Acetilacion de LXR in vivo.

Para detectar la acetilacion de LXR y la desacetilacion de LXR por SIRT1 in vivo, células HEK293T co-transfectadas
con HA-LXR, y con pBabe, pBabe-HsSIRT1 o pBabe-HsSIRT1H355Y, fueron cultivadas en un medio que contenia
[3H]acetato de sodio, tal como se ha descrito " con modificaciones. En resumen, 40 h después de la transfeccion, se
afadieron al cultivo 2 mCi/mL de [*H]Jacetato de sodio, el inhibidor de proteasoma MG132 (25 uM), 22(R)-HC (10
UM) y 9-cis-RA (1 puM) al cultivo durante 1 h. A continuacion las células fueron lavadas dos veces con disolucion
salina tamponada con fosfato y lisadas en tampdon NP40. El lisato se centrifugé a 16.000 x g durante 15 minutos a
4°C. Entonces se inmunoprecipitd HA-LXRB con anticuerpo anti-HA y se separé mediante SDS-PAGE. Los geles
que contenian HA-LXRB marcada con [3H]acetato primero fueron tefiidos con Azul Brillante de Coomassie y a
continuacién fueron potenciados mediante impregnacion con una disolucidon potenciadora de fluorografia comercial
(Amplify, Amersham Biosciences) durante 30 minutos. Los geles secados se sometieron a autoradiografia a -70°C
durante 3-7 dias. Las mismas muestras también fueron inmuno-tratadas con anticuerpos anti-SIRT1.

Los resultados se muestran en la Figura 4e. La HA-LXRp fue desacetilada en condiciones normales de cultivo
(banda 1). Ademas, la activacién de LXRB mediante tratamiento con 22(R)-HC + 9-cisRA estimul6 la desacetilacion
(y/o posiblemente inhibid la acetilaciéon; banda 2). Parece probable que la SIRT1 sea responsable, al menos en
parte, de la desacetilacion de LXR, porque, tal como se muestra en la Figura 4f, los niveles de HA-LXRB marcada
con [3H]acetato fueron sustancialmente menores en las células que expresan hSIRT1 (pBabe-hSIRT1; banda 2), que
en las células de control transfectadas con un vector vacio (pBabe; banda 1) o con uno que codifica una SIRT1
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enzimaticamente inactiva (pBabe-hSIRT1HY; banda 3). Estos descubrimientos sugieren que la desacetilacion de
LXRB por SIRT1 facilita su frecuencia de recambio y aumenta su actividad.

Ejemplo 13. Efecto de la inhibicion de SIRT1 o de la degradacion de LXR mediada por proteasoma sobre la
actividad de transcripcion de LXR en el promotor ABCA1.

Células HEK293T transfectadas con vectores indicadores de luciferasa dirigidos por promotor ABCA1 de ratéon
natural (WT; Figura 4g, panel izquierdo) o mutante LXRE (-LXRE; Figura 4g, panel derecho) fueron tratadas con
nicotinamida (Nico) 10 mM, MG132 25 pM o ambas nicotinamida 10 mM + MG132 25 pM, en ausencia (barras
soélidas) o en presencia (barras abiertas) de 22(R)-HC 10 uM y 9-cisRA 1 uM durante 6 h. Se midieron las
actividades de luciferasa y se normalizaron como en el Ejemplo 5.

Se descubrié que la nicotinamida cortada la induccién del indicador de luciferasa dirigida por el promotor ABCA1 de
forma significativa (Figura 4, panel izquierdo). Ademas, el inhibidor de proteasoma MG132 inhibié el indicador en la
misma extensién que la nicotinamida, y la combinacion de nicotinamida y MG132 no dio como resultado ninguna
inhibicion adicional. El indicador de control que carecia de LXRE mostré una actividad basal que no se vio alterada
por la nicotinamida o el MG132 (Figura 4g, panel derecho). Estos descubrimientos sugieren que la desacetilacion de
LXRB por SIRT1 y su posterior ubiquitinacion y degradacién por la proteasoma ayudan a activar el promotor ABCA1,
tal como se discute a continuacion.

Estos Ejemplos demuestran que la SIRT1 regula de forma positiva factores de transcripcion de LXR, y por tanto
desempefia un papel importante en la regulacion de la homeostasis de colesterol. La LXR y la SIRT1 activan la
transcripcion del gen que codifica el transportador de ABCA1, que media en el transporte inverso de colesterol y en
la sintesis de HDL. Estos descubrimientos pueden ser directamente relevantes para la medicina humana, ya que
estudios genéticos y epidemioldgicos indican que los niveles de HDL en plasma estan inversamente relacionados al
riesgo de enfermedades cardiovasculares®® y posiblemente a la enfermedad de Alzheimer®®. El transporte de
colesterol inverso mediado por HDL puede proteger contra la aterosclerosis eliminando el exceso de colesterol de
las células arterialesss'sey g)roteger contra la enfermedad de Alzheimer disminuyendo la formacion de balsa rica en
colesterol en el cerebro®”*®. Mediante la activacion de LXR, la SIRT1 puede disminuir el riesgo de envejecimiento
asociado a la aterosclerosis y posiblemente a la enfermedad de Alzheimer.

Las interacciones fisicas y funcionales entre SIRT1 y LXRs sugieren que la SIRT1 ejerce al menos parte de sus
efectos in vivo mediante la modulacion de los LXRs. De hecho, los ratones deficientes en SIRT1 comparten muchos
defectos metabolicos con los ratones deficientes en LXR53’54’63, tales como una disminucidon en los niveles de
colesterol HDL (Figura 1) y triglicéridos (Figura 3d). Ademas, la PEPCK, la enzima limitante de la velocidad en la
gluconeogénesis que puede ser reprimida por un agonista de LXR hepético“, es inducida en ratones SIRT1-/-"°.
Recientemente se ha demostrado que la expresion génica dependiente de LXR y la homeostasis de energia son
importantes para la respuesta inmune innata frente a microbios, y los ratones que carecen de LXRs son altamente
susceptibles a infecciones con bacterias®®. Por lo tanto, es posible que la susceptibilidad observada de los animales
sin SIRT1 en la infeccion pulmonar26 y en la infeccién ocular (observacion no publicada) se deba a una reduccién de
la actividad de LXR en dichos animales.

Los presentes descubrimientos sugieren que la SIRT1 promueve la actividad de LXR mediante su desacetilacion y
causando su recambio (Figura 5). La regulacion de LXR por SIRT1 coloca a la sirtuina en el centro de los
mecanismos de homeostasis del colesterol.
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135

