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DESCRIPCION
Procedimiento de prueba de ligando LXR
Antecedentes de la invencion
Descripcion de la técnica relacionada

Se sabe que los triglicéridos y el colesterol LDL en plasma son factores de riesgo para arteriosclerosis. La
hiperlipidemia, en la que concentraciones en sangre de triglicéridos y colesterol LDL son elevadas, es una enfermedad
que no solo produce alteracion de células endoteliales vasculares, sino que también produce deposicion de colesterol
sobre las paredes vasculares.

Como el transportador A1 de uniéon a ATP (ABCA1) tiene una funcion que elimina el colesterol depositado sobre las
paredes vasculares, se cree que aumentar la cantidad expresada de ABCA1 haria posible prevenir la progresion de o
mejorar la arteriosclerosis (Bodzioch, M. y col. Nat. Genet., 22, 347-351, 1999).

El receptor nuclear, el receptor X del higado (LXR), controla la transcripcién del gen regulador del colesterol y el
metabolismo de los lipidos. Como los agonistas de LXR tienen la capacidad de aumentar la expresién de ABCA1, se
espera que los agonistas de LXR sean Utiles como agentes antiarterioscleréticos novedosos.

Se sabe que LXR tiene dos isoformas que consisten en LXRa y LXRP. LXRa se expresa altamente en el higado,
intestino, adipocitos y rifidn, y solo se expresa ligeramente en las células suprarrenales, musculares y
hematopoyéticas. Por otra parte, LXRP se expresa universalmente ubicuamente.

Cuando se administré un agonista de pan-LXR a ratones naturales, ratones deficientes en LXRa o ratones deficientes
en LXRB, el agonista de pan-LXR elevo los niveles de triglicéridos en plasma en ratones naturales y ratones deficientes
en LXRo, mientras que el agonista de pan-LXR no afecté los niveles de triglicéridos en plasma. De estos resultados se
ha desvelado un procedimiento para adquirir agonistas selectivos para LXRp (documento US2003/0073614A1).

Cuando un ligando se une a un receptor nuclear, la estructura tridimensional del receptor nuclear cambia, y se sabe
que estos cambios conformacionales se producen en la unién entre el receptor nuclear y el factor que se asocia a la
transcripcion, concretamente una proteina co-activadora o co-represora. El tipo de coactivador que se une al receptor
nuclear varia segun el tipo de célula y tejido. Ademas, si el ligando que se une al receptor nuclear se diferencia,
entonces el cambio en la estructura tridimensional del receptor nuclear también se diferencia, y como resultado,
también se diferencian los tipos y nimeros de coactivadores que se unen al receptor nuclear.

Aunque ejemplos conocidos de proteinas coactivadoras para LXR incluyen PGC-1a (receptor activado por proliferador
de peroxisomas de Homo sapiens, gamma, coactivador 1, alfa: Proc Natl Acad Sci USA. 100, 5419-24, 2003), TIF-2
(coactivador 2 de receptor nuclear de Homo sapiens) (EMBO J., 23, 2083-2091, 2004), ASC-2 (cointegrador 2 de sefal
activante) (Mol. Cell Biol., 23, 3583-3592, 2003), SRC-1 (coactivador 1 de receptor esteroide humano) (Arterioscler
Thromb. Vasc. Biol., 24, 703-708, 2004), DAX1 (regién critica de hipoplasia suprarrenal congénita (AHC) de inversion
de sexo sensible a la dosificacion sobre el cromosoma X, gen 1) (Mol. Endocrinol., 17, 994-1004, 2003), PNRC
(proteina correguladora de receptor nuclear rico en prolina) (Mol. Endocrinol., 14, 986-998, 2000), TRAP220 (proteina
220 asociada a receptor de la hormona tiroidea) (J. Biol. Chem., 280, 1625-1633, 2005), PERC (coactivador 1 gamma
de receptor activado por proliferador de peroxisomas beta) (J. Biol. Chem., 281, 14537-14546, 2006), ACTR
(coactivador 3 de receptor esteroideo) (J. Biol. Chem., 281, 14787-14795, 2006), todavia tiene que realizarse
investigacién sobre ligandos LXR en vista de la interaccién entre estos coactivadores y LXR, ademas de ligandos LXR.

Pelton y col., “Nuclear receptors as potential targets for modulating reverse cholesterol transport” Current Topics in
Medicinal Chemistry, vol. 5, n? 3, 2005, pag 265-281, es una revisién que describe la funcién de receptores nucleares
en la regulacion de genes que participan en el transporte de colesterol y moduladores sintéticos de estos receptores.
Informa que se ha mostrado que receptores nucleares de la familia de heterodimeros RXR regulan genes clave que
participan en el metabolismo de HDL e invierten el transporte de colesterol. Informa adicionalmente que los
moduladores de la familia de recetores heterodimeros RXR podrian producir el desarrollo de terapias novedosas
altamente eficaces para la prevencién y tratamiento de enfermedad aterosclerotica.

Resumen de la invencion

Un objeto de la presente invencién es proporcionar un procedimiento de identificacién de ligandos LXR que no
produzcan un efecto, por ejemplo, aumento, en concentraciones de colesterol LDL y/o triglicérido en plasma en un
mamifero.

Ademas, otro objeto de la presente invencion es proporcionar un procedimiento de medir faciimente los efectos de
ligandos LXR sobre lipidos plasmaticos.
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Ademas, otro objeto de la presente invencidn es proporcionar un kit que pueda usarse para identificar ligandos LXR
que no produzcan un efecto, por ejemplo, aumento, en la concentracion de colesterol LDL y/o triglicéridos en plasma en
un mamifero.

Como resultado de realizar amplios estudios para resolver los problemas anteriormente mencionados, los inventores
de la presente invencion encontraron que entre agonistas de LXR, ciertos agonistas de LXR tienen la funciéon de
aumentar la concentracion de colesterol por lipoproteinas de baja densidad (LDL), y que no se observan ligandos LXR
para los que hay baja actividad de unién entre LXRa y un coactivador especifico o solo se observa que aumentan
ligeramente las concentraciones de triglicéridos en plasma y/o colesterol LDL.

Los inventores de la presente invencion también descubrieron un procedimiento de medir facilmente si un ligando LXR
tiene o no la funcidon de aumentar la concentracion de triglicéridos en plasma y/o la concentracion de colesterol LDL
utilizando la actividad de unién entre LXR y un coactivador.

Ademas, los inventores de la presente invencion descubrieron un procedimiento de identificacion de ligandos LXR que
no tienen la funcién de afectar, por ejemplo, aumentar, la concentracién de triglicéridos en plasma y/o la concentracion
de colesterol LDL en un mamifero utilizando la actividad de unién entre LXR y un coactivador, conduciendo asi a la
completitud de la presente invencion.

La presente invencion proporciona un procedimiento para medir facilmente si un ligando LXR tiene o no la funcion de
afectar, por ejemplo, aumentar, la concentracion de triglicéridos en plasma y/o la concentracion de colesterol LDL en un
mamifero.

Ademas, la presente invencion proporciona un procedimiento de identificacién de ligandos LXR que no tienen la
funcion de afectar, por ejemplo, aumentar, la concentracion de triglicéridos en plasma y/o la concentracion de colesterol
LDL en un mamifero.

Ademas, la presente invencion proporciona un kit que puede usarse en un procedimiento de identificacion de ligandos
LXR que no produce un efecto significativo, por ejemplo, aumento, en la concentracion de la concentracion de
colesterol LDL y/o de triglicéridos en plasma en un mamifero.

Estas invenciones son del siguiente modo:

1) Un procedimiento de identificacion de un agente terapéutico o preventivo que afecta la concentracion de colesterol
LDL y/o de triglicéridos en plasma en un mamifero, comprendiendo el procedimiento:

(i) proporcionar un heterodimero que comprende LXRa y RXRa,
(i) poner en contacto una sustancia de prueba con el heterodimero en presencia de un coactivador de LXR,;
(iii) medir la cantidad de coactivador unido al heterodimero;

(iv) comparar la cantidad de coactivador medida en la etapa (iii) con la cantidad de coactivador unido al
heterodimero en un control; y

(v) correlacionar la diferencia entre la cantidad de coactivador unido en presencia de la sustancia de prueba y
la cantidad de coactivador unido en el control en el que un aumento en la cantidad de coactivador unido en
presencia de la sustancia de prueba en comparacion con el control es indicativo de que la sustancia de
prueba tiene el efecto de aumentar la concentracion de colesterol LDL y/o de triglicéridos en plasma en un
mamifero.

2) El procedimiento segun 1), en el que el procedimiento es para identificar un agente terapéutico o preventivo que no
produce un aumento en colesterol LDL y/o plasma en un mamifero.

3) El procedimiento segun 1), en el que la sustancia de prueba es un ligando LXR.

4) El procedimiento segun 1) en el que el agente terapéutico o preventivo es para tratar o prevenir una enfermedad
seleccionada del grupo que consiste en arteriosclerosis, aterosclerosis, hiperlipidemia, enfermedades relacionadas con
los lipidos, una enfermedad inflamatoria mediada por citocinas inflamatorias, enfermedades autoinmunitarias,
enfermedad cardiovascular, enfermedad cerebrovascular, enfermedad renal, diabetes mellitus, complicaciones
diabéticas, obesidad, nefritis, hepatitis y enfermedad de Alzheimer.

5) El procedimiento segin 1), en el que el coactivador esta seleccionado del grupo que consiste en PGC-1a (receptor
activado por proliferador de peroxisomas de Homo sapiens, coactivador gamma 1, alfa), TIF-2 (coactivador 2 de
receptor nuclear de Homo sapiens), ASC-2 (cointegrador 2 de sefal activante), SRC-1 (coactivador 1 de receptor
esteroide humano), DAN1 (region critica de hipoplasia suprarrenal congénita (AHC) de inversion de sexo sensible a la
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dosificacién sobre el cromosoma X, gen 1), PNRC (proteina correguladora de receptor nuclear rico en prolina),
TRAP220 (proteina 220 asociada a receptor de la hormona tiroidea), PERC (coactivador 1 gamma de receptor activado
por proliferador de peroxisomas beta) y ACTR (coactivador 3 de receptor esteroideo).

6) El procedimiento segun 1), en el que el coactivador es un péptido que tiene una secuencia de aminodcidos
seleccionada del grupo que consiste en SEC ID N2: 16, SEC ID N% 17, SEC ID N2 18, SEC ID N%: 19, SEC ID N¢: 20,
SEC ID N2: 21, SEC ID N2%: 22, SEC ID N¢: 23, SEC ID N2: 24, SEC ID N%: 25, SEC ID N: 26, SEC ID N2: 27, SEC ID N2
28 y variantes de las mismas.

7) El procedimiento segin 1), en el que el LXRa es un polipéptido LXRa de longitud completa humano que tiene la
secuencia de aminodcidos de SEC ID N2 2 o una variante de la misma que tiene al menos el 80% de identidad con
SEC ID N2: 2, o una proteina fusionada que contiene dicho polipéptido.

8) El procedimiento segun 1), en el que el LXRa es un sitio de unién a ligando de LXRa de longitud completa humano
que tiene la secuencia de aminoacidos del aminoacido n°® 164 a 447 de SEC ID N% 2 o una variante de la misma que
tiene al menos el 80% de identidad con el aminodcido n® 164 a 447 de SEC ID N 2, o una proteina fusionada que
contiene dicho polipéptido.

9) El procedimiento segun 1), en el que el RXRa es un polipéptido RXRa de longitud completa humano que tiene la
secuencia de aminoacidos de SEC ID N2 4 o una variante de la misma que tiene al menos el 80% de identidad con
SEC ID N2 4, o una proteina fusionada que contiene dicho polipéptido.

10) El procedimiento segun 1), en el que el RXRa es un sitio de unién a ligando de RXRa de longitud completa humano
que tiene la secuencia de aminoacidos del aminoacido n? 201 a 462 de SEC ID N 4 o una variante de la misma que
tiene al menos el 80% de identidad con el aminoacido n® 201 a 462 de SEC ID N 4, o una proteina fusionada que
contiene dicho polipéptido.

11) El procedimiento segun 1), en el que la cantidad de coactivador unido al heterodimero se mide usando un ensayo
de FRET.

12) El procedimiento segun 1), en el que LXRa y/o RXRa se proporcionan usando células que expresan LXRa y/o
RXRo.

13) El procedimiento segun 1), en el que LXRa y/o RXRa se proporcionan usando células que expresan LXRa y/o
RXRa como una proteina exégena.

14) El procedimiento segln 1), en el que LXRa y/o RXRa se proporcionan usando células que expresan LXRa y/o €l
RXRa como una proteina endégena.

15) Un kit que se usa para una cualquiera de 1) a 14), comprendiendo el kit un primer polipéptido que comprende un
sitio de union a ligando de un polipéptido LXRa humano que comprende la secuencia de amino&cidos del aminoacido
n® 164 a 447 de SEC ID N° 2 o una variante de la misma que tiene al menos el 80% de identidad con el aminoacido n®
164 a 447 de SEC ID N° 2; un segundo polipéptido que comprende un sitio de unién a ligando de un polipéptido RXRa
de longitud completa humano que comprende la secuencia de aminoacidos del aminoacido n® 201 a 462 de SEC ID N°
4 o0 una variante de la misma que tiene al menos el 80% de identidad con el aminoacido n® 201 a 462 de SEC ID N° 4;y
un coactivador seleccionado del grupo que consiste en PGC-1a. (receptor activado por proliferador de peroxisomas de
Homo sapiens, coactivador gamma 1, alfa), TIF-2 (coactivador 2 de receptor nuclear de Homo sapiens), ASC-2
(cointegrador 2 de sefial activante), SRC-1 (coactivador 1 de receptor esteroide humano), DAX1 (region critica de
hipoplasia suprarrenal congénita (AHC) de inversion de sexo sensible a la dosificacién sobre el cromosoma X, gen 1),
PNRC (proteina correguladora de receptor nuclear rico en prolina), TRAP220 (proteina 220 asociada a receptor de la
hormona tiroidea), PERC (coactivador 1 gamma de receptor activado por proliferador de peroxisomas beta) y ACTR
(coactivador 3 de receptor esteroideo).