Glu

Lys

Gln

Gly

Gly

215

Leu

Fro

Ala

val

Leu
295

Lys

Arg

Cys

Ala

120

Phe

Ala

Lya

Ser

Ala

200

Glu

Val

Lys

Arg

'Gln

280

Gly

ES 2362941 T3

Arxg

Val

Glu

105

Azg

Met

Gly

Lys

Pro

185

Ser

Gly

Ala

Val

Gln

265

Glu

Arg

Lys
Cys
S0

Gly
Azg
Arg
Met
Ile
170
val
Pxo
Val
Ala
Thr
250
Gln

Ile

Glu

Lys
75

Gly
Cys
Tyr
Axg
Arg
155
Arqg
Gly
Gly
Gln
Gln
235
Pro
Axg
val

Asp

Gly
Asp
Lys
Ala
Lys
140
Glu
Lys
Pro
Gly
Leu
220
Leu
Trp
Phe

Asp

Gln
300

46

Pro

Lys

‘Gly

Cys
125
Cys
Gln
Gln
Gln
Ser
205
The
Gln
Pro
Ala
Phe
2835

Ile

Ala
Ala
Phe
110
Arxg
Gln
Cys
Gln
Gly
190
Glu
Ala
Cys
Leu
His
270

Ala

Ala

Pro

Ser

95

Phe

Gly

Gln

Val

Gln

175

Ser

Ala

Ala

Asn

Gly

255

Phe

Lys

Leu

Lys
a0

Gly
Arg
GlLy
Cys
Leu
160
Gln
Ser
Gly
Gln
Lys
240
Ala
Thr

Gln

Leu



Glu Ile

310

Lys Ala Ser Thr Ile

305

Glu Thr Glu éys Ile

325

Asn His

Phe
340

Lys Asp Asp Ris Arg Ala

Glu Phe Ala

355

Ile Phe Ser Arg

Ala
375

Glu Tyr Ala Leu

Leu Ile
370 '

Asn Val Gln Glu Pro

385

Gly
390

Arg

Glu Ala Leu Leu Ser Thr

405

Tyr

Phe Pro Arg Met. Leu Met

420

Ser val His Ser Glu Gln VvVal

435

[}

Pro
450

Glu
455

Leu Pro Leu Leu Ser
<210>5

<211> 445

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 5

Met Ser Leu Trp Leu Glu Ala
1 5

Ala Thr Glu Leu Trp Lys Thr
20

Gly Rsn Thr Cys Ile Leu Arg
is

Gly Val Ala Leu Gly Ile Gly
50 55

ES 2362941 T3

Met Thr Ala Tyr

320

Glu
315

Leu Leu Arg Arg

Thr Phe Leu Phe Thr Ser

330

Tyr
3as

Lys Asp

Glu Phe Ile Asn

350 -

Leu Gln Pro

345

Gly Val

Leu Ala

365

Met
360

Arg Arg Leu Gly Asp Asp

Ile Asn Ile Phe Ser Ala Axg

380

Asp Pro

Vval
400

Val Ala Leu Gln Gln Pro

395

Glu Tyr

Gln Gln

415

Ile Lys Pro Leu

410

Arg Arg Asp

val Thr

439

Leu Ser Leu Leu Ser

425

Lys Arg

Gln
445

Phe
440

Ala Leu Arg Leu Asp Lys Lys

Val His

460

Ile Trp Asp Glu

Ser Met Pro Asp
10

Asp Ser

Val Ser Pro
. 15

Glu Pro Gln Asp Ala Gly Asp Gln Gly
25 3o

Glu Glu Ala Arg Met Pro Gln Ser Thr
0 45

Leu Glu Ser Ala Glu Pro Thr Ala Leu
60

47



Leu

65

Ly9

ser

Cys

Arg
145

Met

Leu

Leu

Arg

225

Glu

Leu

Lys

Pro Arg

Arg Lys

val Cys

Glu Gly
115

Tyr Val
130

Arg Lys

Arg Glu

Lys Arg

Val Ser
195

Gly Met
210

Ser Phe

Pro Gln

Leu Ala

Pro Gly

2715

Thr Ser
290

Ala

Lys

Gly
100

Cysa

Cys

Cys

Glu

Gln

180

Ser

Ile

Ser

Ser

Ile

260

Phe

Ala

Glu

Gly

83

Asp

Lys

His

Gln

Cys

165

Glu

Pro

Glu

Asp

Arg

245

val

Leu

Ile

Thr

70

Pro

Lys

Gly

Sex

Glu

150

Val

Glu

Pro

Lys

Arg

230

Glu

Ser

Gln

Glu

Leu
Ala
Ala
Phe
Gly
135
Cys
Leu
Glu
Gln
Leu
215
Leu
Ala
Val

Leu

Val
295

Pro

Pro

Ser

Phe

120

Gly

Arg

Ser

Gln

val

200

Val

Arg

Arg

Gln

Ser

280

Met

ES 2362941 T3

Glu-

Lys

Gly

105

Arg

His

Leu

Glu

Ala

185

Leu

Ala

Val

Gln

Glu

265

Leu

Pro
Met
90

Phe
Arg
Cys
Arg
Glu
170
Gln
Pro
Ala
Thr
Gln
250
Ile

Glu

Leu

Thr

75

Leu

His

Ser

Pro

Lys

155

Gln

Ala

Gln

Gln

Pro

235

Arg

Val

Asp

Glu

48

Glu

Gly

Tyr

Val

Met

140

Cys

Ile

Thr

Leu

Gln

220

Trp

Phe

Asp

Gin

Thr
300

Leu
Aan
Asn
Ile
125
Asp
Arg
Axrg
Ser
Ser
205
Gln
Pro
Ala
Phe
Ile

285

Ser

Arg

Glu

val

110

Lys

Thr

Gln

Leu

Val

190

Pro

'Cys

Ile

His

Ala

270

Ala

Arg

Pro

Leu

Leu

Gly

Tyr

Ala

Lys

175

Ser

Glu

Asn

Ala

Phe

235

Lys

Leu

Arg

Gln

80

Cys

Ser

Ala

Met

Gly

160

Lys

Pro

Gln

Arg

Pro

240

Thr

Gln

Leu

TyE



Asn Pro
305

Arg Glu

Ile Phe

Glu Phe

Asn val
370

Glu Ala
38%

Met Phe

Ser Vval

Leu Pro

<210>6
<211> 446
<212> PRT
<213> Mus
<400> 6

Met Ser
1

Ser Pro

Gly Gln

Tyr Ile
50

Lys Lys

Gly Ser

Asp Phe

Glu Fhe
340

Ala Leu
35%

Gln Asp

Leu His

Pro Arg

His Ser

120

Pro Leu
435

musculus

Ser Pro

Gln Pro
20

Glu Thr
35

Val val

Gly Pro

Glu
Ala
325

Serx

Leu

Gln

Ala
Met
405

Glu

Leu

Thr
Ser
Asp
Ile

Ala

Serx
310
Lys
Arg
Ile

Leu

Tyr

Ile

Ala

Ala

Ala

Gln
375

val

330

Leu

Gln

Ser

Ser

Thr

Pro

Leu

Pro

Met

val

Glu

Ser

Ser

Pra

Glu

55

Lys

Thr

Gly

Met

Ile

360

Val

Ser

Lys

Phe

Ile
440

Lau

Ala

Pro

40

Pro

Met

ES 2362941 T3

Phe
Leu
Asn
345
Ser
Glu
Ile

Leu

Ala
425

Trp

Asp
Thr
25

Gly

Glu

Leu

Leu

Gln

330

Glu

Ile

Arg

Asn

Val

410

Leu

Rsp

Thr

10

Ser

Serx

Asp

Gly

Lys

315

Val

Leu

Phe

Leu

His

39%

Ser

Arg

Val

Pro

Pro

Glu

Glu

His

Asp

Glu

Gln

Ser

Gln

380

Pro

Leu

Leu

His

Val

The

Gly

Pro

&0

Glu

49

Phe

Phe

Leu

Ala

365

His

His

Arg

Gln

Glu
445

Pro

Ile

Ser

45

Glu

Leu

Serx

Ile

Asn

350

Asp

Thr

Asp

Thx

Asp
430

Gly

Lys

30

Ser

Arg

Cys

Tyr
Asn
335
Asp
Argq
Tyr
Arg
Leu
415

Lys

AsSn
15

Glu
Ser

Lys

Arg

Aan

320

Pro

Ala

Pro

vVal

Leu

400

Ser

Lys

Gly

Glu

Ala’

Arg

val



65

Cys

Gly

Met

145

Ile

Ala

Ser

Gln

Lys

225

Ala

The

Gln

Leu

Tyr
305

Gly

Cys

Tyx

Arg

130

Arg

Gln

Ser

Ser

Glu

210

Arg

Rsp

Glu

val

Lys

2390

Asn

Asp

Lys

Ala

1135

Lys

Glu

Lys

Ser

Gln

195

Leu

Ser

Pro

Leu

Pro

275

Ala

Ris

Lys

Gly

100

Cys

Cys

Gln

Gln

Ser

180

Gly

Met

Phe

Gln

Ala

260.