16. Un kit segun 15), en el que el primer polipéptido comprende un polipéptido LXRa de longitud completa humano que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID N® 2 o una variante de la misma que tiene al menos el 80% de
identidad con SEC ID N® 2; y el segundo polipéptido comprende un polipéptido RXRa de longitud completa humano
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 4 o una variante de la misma que tiene al menos el 80% de
identidad con SEC ID N? 4, en el que el polipéptido LXRa de longitud completa humano comprende el sitio de unién a
ligando del polipéptido LXRo humano y el polipéptido RXRa de longitud completa humano comprende el sitio de unién
a ligando del polipéptido RXRo. humano.

17) Un kit seguin 15), en el que el primer y segundo polipéptidos forman juntos un polipéptido fusionado.

18) Un kit que comprende primer y segundo polinucleétidos que codifican el primer y segundo polipéptidos como se
define en cualquiera de 15) a 17), respectivamente; y un coactivador seleccionado del grupo que consiste en PGC-1a
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(receptor activado por proliferador de peroxisomas de Homo sapiens, coactivador gamma 1, alfa), TIF-2 (coactivador 2
de receptor nuclear de Homo sapiens), ASC-2 (cointegrador 2 de sefial activante), SRC-1 (coactivador 1 de receptor
esteroide humano), DAX1 (region critica de hipoplasia suprarrenal congénita (AHC) de inversion de sexo sensible a la
dosificacién sobre el cromosoma X, gen 1), PNRC (proteina correguladora de receptor nuclear rico en prolina),
TRAP220 (proteina 220 asociada a receptor de la hormona tiroidea), PERC (coactivador 1 gamma de receptor activado
por proliferador de peroxisomas beta) y ACTR (coactivador 3 de receptor esteroideo).

19) Un kit segun cualquiera de 15 a 18, en el que el coactivador es un polipéptido que comprende una secuencia de
aminodacidos seleccionada del grupo que consiste en SEC ID N2 16, SEC ID N2 17, SEC ID N2 18, SEC ID N® 19, SEC
ID N© 20, SEC ID N2 21, SEC ID N2 22, SEC ID N° 23, SEC ID N¢ 24, SEC ID N¢ 25, SEC ID N? 26, SEC ID N2 27, SEC
ID N© 28 y variantes de las mismas.

20) Un kit que comprende un vector recombinante que contiene el primer y segundo polinucleétidos como se define en
18) y un coactivador seleccionado del grupo que consiste en PGC-1a (receptor activado por proliferador de
peroxisomas de Homo sapiens, coactivador gamma 1, alfa), TIF-2 (coactivador 2 de receptor nuclear de Homo
sapiens), ASC-2 (cointegrador 2 de sefial activante), SRC-1 (coactivador 1 de receptor esteroide humano), DAX1
(region critica de hipoplasia suprarrenal congénita (AHC) de inversién de sexo sensible a la dosificacion sobre el
cromosoma X, gen 1), PNRC (proteina correguladora de receptor nuclear rico en prolina), TRAP220 (proteina 220
asociada a receptor de la hormona tiroidea), PERC (coactivador 1 gamma de receptor activado por proliferador de
peroxisomas beta) y ACTR (coactivador 3 de receptor esteroideo).

21) Un kit seguin 20) en el que el vector recombinante es un vector de expresion.

22) Un kit que comprende células huésped transformadas con un vector recombinante como se define en 20) o0 21), y
un coactivador seleccionado del grupo que consiste en PGC-1a. (receptor activado por proliferador de peroxisomas de
Homo sapiens, coactivador gamma 1, alfa), TIF-2 (coactivador 2 de receptor nuclear de Homo sapiens), ASC-2
(cointegrador 2 de sefial activante), SRC-1 (coactivador 1 de receptor esteroide humano), DAX1 (region critica de
hipoplasia suprarrenal congénita (AHC) de inversion de sexo sensible a la dosificacién sobre el cromosoma X, gen 1),
PNRC (proteina correguladora de receptor nuclear rico en prolina), TRAP220 (proteina 220 asociada a receptor de la
hormona tiroidea), PERC (coactivador 1 gamma de receptor activado por proliferador de peroxisomas beta) y ACTR
(coactivador 3 de receptor esteroideo).

23) Un kit seglin 22), en el que las células huésped son células de mamifero.

24) Un procedimiento de deteccion de un aumento en el nivel de concentracion de colesterol LDL y/o de triglicéridos en
plasma en un mamifero que comprende:

(i) poner en contacto una muestra bioldgica, por ejemplo, sangre, plasma, higado, intestino, grasa, rifnén,
glandula suprarrenal, musculo o células del sistema hematopoyético, recogidas de un mamifero con un
heterodimero que comprende LXRa y RXRa, en presencia de un coactivador de LXR,

(i) repetir dicha etapa de puesta en contacto (i) con una muestra de control;
(ii) medir la cantidad de coactivador unido al heterodimero;

(iv) comparar la cantidad de coactivador unido al heterodimero en la muestra biologica recogida del mamifero
y el coactivador unido al heterodimero en la muestra de control; y

(v) determinar que el mamifero tiene un elevado nivel de concentracién de colesterol LDL y/o de triglicéridos
en plasma cuando la cantidad de coactivador unido al heterodimero en la muestra biolégica es mayor que la
cantidad de coactivador unido al heterodimero en el control.

25) Un procedimiento de diagnostico de un estado de enfermedad en un mamifero que comprende:

(i) poner en contacto una muestra biolégica, por ejemplo, sangre, plasma, higado, intestino, grasa, rifién,
glandula suprarrenal, musculo o células del sistema hematopoyético, recogidas de un mamifero con un
heterodimero que comprende LXRa y RXRa, en presencia de un coactivador de LXR;

(ii) repetir dicha etapa de puesta en contacto (i) con una muestra de control;
(iii) medir la cantidad de coactivador unido al heterodimero;

(iv) comparar la cantidad de coactivador unido al heterodimero en la muestra bioldgica recogida del mamifero
y el coactivador unido al heterodimero en la muestra de control; y

(v) determinar que el mamifero esta en un estado de enfermedad cuando la cantidad de coactivador unido al
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heterodimero en la muestra biolégica es mayor que la cantidad de coactivador unido al heterodimero en el
control, que es indicativo de un aumento en el nivel de concentracion de colesterol LDL y/o de triglicéridos en
plasma, en el mamifero, en el que el estado de enfermedad esta seleccionado del grupo que consiste en (a)
arteriosclerosis, (b) aterosclerosis, (c) hiperlipidemia, (d) una enfermedad relacionada con los lipidos, (e) una
enfermedad inflamatoria mediada por una citocina inflamatoria, (f) una enfermedad autoinmunitaria, (g) una
enfermedad cardiovascular, (h) una enfermedad cerebrovascular, (i) una enfermedad renal, (j) diabetes
mellitus, (k) una complicacién diabética, (I) obesidad, (m) nefritis, (n) hepatitis, (0) un tumor, (p) enfermedad de
Alzheimer y (q) arteriosclerosis producida por una o0 mas de las enfermedades (c) a (o).

26) El procedimiento seguin 24) o 25), en el que el mamifero es un ser humano.
27) El procedimiento segln 26), en el que la muestra biolégica es una muestra de sangre.
28) El procedimiento segun 27), en el que el coactivador es un coactivador de LXR.

29) El procedimiento segin 28), en el que el coactivador esta seleccionado del grupo que consiste en PGC-1a
(receptor activado por proliferador de peroxisomas de Homo sapiens, coactivador gamma 1, alfa), TIF-2 (coactivador 2
de receptor nuclear de Homo sapiens), ASC-2 (cointegrador 2 de sefial activante), SRC-1 (coactivador 1 de receptor
esteroide humano), DAX1 (region critica de hipoplasia suprarrenal congénita (AHC) de inversion de sexo sensible a la
dosificacién sobre el cromosoma X, gen 1), PNRC (proteina correguladora de receptor nuclear rico en prolina),
TRAP220 (proteina 220 asociada a receptor de la hormona tiroidea), PERC (coactivador 1 gamma de receptor activado
por proliferador de peroxisomas beta) y ACTR (coactivador 3 de receptor esteroideo).

Descripcion detallada de las realizaciones preferidas
1. Explicacion de términos

El término “afectan la concentracion de triglicéridos en plasma” como se usa en el presente documento pretende
significar el uso de ligando LXR como agente terapéutico o preventivo en regular/monitorizar los niveles de
concentracién de colesterol LDL y de triglicéridos en plasma en un mamifero, inhibiendo, previniendo, mejorando o
reduciendo asi el riesgo de manifestacion de una condicién de enfermedad metabdlica, tal como aterosclerosis o un
evento de enfermedad aterosclerdtica.

En la presente memoria descriptiva, el término “enfermedades relacionadas con la arteriosclerosis” se refiere a
enfermedades que estan presentes con sintomas de arteriosclerosis durante la evolucion de la enfermedad desde el
momento de la aparicién, o enfermedades producidas por arteriosclerosis. Ademas, en la presente memoria
descriptiva, enfermedades relacionadas con la arteriosclerosis se refieren a enfermedades para las que todos o una
parte de los sintomas mejoran suprimiendo la exacerbacién de sintomas de arteriosclerosis, mejorando sintomas de
arteriosclerosis, curando sintomas de arteriosclerosis, previniendo la apariciéon de sintomas de arteriosclerosis o
tratando la enfermedad causante.

Ejemplos de enfermedades relacionadas con la arteriosclerosis incluyen arteriosclerosis, aterosclerosis, hiperlipidemia,
enfermedades relacionadas con los lipidos, enfermedades inflamatorias mediadas por citocinas inflamatorias,
enfermedades autoinmunitarias, enfermedades cardiovasculares, enfermedades cerebrovasculares.

La arteriosclerosis producida por una o mas enfermedades seleccionadas de hiperlipidemia, enfermedades
relacionadas con los lipidos, enfermedades inflamatorias mediadas por citocinas inflamatorias, enfermedades
autoinmunitarias, enfermedades cardiovasculares, enfermedades cerebrovasculares, enfermedades renales, diabetes
mellitus, complicaciones diabéticas, obesidad también se incluyen en las enfermedades relacionadas con
arteriosclerosis de la presente invencién.

2. Ligandos LXR

Aunque ejemplos de ligandos LXR incluyen los compuestos indicados a continuacién, no hay limitaciones particulares
sobre tales compuestos en tanto que sean ligandos LXR. Por ejemplo, sustancias identificadas como ligandos LXR
basandose en la funcion de promover la expresion de ARNm de ABCAT1, la cantidad de colesterol saliente, la actividad
de salida de colesterol 0 mediante el procedimiento descrito en un ensayo de co-transfeccién, por ejemplo (documento
W02003/106435, Ejemplo 3 de prueba) también pueden usarse como ligandos LXR en la presente invencion.

Ejemplos de ligandos LXR incluyen: el Compuesto 12 descrito en la pagina 55 de la Publicacién internacional
W0O2000/054759 (N-(2,2,2-trifluoroetil)-N-{4-[2,2,2-trifluoro-1-hidroxi-1-(trifluorometil)etillfenil}bencenosulfonamida),
acido 3-cloro-4-(3-(2-propil-3-trifluorometil-6-benz-[4,5]-isooxazoloxi)propiltio)fenilacético descrito en el Ejemplo 20 en la
pagina 70 del documento WO1997/028137, 1-(2-metoxietil)-4-[(4-metoxifenil)amino]-3-fenil-5-tioxo-1,5-dihidro-2H-pirrol-
2-ona descrita en la pagina 41 de la Publicacion internacional W0O2005/005416, 2-metil-N-{5-[2,2,2-trifluoro-1-hidroxi-1-
(trifluorometil)etil]-1,3-tiazol-2il}propanamida descrita en la pagina 37 del documento WO03/090869, 1-[(6-fluoro(2H,4H-
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benzo[e]1,3-dioxin-8-il))metoxi]-2-nitrobenceno descrito en la pagina 27 del documento WO02/46181, 1-[1-(4-
ciclohexilbenzoil)-4-fenilpiperidin-4-illetanona descrita en la pagina 20 del documento W0O2004/076418, acido 2-(3-{3-
[[2-cloro-3-(trifluorometil)bencil](2,2-difeniletil)amino]propoxi}-fenil)acético descrito en la pagina 46 del documento
W002/24632, 4-amino-1-(2-cloro-6-fluorobencil)-2-piperidin-1-il-1H-imidazol-5-carboxilato de metilo descrito en la
pagina 59 del documento W0O2004/009091, 2,4-dihidroxi-3-propil-1',1',1"-trifluoroacetofenona descrita en la pagina 24
del documento WO03/045382, acido 3-cloro-4-(3-(3-etil-7-propil-6-benz-[4,5]-isoxazoloxi)propiltio)fenilacético descrito
en la péagina 42 del documento WQ097/28137, 3-[({2-[(2,2-dimetilpropanoil)tio]metil}-N-(4-metoxilbencil)benzamida
descrita en la péagina 24 del documento W02004/026816, N-(2-{[6-cloro-1,3-benzodioxol-5-iljmetil}tiofenil)-2,2,2-
trifluoroacetamida descrita en la pagina 29 del documento WO03/059874, sal de clorhidrato de 2-(3-{3-[(2-cloro-3-
(trifluorometil)-bencil)-(2,2-difenil)-amino]-propoxi}fenil)-1-morfolin-4-il-etanona descrita en la pagina 45 del documento
WQ02004/043939, sal de clorhidrato de &cido (R)-2-(3-{3-[[cloro-3-(trifluorometil)bencil](2,2-difeniletil)amino]-2-metil-
propoxi}-fenil)acético descrita en la pagina 43 del documento W003/082802, N-6xido de éacido 2-(3-{3-[[2-cloro-3-
(trifluorometil)bencil](2,2-difeniletil)amino]propoxi}-fenil)acético descrito en la pagina 55 del documento WO03/082205,
N-(4-{1-hidroxi-1-[1-(2-metoxietil)-1 H-pirrol-2-il]-etil}-fenil)-N-metil-bencenosulfonamida descrita en la péagina 33 del
documento WOO03/063796, N-metil-N-[2-metil-4-(2,2,2-trifluoro-1-hidroxi-1-fenetil)]-bencenosulfonamida descrita en la
pagina 29 del documento WOO03/063576, acido [4-({3-[3-bencil-8-(trifluorometil)quinolin-4-il[fenoxi}metil)feniljacético
descrito en la pagina 86 del documento WO05/058834, &acido [4-({3-(2-metil-7-(trifluorometil)-2H-indazol-3-
ilyfenoxi)metil)fenillacético descrito en la pagina 251 del documento WO06/017384.