Gly

Ser

Glu

Ala

Phe

Arg

Gln

Cys

Gln

165

Gly

Ser

Ile

Ser

Ser

245

Ile

Phe

Thr

The

70

Ser
Phe
Gly
Leu
val
150
Gln
Arg
Gly
éln
Asp
230
Arg
Ile
Leu

Ile

Glu
310

Gly
Arg
Ser
Cys
135
Leu
Gln
Pro
Glu
Gln
215
Gln
Asp
Sex
Gln
Glu

295

Cys

Phe

Arg

Gly

120

Arg

Sex

Gln

Ala

Gly

200

Leu

Pro

Ala

Val

Leu

280

Ile

Ile

ES 2362941 T3

His

Ser

105

Thr

Leu

Glu

Pro

Ala

185

Glu

val

Lys

Arxg

Gln

265

Gly

Met

Thr

Tyr
90

Val

Cys

Glu

Pro

170

Ser

Gly

Ala.

Val

Gln

250

Glu

Arg

Phe

75

Asn

vVal

Gln

Lys

Gln

155

Pro

Pro

Ile

Ala

Thr

235

Gln

Ile

Glu

Leu

Leu
315

50

val

His

Met

Cys

140

Ile

Pro-

Gly

Gln

.Gln

220

Prao

Arg

val

Asp

Glu

300

Lys

Gly

Asp

125

Lys

Arg

Serx

Thr

Leu

205

Leu

Trp

Phe

Asp

Gln

285

Thr

Asp

Ser

Gly

110

Ala

Glu

Lys

Glu

Ser

190

Thr

Gln

Pro

Ala

Phe

270

Ile

Ala

Phe

Cys
95

Ala
Phe
Ala
Lya
Pro
175
Glu
Ala
Cys
Leu
His
255
Ala
Ala

Arg

Thr

80

Glu
Gly
Met
Gly

Axg
160
Ala
Ala
Ala
Asn
Gly
240
Phe
Lys
Leu

Axrg

TyE
320



Ser Lys

Pro Ile Phe

Ala Glu Tyr

355

Asp

Phe
325

Glu
340

Phe

Ala Leu

His

Ser

Leu Ile

ES 2362941 T3

Arg Ala

Arg Ala

Gly

Met

Leu Gln

330

Arg Arg

345

Ala
360

Ile

Asn Ile’

Gln Glu Ser Val Glu Ala

375

Asn Pra

370

Pro val Arg

Vval Ala Thrx Ile

385

Glu Ser

390

Leu Arg Lys

395

Leu Tyr

Met Met Leu Val

410

Arg Pro Arg Leu

405

Phe Lys

Val Phe Ala Leu

425

Val His

420

Ser Ser Ser Glu Gln

Glu
440

Pro Pro Leu Leu Ser Ile Trp Asp

435

Lya Leu

<210>7

<211> 4107

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 7

gtecgageggg
acgaggcgge
aggeccgcgte
gcc.tcgagcg
cggceagggg
c£ggcggceggce
atgggccggg
aagacgacga
gagataacct
atgaggagga

gtccatatae

agcagaggag
cctegeactt
gtcececegeco
gagceccgggo
ctgceccggge
aggcggggag
cetgocaggge
cgacgagggc
tctgttegqt
tagagcctca

ttttgttcag

gcgagggagg
cageceggeg
ggggagccge
gagcccgygtg
gcggcggcgyg
caagaggece
ccatctcqgg
gaggaggagg
gatgaaatta
catgcaagct

caacatctta

agggccagag
gectoeccectco
tecgeaagag
gggcggecce
cggcgetgtg
aggecgactge
agccacegct
aagaggcgge
tcactaatgg
ctagtgactg

tgattggcac

o1

Val Glu

Leu Gly

Phe

Leu

Iie Asn
335

Asp Asp

350

Ser
365

Phe

Leu Gln

380

Arg Pro

Leu

Ser

Arg Leu

Ala

Gln

Gln

Arg

Gln

Asp Arg

Pro

Tyrx

Gln
400

Asp

Thr
415

Leu

Asp Lys

430

Val His

445

aggcagttgg
9g9cggcg9gg
geegeggaga
agagcgtgag
gcgggaggcyg
ggcggctggg
ggccgacaac
ggcggcggcqg
ttttecattce
gactccaagg

agatcctcga

Glu

aagatggcgg
gccgacaggyg
gatggtcecyg
gtgccggogg
gaggcagagg
gaaggagaca
ttgtacgacg
attgggtacc
tgtgaaagtyg
ccacggatag

acaattctta

60
120
180
249
300
360
420
480
540
600

660



aagatttatt
ttgttattaa
ttgaaéatgc
gggtgtctgt
ttgetgtaga
gaaaagatcc
catctetetg
atacccagaa
atggttecet
tacgaggaga
cgcttgetat
atagagcecat
tcaaagtaag
taattaatag
atgtcataat
accctgtaaa
atttgtcaga
gaacttcacc
atgatgatet
aaacttctag
Vttggttctag
gctggectaa
tgtttttgce
atgacgtctt
caagtttaga
aagatgagcc
atcaagagge
catcaaacaa
gaactttage

aaggtgtaat

gccggaaaca
tatcectttca
tgtgaaatta
ttcatgtgga
cttcccagat
aagaccatte
tcacaaatte
catagacacg
tgcaacagca
tatttttaat
catgaaacca
gaagtatgac
accagtagca
agaacctLty
taatgaattg
gctttcagaa
gttgccacec
accagattct
agatgtgtcec
gaatgttgaa
tactggggag
tagagtggca
accaaatcgt
atccéctaqt
ageacccatg

tgatgttcca

aattaatgaa

atcatagtgt
atgtcaaaat

atttataggt

atacctccac
gaaccaccaa
ctgcaagagt
atacctgact
cttecagate
ttcaagtttg
atagecttgt
ctggaa:;qg
tcttgcctga
caggtagtte
gagattgtgt
aaagatgaag
ctaattccaa
cctoatetge
tgtcataggt
attactgaaa
acacctcttc
tcagtgattg
gaatcaaaag
agtattgctyg
aaaaatqgaaa
aaggagcaga
tacattttece
tettgtggea
gaggatgaaa
gagagagctg
gctatatctg
aataattgtyg
gaatgtttac

tggtaaaata

ES 2362941 T3

ctgagttgga

aaaggaaaaa
qgcaaaaaaat
tcaggtcaag
ctcaagegat
caaaggaaat
cagataagga
ttgcgggaat
tttgtaaata
ctcgatgtece
tttﬁtggtga
ttgacctect
gttccatace
attttgatgt
taggtggtga
aacctecacyg
atgtttcaga
tcacactttt
gttgtatgga
aacagatgga
gaacttcagt
ttagtaggecg
atggcycrga
gtaacagtga
gtgaaattga
Jaggagctgg
tgaaacagga
caggtacagg
ttgtdaactc