Ejemplos de ligandos LXR también incluyen compuestos que tienen la estructura (1) a (165) mostrada en “Recent
Patents on Cardiovascular Drug Discovery, 2006, 1, 21-46".

3. Preparacion de LXRa, LXRpB y RXRa

LXRa, LXRB y RXRa humanos no se limitan a sus proteinas de longitud completa, sino que también pueden ser
péptidos parciales que comprenden sus secuencias parciales en tanto que contengan el dominio de unién a ligando.
Un LXRa de longitud completa humano tiene una secuencia de aminoacidos de SEC ID N 2 o una variante de la
misma que tiene la capacidad de unirse a ligando. Un RXRa de longitud completa humano tiene una secuencia de
aminoacidos de SEC ID N 4 o una variante de la misma que tiene la capacidad de unirse a ligando. Un LXRp de
longitud completa humano tiene una secuencia de aminoacidos de SEC ID N®: 6 o una variante de la misma que tiene
la capacidad de unirse a ligando. Adecuadamente, el grado de identidad de variantes de polipéptido con SEC ID N: 2 0
4 6 6 es al menos el 80%, al menos el 90% o al menos el 95% o el 100%. El grado de identidad de una variante se
evalla preferentemente por software informatico, tal como el programa BLAST que usa un algoritmo para realizar
busquedas de homologia. Ademas, también pueden ser proteinas que se producen naturalmente adquiridas de células
derivadas de humano, y también pueden ser proteinas adquiridas de células recombinantes génicas disefiadas para
expresar dicha proteina por un gen que se ha clonado por PCR, etc. Ademas, estas proteinas pueden purificarse o
purificarse solo parcialmente.

Ademas, proteinas fusionadas, en las que otras secuencias de aminoacidos se han afnadido a LXRa humano, LXRp
humano y RXRa humano o sus péptidos parciales, también estan incluidas en LXRa humano, LXRB humano, RXRa
humano y sus péptidos parciales. Ejemplos de proteinas fusionadas incluyen, pero no se limitan a, proteinas
fusionadas a marca de histidina, proteinas fusionadas a FLAG y proteinas fusionadas a GFP y otras fluorescentes.

El gen LXRa humano esté registrado en GenBank como el nimero de acceso U22662 (véase P.J. Willy y col., Genes
Dev. 9 (9), 1033-1045,1995, nimeros de nucleétidos 597 a 1379).

El gen LXRpB humano esta registrado en GenBank como el numero de acceso U07132 (véase P.J. Willy y col., Genes
Dev. 9 (9), 1033-1045, 1995).

El gen RXRa humano esta registrado en GenBank como el nimero de acceso X52773.
4. Preparacion del coactivador

Ejemplos de coactivadores de LXR incluyen PGC-1a (receptor activado por proliferador de peroxisomas de Homo
sapiens, gamma, coactivador 1, alfa), TIF-2 (coactivador 2 de receptor nuclear de Homo sapiens), ASC-2 (cointegrador
2 de sefal activante), SRC-1 (coactivador 1 de receptor esteroide humano), DAX1(region critica de hipoplasia
suprarrenal congénita (AHC) de inversiéon de sexo sensible a la dosificacién sobre el cromosoma X, gen 1), PNRC
(proteina correguladora de receptor nuclear rico en prolina), TRAP220 (proteina 220 asociada a receptor de la hormona
tiroidea), PERC (coactivador 1 gamma de receptor activado por proliferador de peroxisomas beta), ACTR (coactivador
3 de receptor esteroideo). Los coactivadores no se limitan a proteinas de longitud completa, sino que también pueden
usarse péptidos parciales que contienen un motivo LXXLL (en el que L representa leucina y X representa un
aminodcido arbitrario). El péptido seleccionado del grupo que tiene una secuencia de aminoacidos de SEC ID N¢: 16,
SEC ID N2: 17, SEC ID N%: 18, SEC ID N°: 19, SEC ID N2: 20, SEC ID N%: 21, SEC ID N2: 22, SEC ID N2: 23, SEC ID N%:
24, SEC ID N¢: 25, SEC ID N2 26, SEC ID N2: 27, SEC ID N% 28 y variantes de las mismas que contienen un motivo
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LXXLL también puede usarse como coactivador. Adecuadamente, el grado de identidad de variantes de polipéptido
para SEC ID N2 16, SEC ID N% 17, SEC ID N2: 18, SEC ID N% 19, SEC ID N®: 20, SEC ID N%: 21, SEC ID N2: 22, SEC
ID N2: 23, SEC ID N2: 24, SEC ID N¢: 25, SEC ID N2 26, SEC ID N2: 27, o SEC ID N: 28 es al menos el 80%, al menos
el 90% o al menos el 95% o el 100%. Estas proteinas también pueden ser proteinas que se producen naturalmente
adquiridas de células derivadas de humano, y también pueden ser proteinas adquiridas de células recombinantes de
genes disefiadas para expresar dicha proteina por un gen que se ha clonado por PCR, etc. Ademas, pueden usarse
proteinas quimicamente sintetizadas.

La secuencia de nucleotidos de PGC-1a esta registrada en GenBank como n? de acceso NM_013261. La secuencia de
nucledtidos de TIF-2 esta registrada en GenBank como n? de acceso NM_006540. La secuencia de nucleétidos de
ASC-2 esta registrada en GenBank como n® de acceso AF177388. La secuencia de nucleétidos de SRC-1 esta
registrada en GenBank como n? de acceso U90661. La secuencia de nucledtidos de DAX1 esta registrada en GenBank
como n° de acceso NP_000466. La secuencia de nucledtidos de PNRC esta registrada en GenBank como n? de
acceso NM_000044. La secuencia de nucledtidos de TRAP220 esta registrada en GenBank como n® de acceso
NM_004774. La secuencia de nucleotidos de PERC esta registrada en GenBank como n® de acceso NM_133263. La
secuencia de nucleétidos de ACTR esté registrada en GenBank como n® de acceso AF012108.