gattgettet

tgatatgaca
aagaaaagat
tatagftcta
ggatggtatt
qrtrgatatt
agatcctgga
aggaaaacta
ccaaaggata
caéagctgac
taggtgeeca
aaatttacca
cattgttatt
ccatgaagtg
agagettett
atatgccaaa
aacacaaaaa
agactcaagt
agaccaagca
agaaaaacca
aaatccggat
ggctggaaca
gcettgatgge
ggtatattca
tagtgggaca
agaattctac
atttgggact
agtaacagac
aattgttcca
gatagagcaa

catggataat

52

ctgtggcaga
attaatacaa
actggagctqg
tatgctecgee
gaatatttca
caattccagqce
cttcegcaact
attcagtgtc
tgtgaagctg
gctgatgaac
éaacagtttc
gggtcttccc
cctcagatat
ggagactgtg
ctttgctgta
gaattggctt
tecaccagaaa
gctaagagta
caggaagtac
ttgaagaatg
gtgagaaaat
aatcagtate
gactctgaag
tgccagagte
aatggcttag
gatggagatg
atgaactate
ccagcattag
ggaaacc;ga

ttttaacttc

720
780
840
300
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460



attatttctg
actaagtate
tgataaattc
ttaaagtttt
ccaaagaatg
tgttacgcta

actgtggcag

acaatatgtg

aatttcagdga
tgtagtaatg
atgtttcagt
tgccattgte
tattaaactg
tactggggag
ccctgattat
gtceteceatt
tgaacatgat
atttatecttit
aaaagcecttct
tttcagacca
atttattaca
aggacecatta
gtctcaatct
catgatgttt
tacagtgaag
ggcatatget
aaccagtgtt

ttctgttaaa

<210> 8
<211> 3849
<212> ADN

tacttqtapa
tteaatcage
atatgtgtat
caaaaagcca
gtattttcac
aacttttgat
ctaacktcttt
gggagagcac
ttattgtatt
tctatattgy
tgctttagaa
gtttaaatac
ccaaaatgtg
agtgtaatat
acagttccaa
gggaggattt
gatgtaactt
atttaaaagc
agtctttcaa
tttttgaaca
ataaaaaggg
ctgccagaga
gaatttattt
gtgtgctata
actgttttca
ttgtagactg
ttttacttgt

dddadaaaad

<213> Mus musculus

<400> 8

ES 2362941 T3

aactcaacac
tgttggtcaa
atataatttt
tcggaatgtt
ttttcttege
tctttaacac
aaaatctcaa
tcggttgtct
tacgttcaaa
ctcataaaac
acatt#gtgc
ctatcactgt
aatatgcaaa
tttggactgc
agtaataaga
ggtgttaaat
gtaatagcag
ttagecctgcece
gaagttcata
tcactcocctaa
tttgaaatat
aaaaaatcgt
ggctacacta
gatgatattt
gctcttttta
tttaatg;ct
acactgtttt

Aaaaaaa

taacttettt

gactaacttt

ttttgttttg

aaattaatgt
aacattgaat
aattattttct
atgacatgca
ttacttttaa
tgaagatgge
taacctgaaa
ctgcctggat
ggtagagctt
gcotttetga
tgttttccat
tgttaattgt
accaaactgc
aatagttaat
ttaaaactag
ctttatgaaa
attaataaag
agctgttctt
attgaatggc
aagaatgcag

taaattgaaa

_tattgtacat

ggatatcttc

aaagtctatt

53

ttttctaaaa
cttctaaagg
tctggtgag:
aaagggacag
ggttrgaagt
aaacactgge
gtgtgagtag
aagtaatact
ttttgtactt
aacaaataaa
céccttagtt
gcattgatct
atctataata
taatgaggag
aattcagcca
tagecctagt
gaatgaaact
agatcaactt
ttgcacagta
tattcctctyg
tatgcataaa
cattteccta
tatatttage
agtttgttte
agtcttttat
cttcaacttt

aaaattgtca

aaaaaaaqgt
ttcatttgta
ttcaacatct
ctaatctaga
actecaaaatce
attttccaaa
aaggaagtca
tggtgctaag
cctgtggaca
tgctttggaa
ttgaaatatt
tttccacaag
atggtactte
agcaacagge
gaaagtacat
attatggaga
agttcttata

tectcagetge

agcatttatt

ttgctttagt
acacccagct
cttataagat
tttcecattetg
aaattatttt
gtaatttact
tgaaatacaa

tttgactttt

2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
39560
4020
4080

4107



gcggagcaga
tggcgectege
cgcagecgge
gecagcecggg
gcgecgoyge
gggaggecce
agccgaggge
€ggcageggce
tcactaatgg
ctagtgactg
tgattggcac
ctgagctygga
agcggaaaaa
gtaaaaagat
tcagatcaag
ctcaagccat
caaaggaaat
cagataagga
ttgcaggaat
cttgtaaata
ctecggtgece
tetetggtga
ttgacctect
gttctatacc
attttgatgt
taggtggtga
aacctccacqg
atatttcgga
ctacacttgt

gttgtgtgga

ggaggcgagg
ccttcaggec
ggacgagccg
cgagccgagc
cccggeggcg
ggcgacggce
ggctgacgac
ggeggcagceyg
ctttcattce
gactccgogg
cgatcctcga
tgatatgacg
aagaaaagat
aatagttctg
agacggtatc
gtttgatatt
atatcccgga
aggaaaacta
ccaaaggatc
caaagttgat
taggtgccca
aaacttacea
cattgttatt
ccatgaagtg
agagctecett
atatgccaaa
cccacaaaag
agactcaagt
agaccaagca

agaaaaacca

QCQQGQQQCC
gcecggetcce
ctcogcaaga
gcaqcagtgg
ctgtggcggg
gtggcegggg
ttcgacgacg
atcggcectracc
tgtgaaagtyg
ccgcggaﬁag
acaattctta
ctgtggcaga
atcaatacaa
actggagctg
tatgctcgcc
gagtatttta
cagttccage
cttcqgaaatt
cttcagtgte
tgtgaagctg
gctgatgage
gaacagtcte
ggatcttcte
cctcaaatat
ggagactgcg
ctttgttgta
gaattggttc
tcacctgaaa
acaaacaaca

caagaagtac

ES 2362941 T3

agagaggcag
ctteccgegge

ggcccogecyg

cgecggogge.