5. Procedimiento de evaluacién de la funcién de aumentar los niveles de colesterol LDL y/o de triglicéridos en plasma
por ligandos LXR

Si un ligando LXR tiene o no la funcién de aumentar las concentraciones de colesterol LDL en plasma y/o triglicéridos
en plasma puede evaluarse por si dicho ligando LXR aumenta o no la cantidad de union entre LXRa y al menos un
coactivador seleccionado de PGC-1a, TIF-2, ASC-2, SRC-1, DAX1, PNRC, TRAP220, PERC y ACTR. Mas
especificamente, este procedimiento contiene las siguientes etapas de 1) o0 2):

1)

i) una etapa de poner en contacto un heterodimero que comprende LXRa y RXRo con un
coactivador de LXR y una sustancia de prueba;

ii) una etapa de medir la cantidad de coactivador unido al heterodimero; y,

iii) una etapa de comparar la cantidad de coactivador medida en la etapa ii) con la cantidad de
coactivador unido al heterodimero medida en el caso de no poner en contacto el heterodimero con la
sustancia de prueba.

i) una etapa de poner en contacto un heterodimero que comprende LXRa y RXRo con un
coactivador de LXR y una sustancia de prueba;

ii) una etapa de medir la cantidad de coactivador unido al heterodimero;

iii) una etapa de comparar la cantidad de coactivador medida en la etapa ii) con la cantidad de
coactivador unido al heterodimero medida en el caso de no poner en contacto el heterodimero con la
sustancia de prueba; y,

iv) una etapa de juzgar el ligando LXR para que tenga la funcién de aumentar la concentracion de
colesterol LDL en plasma y/o de triglicéridos en plasma en el caso de que la cantidad de coactivador
medida en la etapa ii) aumente en comparacién con la cantidad de coactivador unido al heterodimero
medida en el caso de no poner en contacto el heterodimero con la sustancia de prueba.

Lo siguiente proporciona una explicacion de cada etapa.
1)
Etapa 1)-i):

Un heterodimero que comprende LXRa y RXRa puede obtenerse mezclando LXRa y RXRoa adquiridos segun el
procedimiento descrito en la seccién anteriormente mencionada titulada “3. Preparacién de LXRa, LXRB y RXRa".

Ademas, un heterodimero de LXRa y RXRa puede adquirirse, por ejemplo, produciendo un vector que co-expresa una
proteina fusionada del dominio de unién a ligando (amino&cido n® 164 a 447 de SEC ID N% 2 del Listado de
secuencias) de LXRa humano (SEC ID N% 2) y marca tag, y una proteina fusionada del dominio de unién a ligando
(aminoacido n® 201 a 462 de SEC ID N 4 del Listado de secuencias) de RXRa (SEC ID N%: 4) y FLAG, y purificando la
proteina expresada por un recombinante transformado con dicho vector de expresion.
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Ademas, un heterodimero que comprende LXRpB y RXRa usado para un experimento comparativo puede adquirirse,
por ejemplo, produciendo un vector que co-expresa una proteina fusionada del dominio de unién a ligando (aminoacido
n® 155 a 461 de SEC ID N?: 6 del Listado de secuencias) de LXRB humano (SEC ID N°: 6) y marca tag, y una proteina
fusionada del dominio de unién a ligando (amino&cido n® 201 a 462 de SEC ID N 4 del Listado de secuencias) de
RXRa (SEC ID N2 4) y FLAG, y purificando la proteina expresada por un recombinante transformado con dicho vector
de expresion.

Los coactivadores de LXR explicados en la seccion titulada “4. Preparacion de coactivador” pueden usarse para el
coactivador de LXR.

Las sustancias descritas en la seccion titulada “2. Ligandos LXR” pueden usarse para la sustancia de prueba.

Ademas, un tampdn para controlar el pH, o anticuerpo para detectar la proteina fusionada, puede afiadirse a la
disolucion de reaccién segun sea necesario.

Estos materiales se mezclan entonces y se someten a la reaccion, por ejemplo, descrita a continuacion.
Condiciones de temperatura: 0 °C a 40 °C, y preferentemente 4 °C

Disolucién de reaccion pH: 6 a 9, y preferentemente 7,4

Tiempo de reaccion: 1 minuto a 48 horas, y preferentemente 17 horas

La reaccién puede llevarse a cabo usando, por ejemplo, una placa de ensayo de 384 pocillos.

Etapa 1)-ii):

Un ejemplo de un procedimiento para medir la cantidad de coactivador unido al heterodimero se describe a
continuacion.

En el caso de llevar a cabo la reaccion en una placa de ensayo usando un coactivador en el que el extremo N se ha
biotinilado, la placa se somete a luz de excitacién a 337 nm con un lector de placas fluorescente tras completarse la
reaccion, se determina la intensidad fluorescente (A) a 665 nm y la intensidad fluorescente (B) a 620 nm y el valor
medido a 655 nm se divide entre el valor medido a 620 nm, seguido de multiplicar el valor resultante por 1000 para
determinar (C).

C = (A/B) x 1000
A: Intensidad fluorescente a 665 nm
B: Intensidad fluorescente a 620 nm
Etapa 1)-iii):

El valor anterior de (C) se divide entre el valor (C') obtenido en el mismo experimento, excepto que no se afade la
sustancia de prueba, y ese valor se multiplica por 100 para determinar la actividad relativa con respecto al control (R: %
de control). La férmula de calculo es como se muestra a continuacién.

C'=(A'/B")x1000
R=C/C'x100
A': Intensidad fluorescente a 665 nm en el caso de llevar a cabo la reaccion sin afiadir la sustancia de prueba

B': Intensidad fluorescente a 620 nm en el caso de llevar a cabo la reaccién sin afadir la sustancia de prueba

Esto significa que cuanto mayor sea la actividad relativa (R), mayor serd la cantidad unida de coactivador en
comparacién con el control al que no se afade ligando LXR.

En el caso de que la actividad relativa (R) sea superior a 100, puede juzgarse que la cantidad de coactivador aumenta
como resultado de poner en contacto el heterodimero con la sustancia de prueba. Puede juzgarse que una sustancia
de prueba tiene menos de una funcién que aumenta la concentracién de colesterol LDL y/o la concentracion de
triglicéridos en plasma cuando mas proximo sea a 100 su valor de actividad relativa.

En el caso de que la actividad relativa de una sustancia de prueba sea superior a la actividad relativa determinada para
un ligando LXR para el que se esta investigando la funciéon de aumentar la concentracion de colesterol LDL y/o de
triglicéridos en plasma (denominado “Compuesto X”), puede juzgarse que la funcion de aumentar la concentracién de
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colesterol LDL y/o de triglicéridos en plasma de la sustancia de prueba es mas fuerte que la del Compuesto X.

En el caso de que la actividad relativa de una sustancia de prueba sea inferior a la actividad relativa determinada para
el Compuesto X, puede juzgarse que la funciéon de aumentar la concentracion de colesterol LDL y/o de triglicéridos en
plasma de la sustancia de prueba es mas débil que la del Compuesto X.

Si se comparan las actividades relativas determinadas para una pluralidad de sustancias de prueba, puede juzgarse
que una sustancia de prueba tiene una funcién mas débil de aumentar la concentracién de colesterol LDL y/o de
triglicéridos en plasma cuanto menor sea su actividad relativa.

2)
Las Etapas 2)-i), 2)-ii) y 2)-iii) son las mismas que las etapas 1)-i), 1)-ii) y 1)-iii) anteriormente mencionadas.
Etapa 2)-iv):

Como se explicé en 1)-iii) anteriormente mencionada, puede juzgarse que una sustancia de prueba es una sustancia
que tiene menos funcién que el aumento de la concentracion de colesterol LDL y/o de triglicéridos en plasma cuanto
mas proximo sea a 100 su valor de actividad relativa. En cambio, en el caso de que su actividad relativa sea superior a
100, puede juzgarse que la sustancia de prueba tiene una funcién que aumenta la concentracion de colesterol LDL y/o
de triglicéridos en plasma.

En el caso de que la actividad relativa de una sustancia de prueba sea superior a la actividad relativa determinada para
un ligando LXR para el que se esta investigando la funciéon de aumentar la concentracion de colesterol LDL y/o de
triglicéridos en plasma (denominado “Compuesto X”), puede juzgarse que la funciéon de aumentar la concentracién de
colesterol LDL y/o de triglicéridos en plasma de la sustancia de prueba es mas fuerte que la del Compuesto X.

En el caso de que la actividad relativa de una sustancia de prueba sea inferior a la actividad relativa determinada para
el Compuesto X, puede juzgarse que la funcién de aumentar la concentracion de colesterol LDL y/o de triglicéridos en
plasma de la sustancia de prueba es mas débil que la del Compuesto X.

Si se comparan las actividades relativas determinadas para una pluralidad de sustancias de prueba, puede juzgarse
que una sustancia de prueba tiene una funcién mas débil de aumentar la concentracién de colesterol LDL y/o de
triglicéridos en plasma cuanto menor sea su actividad relativa.

Ademas, en 1) y 2) anteriormente mencionadas, ademas de basarse en la actividad relativa con respecto a un Unico
coactivador, la actividad relativa también puede evaluarse exhaustivamente para una pluralidad de coactivadores para
juzgar la funcién de aumentar la concentracién de colesterol LDL en plasma y/o de triglicéridos en plasma de una
sustancia de prueba.

6. Procedimiento para identificar sustancias que tienen poca o ninguna funciéon de aumentar la concentracién de
colesterol LDL y/o de triglicéridos en plasma de un ligando LXR

Las siguientes etapas hacen posible adquirir un ligando LXR que tiene poca o ninguna funcién de aumentar la
concentracién de colesterol LDL y/o de triglicéridos en plasma:

i) una etapa de poner en contacto un heterodimero que comprende LXRa y RXRa con un coactivador de LXR y
una sustancia de prueba;

ii) una etapa de medir la cantidad de coactivador unido al heterodimero;

iii) una etapa de comparar la cantidad de coactivador medida en la etapa ii) con la cantidad de coactivador unido
al heterodimero medida en el caso de no poner en contacto el heterodimero con la sustancia de prueba; y,

iv) una etapa de juzgar que el ligando LXR tiene la funcién de no aumentar la concentraciéon de LDL en plasma
y/o concentracion de triglicéridos en plasma en el caso de que la cantidad de coactivador medida en la etapa ii)
no sea superior a la cantidad de coactivador unido al heterodimero medida en el caso de no poner en contacto
el heterodimero con la sustancia de prueba.

Estas etapas pueden llevarse a cabo por el mismo procedimiento que el procedimiento descrito en la seccion
anteriormente mencionada titulada “5. Procedimiento de evaluacion de la funcion de aumentar niveles de colesterol
LDL y/o de triglicéridos en plasma por ligandos LXR”.

El término “la cantidad de coactivador medida en la etapa ii) no es superior a” se refiere a al menos una de las
siguientes condiciones: a) la actividad relativa es aproximadamente 100, b) se demuestra que la actividad relativa es
aproximadamente igual a o inferior a la actividad relativa determinada para un ligando LXR que se sabe que tiene poco
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0 ningun efecto de aumentar la concentracion de colesterol LDL en plasma y/o de triglicéridos en plasma.

Segun este procedimiento, una sustancia identificada por tener poca o ninguna funcién de aumentar la concentracién
de colesterol LDL y/o de triglicéridos en plasma puede ser un agente terapéutico o preventivo de una o mas de las
enfermedades seleccionadas de las enfermedades de (a) a (q) indicadas a continuacién.

(a) arteriosclerosis;

(b) aterosclerosis;

(c) hiperlipidemia;

(d) enfermedades relacionadas con los lipidos;

(e) enfermedades inflamatorias mediadas por citocinas inflamatorias;

(f) enfermedades autoinmunitarias;

(9) enfermedades cardiovasculares;

(h) enfermedades cerebrovasculares;

(i) enfermedades renales;

(j) diabetes mellitus;

(k) complicaciones diabéticas;

() obesidad;

(m) nefritis;

(n) hepatitis;

(o) tumor;

(p) enfermedad de Alzheimer;y

(g) arteriosclerosis producida por una o0 mas de las enfermedades seleccionadas de (c) a (0).
7. Un kit para identificar ligando LXR

Puede usarse un kit indicado a continuacién para identificar ligandos LXR que no aumentan la concentracion de
colesterol LDL y/o de triglicéridos en plasma en un mamifero, que comprenden uno o mas de los componentes
seleccionados del grupo que consiste en [A] a [L] a continuacion:

[A] un polipéptido LXRa de longitud completa humano, un polipéptido RXRa de longitud completa humano y
un coactivador seleccionado del grupo que consiste en PGC-1a (receptor activado por proliferador de
peroxisomas de Homo sapiens, coactivador gamma 1, alfa), TIF-2 (coactivador 2 de receptor nuclear de
Homo sapiens), ASC-2 (cointegrador 2 de sefal activante), SCR-1 (coactivador 1 de receptor esteroide
humano), DAX1 (region critica de hipoplasia suprarrenal congénita (AHC) de inversion de sexo sensible a la
dosificacién sobre el cromosoma X, gen 1), PNRC (proteina correguladora de receptor nuclear rico en prolina),
TRAP220 (proteina 220 asociada a receptor de la hormona tiroidea), PERC (coactivador 1 gamma de receptor
activado por proliferador de peroxisomas beta) y ACTR (coactivador 3 de receptor esteroideo),

en el que el polipéptido LXRa de longitud completa humano tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID N¢:
2 0 una variante de la misma que tiene al menos el 80% de identidad con SEC ID N: 2, y el polipéptido RXRa
de longitud completa humano tiene al menos el 80% de identidad con SEC ID N2: 4;

[B] un sitio de unién a ligando de un polipéptido descrito en [A], y uno cualquiera de los coactivadores
expuestos en [A],

en el que el sitio de unién a ligando de un polipéptido LXRa de longitud completa humano tiene la secuencia
de aminoacidos del aminoacido n? 164 a 447 de SEC ID N 2 o una variante de la misma que tiene al menos
el 80% de identidad con el aminoacido n® 164 a 447 de SEC ID N 2, y un sitio de unién a ligando de
polipéptido RXRa de longitud completa humano tiene la secuencia de aminoacidos del aminoacido n® 201 a
462 de SEC ID N2 4 o una variante de la misma que tiene al menos el 80% de identidad con el aminoacido n®
201 a 462 de SEC ID N 4;

11



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2438739 T3

[C] un polipéptido fusionado que contiene un sitio de unién a ligando expuesto en [B], y uno cualquiera de los
coactivadores expuestos en [A];