aggcggcagyg
acggagacaa
acgagggcga
gagacaacct
atgacgatga
gtccatatac
aagatttattc
ttgttattaa
ttgaagatgc
gggqtttctgt
trgcggtgga
gaaaagaccc
'cgtctctgtg
atactcaaaa
atggttcctt
ttcgtggaga
cacttgccat
atagagccat
tgaaagtgag
taataaatag
atgrtataat
accctgtaaa
atttatcaga
gaactgtace
atgttaatga

agactagtag

ttggaagatg
ggcegecatg
agacgggcest
egcggggtgt
ggcggcygacyg
tgggtccgge
ggaggaggac
cctgttgace
cagaacgtca
ttttgttcag
accagaaaca
tatcctttca
tgtgaagtta
ctcctgtggyg
cttcccagac
aagaccatte
tcacaaatte
tatagatacc
tgcaacagea
catttttaat
catgaagcca
gaagtatgac
accagtagca
ggaacctttg
taatgagttg
gctttcagaa
gttgccacca
acaagactct
tttagaagta

gaatgttgag

54

gcggacgagg
gaggecgcegt
ggccteggge
gaggcggecga
agcgcggage
ctgcggceggg
gaggcggcegg
gatggactce

cacgccagct

caacatcteca

attcectecac
gaaccaccaa
ctgcaggage
attectgact
ctcccagace
ttcaagtttg
atagctttgt
ttggagcagg
tcttgcctga
cagqtagtpc
gagattgtect
aaagatgaag
ctaattccaa
cctecatctac
tgtcataggce

attactgaaa

acacetette

tctgtgattg
tctgaatcaa

aacattaatg

&0
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720‘
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740

1800



tggaaaatcc
cagttgcaga
agcggettga
ctgaggtata
gtgaéagtqg
ttgaagaatt
ctggaﬁttqg
aggaattgac
attcaggaat
ttgtgaactt
tcttcttgéa
ttggttgact
attttgttte
taatgtaaag
aacattgaat
ttaacgtttt
gatgacttgt
gtgtgaageg
aggcccctga
atagtgcctg
ctatcactgt
gcaaagcctt
tgctgttttt
agataaattg
atcccaaggt
tagttcttag
gcagaaactt
acttctttgg
aagaatgatt

gccagaggag

agattttaag
aacagtgaga
ggqgtaatcaa
étcagacgct
cacatgccag
ctacaatgge
agctgatgga
agatgtaaac
tgctccacca
gaacaaggaa
taatttétaa
tcatecttcocct
ttgcctaatyg
ggaacagctt
agtttaaagc
aaacactgge
aatgtgagga.
tacttactgc
gactaatctg
tctatatagg

ggtagagcct

tctgaatcta

ccattaatga
tagctcaacc
gttagccttg
ttatttaaaa
ttagecctttce
aacattgcec
tgaaatatag

aaaagtatta

gctgttggtt
aaatgctggce
tacctgtttg
gqgaagatgacg
agtccaagttc
ttggaagatg
ggggatcaagqg
tatccatcagq
gcattgggaa
atctgaaaga
agttccatca
ttcaaggttc
agtttcaace
atctagécca
cctcaattte
attttccaaa
gtcagcaccyg
atcgtttttyg
ataaatgatt
tccecttagt
gcat;gatct
ataatggtac
ggaaagcaat
agaaagtaca
tattatggag
gcrttagettg
aaacagttca
ccaaatttaa
ctgttcttta

agtagctcat
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ccagtactgce
ctaatagact
taccaccaaa
tcttgtecte
tagaagaacc
atacggagag
aggttgttaa
acaaatcata
ctttagcatyg
tgtattattt
tetetgtttg
atttgtatga
ttttaaagtt
aagaatggta
tgttectgctg
acttgtggca
tgtctggage
tactﬁgctqc
tggaaatgtyg
ttgaatattt
tcaccacaaa
ttctactggg
aggeoctctta
ctgttgcctg
atgaatacag
ccttaaaact
cacctcagaa
atattcatgt
tgcataaaat

ttcectacet

agacaaaaat
tgcaaaggag
tegttacata
tagttcctgt
cttggaagat
gcccgaatgt
tgaagctata
acactattga
tcaaaaaaat
atagactgga
tacttgta;a
tacattcgta
tteaaaagcc
tttecacactt
aacttttatt
gctaactttt
actcaaaact
agacgtggta
tttcagttgt
geccattgttt
tactgccaag
gagagtgtaa
attaaagtcc
ttgaggattt
atccaatagt
agggatcaat
agtcagtatt
gggtttagta
acccagttag

aaaagataac

55

gaaagaactt
cagattaqta
ttccacggtg
ggcagtaaca
gaaagtgaaa
gctggaggat
gctacaagac
agctgtecgg
gaatgtttac
aaatagattg
ttcaacactg
tgtatgtata
attggaatgt
ttttgtttgt
tctaggacaqg
taaaatcaca
tgggcteagt
atgtccaaac
tctagaaaca
aattaaatac
atgtéaatat
tattttggac
caaagtcata
ggtgtaatgt
caaatgaaac
tttctcaact
tattttacag
tttattacaa
gaccattact

tgaatttatt

1860

1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2800
2940
3090
3060
3120
3l1a0
3240
3300
3360
3420
3480
3540

3600
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56

tggctacact aaagaatgea gtatattrag ttttccattt geatgatgtg tttgtgctat 3660
agacaatatt ttaaattgaa aaatttgttt taaattattt ttacagtgaa gactgttttc 3720
agct;ttttt atattgtaca tagactttta tgtaatctgg catatgtttt gtagaccgtt 3780
taatgactgg attatctrtec tocaactttt gaaatacaaa aacagtgttt tatactaaaa 3840
aaaaaaaaa 3849

<210>9

<211> 1528

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 9
cagtgccttg gtaatgacca gggctccaga aagagatgtc cttgtggctg ggggccectg 60
tgectgacat toctoctgac tetgoggtyq agctgtggaa gocaggogea caggatgcaa 120
gcagccaggc ccagggaggc agcagetgca tcctcagaga ggaagccagq atéccccact 180
ctgctggggg tactgcaggg gtggggctgg aggctgcaga gcccacaggc ctgctcacca 240
gggcagagce cocttcagaa cccacagaga tccgtccaca aaagcggéaa aaggggeccag 300
cgcccaaaat goctggggaac gagctatgca gogtgtgtgg ggac;aggcc tcgggettce 360
actacaatgt tctgagcetge gagggoctgca agggattctt ccgeccgcage gtcatcaagg 420
gagcgcacta catctgeccac agtggeggoc actgceccecat ggacacctac atgegtegca 480
agtgccagga gtgtceggeott cgcaaatgcc gtcaggetgg catgcegggag gagtgtgtce 540
tgtcagaaga acagatccgc ctgaagaaac tgaagcggca agaggaggaa caggctcatg 600
ccacatcctt gcoctoccagg cgttcctcac ccccocccaaat cctgeccceag ctcageoecgg 660
aacaactggg catgatcgag aagctcgteg ctgcoccagea acagtgtaac cggogotoect 720
tttctgaccg gcttcgagtce acgccttgge ccatggcacc agatccccat agecgggagg 780
cccgtcagea gcgctttqéc cacttcactg agctggccat cgtctctgtg caggagatag 840
ttgactttgc taaacagcta cceggcttce tgeagetcag ccgggaggac cagattgeec 900
tgctgaagac ctctgegatc gaggtgatge ttetggagac atctcggagg tacaaccetg 960
ggaghqaqag tatcaccttc ctcaaggatt tcagttataa ;cgggaagac tttgecaaag 1020
cagggctgca agtggaatte atcaacccca tcttcgagtt ctcocagggoe atgaatgagc 1080
tgcaactcaa tgatgccgag tttgccttge tcattgotat cagcatcotte tctgcagace 1140
ggcccaacgt gcaggaccag ctcecaggtgg agaggotgea gcacacatat gtggaagece 1200
tgcatgocta cgtctccatc caccatccae atgaccgact gatgttcoeca eggatgetaa 1260
tgaaactggt gagcctcecgg accotgagca gogtccactce agagcaagtg tttgcactge 1320



gtctgcagga
tgtrctgtce
ctagaagtgg

ccgtggeatt

<210>10
<211> 2037
<212> ADN

caaaaagctc
ccatattttc
aacagactga

aaaagagagt

<213> Homo sapiens

<400> 10
ctcttccgga
ggtatttgag
agggaaccca

gcgeagaocat

ctgctecgtyg

ggaaatggece
ccggagccgt
gcctgcagea
éagggcccag
tccggcttec
gtggtccgtg
gcttcatge
agggagcagt
cagcaggagt
gectetggge
ggcgagggtyg
caactgcagt
ggcgcagace
gccatcatct
ctgggccggg
gagacagcca
tacagcaagg

gagttctege

cgtgacgcaa
tagcggcggt
gggcaacagg
gagccecgee
accccaccat
cécctcagcc
ggccecgygggg
cagactgggt
ccccgaagat
actacaacgt
gtggggccag
ggcgcaagtg
gcgtecttte
cacagtcaca
ctggggetie
tccagctaac
gcaacaaacg
cccagteecyg
cagtccagga
aggaccagat
ggcgctacaa
acgacttcca

gggccatgeg
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ccaccgectge tctetgagat ctgggatgtg cacgaatgac

tgttttcttg gccggatdge tgaggoctgyg tggctgecte

gaagggcaaa <attcctggg agctgggcaa ggagatccte

caaagggt

gggcggggrt
gtgtcagggg
agtagttcac
ccccgeeget
gtcctotect
tggecgecect
tceggaccct
catcccagat
gctgggccac
getcagectge
gegetatgee
ccagcagtgc
tgaagaacag
gtcgcagtea
cectggtgga
agcggctcaa
ctccttctce
agatgccecge
gatcgtggac
cgccctoctyg
ccacgagaca
ccgtgcaggc

gcggctggge

gccggaagaa
ctaaagagga
tccgocgagag
gcttggagag
accacgagtt
tettcottcac
gatgtcccag
cccgaagagyg
gagctttgeco
gaaggctgca
tgecggggtg
cggctgcgca
atccggaaga
cctgtgggge
tctgaggeag
gaactaatga
gaccagccca
cagcaacgct
ttecgectaage
aaggcatcca
gagtgtatca
ctgcaggtgg

ctggacgacyg

gtggcgaagt
ggacgaagaa
gccgtccacg
gggcgggace
ccctggatac
ccactgtaaa
gcactgatga
aaccagagcg
gtgtctgtgg
agggecttctt
geggaacctg
agtgcaagga
agaagattcg
cgcagggcag
gcagecaggg
tccagcagtf
aagtcacgece
ttgccéactt
aagtgectgg
¢ctatcgagat
ccttcttgaa
agttcatcaa

ctgagtacge

57

tacttttgag
aagcagﬁqca
agacceccge
tggagagagg
ccecctgect
géaggagggt
ggccagectca
caagcgaaag
ggacaaggce
ccggcgecagt
ccagatggac
ggcagggatg
gaaacaacag
cagcagctca
crecggggaa
ggtggeggee
ctggececctyg
cacggagctg
tttcetgeag
catgctgcta
ggacttcace
cccecatcetto

cctgetecate

1380
1440
1500

1528

60
120
180
240
300
360
420
480
240
600-
660
720
780
840
200
260

1020
1080
1140
1200
12640
1320

1380



gccatcaaca
ttgcagcage
cagctgcgct
cacteggage
gagatctggg
accctccage
ccgagectge
ggctecetce
ctgaceetee
ccttgaacag

cttectcttc

<210> 11
<211> 1753
<212> ADN
<213> Mus mu
<400> 11
gggaacgcetg
ctgtcagage
tctgcgggga
caggaagaga
acggagttgt
ctcagggagg
tcagcagage
cgtccacaaa
gtctgtgggg
ggattcttee
tgeccecatygg
caggcaggeca
aagcggcaag
cctcaagtee
gcccagcaace

attgcacccg

tcteectcggco
cctacgtqéa
tccégcgcat
aggtcttcge
acgtccacga
agatagacgc
agacctatcg
ctgcccageg
ccggctgeec

agggagggga

ctctgetett

sculus

actctggagg
aaagagccté
aacgcgacag
tgtcettgtg
ggaagacaga
aagccaggat
ctacagccct
agcggaaaaa
acaaagcctc
gecgocagtgt
acacctacat
tgagggagga
aagaggaaca
tgecacagect
agtgtaacag

accctcagag

cgaccggece
ggcgetgcetg
gctcatgaag
cttgcggetce
gtgaggggct
cggcacccct
gcrctcatce
agtcttccag
tcccteococa
ggacccecatgg

atttaataaa

ctgctgggat
cagggtgagg
ttttggtaga
gctggaggee
accrtcaagat
gccccagtca
gctccccaég
gggcecagee
tggcttccat
catcaaggga
geggcggaaa
gtgtgtgetg
ggctcaagcc
cagcccagag
gegetectte

ccgggaagcec
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aacgtgcagg
teetacacqe
ctggtgagcc
caggacaaga
ggecacccag
tcctottcct
cttgggataa
aaggggtgaa
gcttacacct
creteeeece

aactaaaaac

agcegggcecg
gcatcaagag
tgcgecacgct
agctgccgec
ccccacagec
agggtggaaqg
gccccagtece
agggttgcag
caagcccagce
tagcccggga

agaaaaaaaa

cgtggaggcy
gccgcaggac
gagctctgtyg

tctgetgtcg

ttgcectgace

gggcactggg

aggtccagga

gtcccgacca

acgcagtgca

gaccaggggc

aaaaaaa

tagggtgggg
agaggaagga
gggacagtgt
tcaatgectg
gcaggagacec
actggggttg
gcagagaccc
cccaaaatge
tacaacgtge
gcacgctatg
tgccaggagt
tcagaagaac
acttcggtgt
cagctgggea
tcagaccgce

cgacaacagc

gtgactgaga
gqagagatgga
cttggtaatqg
atgtrtetce
agggaggcaa
ctttagggat
tcccagagec
tggggaacga
tgagctgcga
tctgccacag
gtecgactteg
agatccgectt
ccccaagggt
tgatcgagaa
tgcgecgtcecac

gctttgccea

58

agcagtcctt
actagacegg
tecagggeoteo
tga;tctgca
cacttgcatc
agggttggayg
gacagagctt
getgtgcagt
aggctgcaay
cggtggcecac
caaatgccgc
gaagaaacty
gtccteacct
gctggtgget
gccttggecc

ctttactgag

1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980

2037

60

120

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

960



ctggceatey
cagctcagca
ctggagacgt
agttacaacc
tttgagttet
attgccatca
aggctgcaac
gaccgactga
gtccattcag
tctgagatct
gcgaaggctc
ggagecgggt
tttctggctg

acccaaccaa
<210>12

<211> 1964

<212> ADN

tgtcegtgcea
gggaggacca
cacggaggt;
gggaagacet
ccagagccat
gcatcttectc
acacatatgt
tgttcccacg
agcaagtgtt
gggatgtcca
aétgactgct
gaaggagaga
ctgggcagtt

ata

<213> Mus musculus

<400> 12
ggcgaagtta
tctgaagtta
tctegeactee
ccgategceg
tggaacaage
ccegtgectg
gaagaggggc
gtggtcatct
gagatgchgq
aacgtgctca
gcogggeget
aagtgccage

ctctctgagg

cttttgcttt
cttccaaagt
cacggcegtt
gtgcagtcat
aggetgotto
ggaatggtte
aggagactga
tagagﬁcaga
gccatgagct
getgtgaagg
atgcctgtcg
tectgccgget

agcagattcg

ggagattgtt
gatcgcettyg
caaccccggc
tgccaaagca
gaatgagctg
tgcagaccgg
ggaggccctg
gatgctaatg
tgcecttcge
céagtgactg
tcccacgggt
gecttgegta

gggatctact

tcgetcagea
gctgtggagg
tccagggcaa
gagcecaegec
gtgacccact
tcctcagece
tectectcea
ggatgagcct
gtgccgegtg
ctgcaaagge
gggcagcgga
gcgcaagtge

gaagaaaagqg
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gactttgcca
ctgaagacct
agtéagagca
gggctgcagg
caactcaatg
cccaacgtge
cacgcéctacg
aagctggtga
ctgcaggaca
tttcaccgtg
ggagcagact
gcattaaggg

aacgrttgtat

agegectgttg
cacaatcacc
cagagtcgga
tcccectgge
atgtcttcce
agtacctccg
ggctctgaag
gagcgcaageg
tgcggagaca
ttettocgge
acctgccaga
aaggaggctg

attcagaagce

aacagctccce
ctgcaatcga
tcaccttcct
tggagttcat
atgctgagtt
aggaccagct
tctccatcaa
gcctccgtac
aaaagcttc?
tcckttgtgt
gagaagggca
agagtcaaca

accatctgaa

cttcgageta
ggtgcggaca
gacceectgo
gcacggagag
ccacaagttce
ccacgtcacc
ggtccagcte
ggaagaaqgg
aggcctcggg
gcagtgtqgt
tggatgcctt
gcatgcggga

agcaacagca

59

tggcttccta
ggtcatgett
caaggactté
caaccccatc
tgctctgctc
ccaagtagag
ccacccccac
tttgagcagc
ccctctgetg
tgéccacatg
gacattcctg
ggttgggtgt

gaccttgttg

ctcecocagget
cagaggcaac
gacceccecete
gggcggggce
tctggacact
cactattaag
tgcctacatce
gccqgécccq
ctteccactac
ccacggtggg
catgecggege
gcagtgegtg

gcagccacca

1020
1080
1140
1200
1260
1320'

1380

-1440

1500.

1560

1620

1680

. 1740

1753

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

780



10

15

cceccatetyg
gaagcaaygca
ctgatgatcc
cagcccaaag
caacgctttg
gccaagcagg
gcgrecacca
tgcatcacgt
caggtggaat
gacgatgcag
gtgcaggagc
tacacgagga
gtgagcatgco
gacaagaage
caagtgcccc
gtgggaggac
gcactagaag
tagecctetga
atgcaccttg

ceatetette

<210> 13
<211> 25
<212> ADN
<213> Artificial
<220>

agccagcage
gccagggctc
agcagttagt
tcacgcecctg
cccacttcac
tgccagggtt
ttgagatcat
tcctgaagga
tcatcaatee
agtatgcctt
ccageccgtgt
tcaagcgcce
gcacectcag
tgeegeoectt
agccttggtg
attgtcacgg
gceccaccoe
ccgttcccag
agtggagaga

tgcocorLte

<223> Cebador de PCR

<400> 13

gctttctget gagtgactga actac

<210> 14
<211> 21
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador de PCR

<400> 14

gaattactgc tttttgccge 21
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cagcagctca.

cggggaagga
tgcegcgcag
gcccoctgggt
cgagcragee
ctfgcagttg
gttgctagaa
cttcacctac
catcttcgag
gcttatcgcc
ggaggccctg
acaggaccag
ctecgtgeac
gctgtaecgag
gtgtettctt
cccagtcect
acccattgag
ctgcéctccc
ggttagggca

atttaataaa

25

ggccggecag
gagggcatcc
ctgcagtgea
gcagaccctce
atcatctcgg
ggccgggagyg
acagccagac
agcaaggacg
ttcfcgcgqg
atcaacatct
cagcagccat
ctccgcttee
tcggagcagg
atetgggatyg
gaagatggac
c©gggctcagc
tcttccaaga
acccacgectt
ggtggccecc

aaaacaaaaa

cggectecec
agctgaccge
acaaacgatc
agtcccgaga
tccaggagat
accagatcgc
gctacaacca
acttccaccg
ccatgcggeg
tctcagecga
acgtggagge
cacgcatgct
tctttgcatt
tgcacgagta
tcttcaccte
ctcaaactca
gtagtgaggy
acacctcagc
cacagttggg

taaa

60

tggcacttcg
ggcrtcaggag
tttetcegac
tgccegtcag
tgtggacttt
cctecctgaag
cgagacagaa
tgcaggcety
gctgggcctg
tceggectaat
gctocteteo
catgaagctg
gcgactccag
ggggcagceca
tcctcctggé
gcggcagttyg
tcacaggtce
ctaccacace

agaccacagg

840

200

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1860
1860
1920

1964
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<210> 15

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador de PCR
<400> 15

gcagcccaac tcttcagaac 20
<210> 16

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador de PCR
<400> 16

teeectttgt ctttgtggac 20
<210> 17

<211> 25

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador de PCR
<400> 17

gctttctget gagtgactga actac 25
<210> 18

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador de PCR
<400> 18

tgcgtctctt tctectacee 20
<210> 19

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

61
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<220>

<223> Cebador de PCR
<400> 19

aggcaggtgg atcatttgag 20
<210> 20

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador de PCR
<400> 20

ccaaacatct gggcttctgt 20

62
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REIVINDICACIONES
1.- Un complejo aislado que comprende una proteina SIRT1 de mamifero y una proteina LXR de mamifero.
2.- El complejo descrito en la reivindicacion 1 que ademas comprende un elemento de respuesta de LXR.

3.- Un método para formar un complejo que comprende una proteina SIRT1 de mamifero y una proteina LXR de
mamifero, método que comprende combinar una primera composicion que comprende una proteina SIRT1 de
mamifero, una segunda composicion que comprende una proteina LXR de mamifero y una tercera composicién que
comprende un fragmento de un acido nucleico celular que incluye un elemento de respuesta de LXR.

4. Un método para identificar un agente que modula la formaciéon de un complejo que comprende una proteina
SIRT1 de mamifero y una proteina LXR de mamifero, método que comprende a) combinar una primera composicion
que comprende una proteina SIRT1 de mamifero, una segunda composicién que comprende una proteina LXR de
mamifero y una tercera composicion que comprende un fragmento de un acido nucleico celular que incluye un
elemento de respuesta de LXR para proporcionar una composicion de complejo; b) adicionalmente i) poner en
contacto la primera composicion, la segunda composicion o la tercera composicion con una cuarta composicién que
comprende el agente antes de la etapa de combinacién, o ii) poner en contacto la composicién de complejo con la
cuarta composicion que comprende el agente después de la etapa de combinacion; proporcionando de este modo
una composicion de ensayo, y c) determinar si la formacién del complejo es modulada por el agente.

5.- El método descrito en la reivindicacion 4, en el que el agente incrementa la formacion del complejo.

6.- El método descrito en la reivindicacion 4, en el que la determinacion ademas comprende d) combinar la primera
composiciéon que incluye una proteina SIRT1 de mamifero, la segunda composicién que incluye una proteina LXR de
mamifero, y la tercera composicion que comprende un fragmento de un acido nucleico celular que incluye un
elemento de respuesta a LXR (LXRE) para proporcionar una composicion de control que no incluye al agente, y e)
determinar si la formaciéon del complejo en la composicion de ensayo estd modulada en comparacion con la
formacion del complejo en la composicion de control.

7.- Un método para determinar si una sustancia candidata modula un efecto dependiente de SIRT1 de una LXR,
que comprende

a) transfectar una célula con un vector que alberga un gen SIRT1;

b) transfectar adicionalmente la célula con un vector que alberga un gen informador dirigido operativamente por un
promotor de LXRE;

c) poner en contacto la célula con el candidato; y

d) determinar si el candidato modula la expresién del gen informador en comparacién con una célula que no se haya
puesto en contacto con el candidato; de tal modo que una diferencia en la extension del efecto dependiente de
SIRT1 de la LXR detectada entre la presencia y la ausencia del candidato indica que el candidato modula el efecto
dependiente de SIRT1 de una LXR.

8.- Un método para determinar si una sustancia candidata modula la formacién de un par de union especifica que
comprende los miembros de par de unién especifica SIRT1 y LXR, que comprende

a) transfectar una célula con un vector que albergue una secuencia que codifique un primer miembro del par de
union especifica marcado con una etiqueta;

b) transfectar adicionalmente la célula con un vector que albergue una secuencia que codifica el segundo miembro
del par de unién especifica;

c) poner en contacto la célula con la sustancia candidata;

d) lisar las células, poner en contacto los lisatos celulares con un anticuerpo especifico para la etiqueta de epitopo, y
recuperar los inmunoprecipitados que comprenden un complejo de la SIRT1 y la LXR con un adsorbente especifico
de anticuerpo;

e) llevar a cabo un procedimiento de analisis de transferencia Western usando anticuerpos especificos para SIRT1 y
LXR; con lo que la deteccion de una diferencia en la formacion del complejo entre la presencia del compuesto
candidato y la ausencia del candidato indica que el candidato modula la interaccién de la SIRT1 con la LXR.

63



ES 2362941 T3

+ 1,
Ty —L H
|
820
£
S
£
X
o
8 8§ 8 & ¢ =°
o (Ip/6w) 7@ s
. N - ® O ¢ N o
- © © o o
. 7aH ua oAnejal opidi
Q
o o (=] -
S 8288 8 K& ° a
Q (1p/6w) 7aH p
-
(=) -
=
—1 =S -
V7, + .
rllk\ T m :
- &
O S X
L L] S
- o o o o
o o o o o o N -
m._ e d 0 < ©

(Ip/Bw) |e30} |013)S3|0D

ko)

Figura 1
a

(uolooely/BN)
|ejo} |013)S3]|0D

FC CE PL

TC

20 30 40

Fraccién

10

THP-1

' *kkk

MEF

i *kkk

1,61

1,24
0,81
0,41

04

r
o
-

L
L
L

8
6
2
0 A

<

Iejo} |oJ3)s3]0o-[HE] 2P %

1l

*kk

39

;
]

2
1
0 -

(opife} B/Bw) joI)saj0)

Nico

Higado

Testiculos

64



ES 2

362941 T3

Figura 2
a .
Higado Testiculos Ovario
o 12
,E 1 +H+ - [+ - -+ - [+ -l-
] )
s 08 ABCA1 SW v a4 s ot 9o ww ¢ o
= 06
£ .
= 04 actina a ﬁ MW W “‘“ o ‘.‘“
0,2 ;
< ';'?;'t“is:"c'a 100 047 1,00 060 047 1,00 048 1,00 050
+/+ -/-
b c
10 ¢ 100 wr
wr T [-LXRE -LXRE
(] g 8
Z2ag 8 [ 8 etanol =l
. o
g 0 22(R)-HC+9-cisRA R
QE 6 -2 6 SRT! g (e
®C ss e p
T3 =% 4 SIRT1 44 - ++ -
S0 4 -:% pBabe-mT1 - - + +
o7 S
< 2} . 2
o sl M| lljlﬂ.ﬂ 0 L[Li]_.l]_l]
TSA - + - + - + - + SIRT1  +/+ - ++ - ++ - ++ -
Nico - - + + - - + + pBabe-mT1 - - + + - - + +
d e
Total IP-HA
MEF hT1
Sonda e - e - SIRT1 “*” - e -< mT1
HA-LXR - alih...
LXRE N N “ - - 1gG
. pBabe-mT1 - + o+ - -+ e
porencima  [EEIIEER (NS HA-LXRa -+ -+ -y - e
Entrada aSIRT1
- - Total IP-HA
e e
HEK293T 5 o 5 o . ! <hT1
T 3 39 srT1 "mealihgly ™ ‘ mT1
Sonda > i > i
LXRE X :A; LXRT'31 T - e "'—.
. pBabe-m - -+ - -
porencima [oiieey [N HALXRE - + - o+ - o+ 1%

Entrada

aFLAG

65



ES 2362941 T3

Figura 3

Q

B +/+

s = Q77727
- (2] R
S 35 ROSSSSSSY Hooav
[=23
PR
AN}
FT HH Ivoay
803
X
_“ 1d1
HH 21dg3ys

N -~ o

WNYV ap eAlje|al elIoURpUNgY

I 2

T e— 97

YVdd

¢dg3ays

no dianas de LXR

- (el

§90av

190av

dianas de LXR

Lvoav

1dg934s

oYX

WYV ap eAlje|al elIoURpUNgY

*kk

o
S
I
2
I

L
o
N
-

T L4 T
(=)

[=] o

¥ Ll
o o
©®© © = N

00 4

-

(opebiy B/6w) sopliaay Bl

Plasma

*kk

200

T

o o
0n

150]
100

(Ip/Bw) sopLonbLL

TO

- -

-TO
-

-

TO

-TO

H+ H+ HE HE

1
<
o]
1]
<

-

+H+

*kkk

L L L]

1
[=) o o o
< o A -~

0 XK O S

(uolo0oe44/6H)
|e303 |049)S3|0D

300 +

00 -
100 <

v

o
n
-

250 4

(Ip/Bw) j0133s310D

40

30

20

10

40

30

20

10

66



ES 2362941 T3

Figura 4
a
Higado HA-LXRB
LXRa SIRTA T A o, e
SIRT1 actina NP
actina pSuper -+ - -
SIRT1 ARNi - - + +
C d kDa
HA-LXRf SN 179
SIRT1 IR ubiquitina 450
i ]
actina 84
TSA S
Nico - -+ - 4 :ﬁ‘
MG132 - - -+ HA-LXRB
SIRT1
HA-LXR . . +
pBabe -+ - -
pBabe-hSIRT1 - - + -
pBabe-hSIRT1HY - - - +
e f
marcada [*H]-acetilo SR marcada [*H]-acetilo
HA-LXRB T HA-LXRB
SIRT1 f b SIRT1
HA-LXR + + HA-LXR + + + -
22-(R)-HC+9-cisRA - + pBabe + - - -
pBabe-hSIRT1 - + - -
pBabe-hSIRT1HY - - + -
g e - 2
A LXRE
(<]
T 8¢t S
=2 @ etanol
3 6} ﬁ | O 22(R)-HC+9-cisRA
1]
2
S
) 2% b
=
ol il
Nico - + + - + +
MG132 - - o+ o+ - -+ o+

67



ES 2362941 T3

Figura 5
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