[D] un polipéptido expuesto en una cualquiera de [A] a [C], y un polipéptido que tiene una secuencia de
aminodacidos seleccionada del grupo que consiste en SEC ID N2 16, SEC ID N2 17, SEC ID N°: 18, SEC ID
Ne: 19, SEC ID N2 20, SEC ID N2 21, SEC ID N2 22, SEC ID N% 23, SEC ID N% 24, SEC ID N% 25, SEC ID
Ne: 26, SEC ID N¢: 27, SEC ID N®: 28 y variantes de las mismas;

[E] un polinucleétido que codifica un polipéptido descrito en [A], y uno cualquiera de los coactivadores
expuestos en [A];

[F] un polinucledtido que codifica un polipéptido descrito en [B], y uno cualquiera de los coactivadores
expuestos en [A];

[G] un polinucledtido que codifica un polipéptido descrito en [C], y uno cualquiera de los coactivadores
expuestos en [A];

[H] un polinucleétido expuesto en una cualquiera de [E] a [G], y un polipéptido que tiene una secuencia de
aminodacidos seleccionada del grupo que consiste en SEC ID N2%: 16, SEC ID N2 17, SEC ID N°: 18, SEC ID
Ne: 19, SEC ID N2 20, SEC ID N2 21, SEC ID N% 22, SEC ID N% 23, SEC ID N% 24, SEC ID N 25, SEC ID
Ne: 26, SEC ID N¢: 27, SEC ID N 28 y variantes de las mismas;

[1] un vector recombinante que contiene un polinucleétido expuesto en una cualquiera de [E] a [H], y uno
cualquiera de los coactivadores expuestos en [A];

[J] un vector recombinante expuesto en [I] que es un vector de expresién, y uno cualquiera de los
coactivadores expuestos en [A];

[K] células huésped transformadas con un vector recombinante expuesto en [I] o [J], y uno cualquiera de los
coactivadores expuestos en [A]; y

[L] células huésped expuestas en [K] que son células de mamifero, y uno cualquiera de los coactivadores
expuestos en [A].

Ejemplos

Aunque lo siguiente proporciona una explicacion mas detallada de la presente invencion mediante sus ejemplos de
prueba y ejemplos, la presente invencion no se limita a ésta.

Ejemplo 1 de prueba. Medicion de la actividad de salida de colesterol del ligando LXR (ensayo de salida de colesterol)

La actividad de salida de colesterol de dos tipos de ligandos LXR (Compuesto A (N-(2,2,2-trifluoroetil)-N-{4-[2,2,2-
trifluoro-1-hidroxi-1-(trifluorometil)etillfenil}bencenosulfonamida y Compuesto B (acido 3-cloro-4-(3-(2-propil-3-
trifluorometil-6-bent-[4,5]-isoxazoloxi)propiltio)fenilacético) se midié usando el procedimiento descrito a continuacién.

3 x 10° células THP-1 (ATCC n?: TIB-202) se diseminaron en una placa blanca de 96 pocillos (Costar), seguido de la
adicion de 12-miristato 13-acetato de forbol 200 nM (Sigma) y cultivo durante 24 horas a 37 °C en una estufa de
incubacion con COo.

A continuacion, alicuotas de 125 ul de medio (RPMI 1640 (Invitrogen) + 1% de suero bovino fetal (denominado en lo
sucesivo “SBF”, (Invitrogen)) que contenia 0,2 uCi/ml de 4-"*C-colesterol (Perkin-Elmer) se afadieron a cada pocillo,
seguido de cultivar adicionalmente durante 48 horas a 37 °C en una estufa de incubacion con CO..

Tras completarse el cultivo se afiadieron 100 pl de PBS que contenia 0,2% de albimina de suero bovino (denominada
en lo sucesivo “BSA”, (Sigma Chemical)) a cada pocillo para lavar las células. A continuacién se afadieron 100 pl de
RPMI 1640 que contenia apolipoproteina A1 (denominada en lo sucesivo “ApoA1”, (Biogenesis)) a una concentracion
final de 10 pg/ml, o RPMI 1640 que no contenia ApoA1, a cada pocillo. A continuacién se afadié una disolucion de
DMSO a los pocillos de manera que la concentracion final del Compuesto A (N-(2,2,2-trifluoroetil)-N-{4-[2,2,2-trifluoro-1-
hidroxi-1-(trifluorometil)etillfenil}bencenosulfonamida o el Compuesto B (acido 3-cloro-4-(3-(2-propil-3-trifluorometil-6-
benz-[4,5]-isoxazoloxi)propiltio)fenilacético) fue 0,01 uM, 0,1 uM y 1 uM cada uno y la concentracion final de DMSO fue
del 1%, seguido de cultivar durante 24 horas a 37 °C en una estufa de incubacion con COso.

Tras completarse el cultivo, la placa se centrifugdé durante 5 minutos a 1.000 rpm y 4 °C. 75 pl de medio en forma del
sobrenadante centrifugado se transfirieron a una placa Luma 96 de pocillos (Packard) y se dej6 secar. Por otra parte,
se afadieron 100 pl de PBS a cada pocillo de la placa en la que las células se habian depositado para lavar las células.
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Se anadieron alicuotas de 250 pl de Micro Scinti 20 (Packard) a cada pocillo de la placa que contenia las células
lavadas y se dejo que reposaran durante la noche, seguido de medir la radiactividad del medio y las células con un
contador de centelleo (Top Count, Packard). El porcentaje (%) de salida se calculé a partir de los valores medidos
usando la férmula de calculo mostrada a continuacion.

% de salida = (Radiactividad especifica del medio (cpm) / 75 x 100) / (Radiactividad especifica del medio (cpm) +
Radiactividad especifica de las células (cpm)) x 100

Al valor de % de salida obtenido del Compuesto A a una concentracion de 1 uM se le asigné un valor de 100, y los
otros resultados se convirtieron basandose en este valor para determinar la actividad relativa (Tabla 1). El Compuesto
Ay el Compuesto B demostraron actividad de salida de colesterol de aproximadamente el 50% a una concentracion
final de 0,01 uM, demostraron actividad de salida de aproximadamente el 100% a 1 uM, y se determiné claramente que
los ligandos LXR en forma de Compuesto A y Compuesto B tenian igual actividad de salida de colesterol.

Tabla 1
Concentracion final de compuesto 0,01 uM 0,1 uM 1 uM
Compuesto A 49% 86% 100%
Compuesto B 54% 90% 101%

Ejemplo 1. Adquisicion de proteinas fusionadas con marca de histidina

(1) Construccion de plasmido de expresion de proteina LXRa humano fusionado con marca de histidina

Se sintetizaron oligonucleétidos que comprenden las siguientes secuencias de nucleétidos:
gccatatgcgggaggagtgtgtectgte (LXRo-F: SEC ID N: 7 del Listado de secuencias),
ctggatccttcgtgcacatcccagatet (LXRa-R: SEC ID N¢: 8 del Listado de secuencias)

con un sintetizador de ADN para su uso como cebadores de PCR, la PCR se llevé a cabo usando como molde una
biblioteca de ADNc de higado humano (véase P.J. Willy y col., Genes Dev. 9 (9), 1033-1045 (1995)), y se amplific un
fragmento de ADN en el que los sitios Ndel y BamHI de la enzima de restriccién se introdujeron en el dominio de unién
a ligando (denominado en lo sucesivo “LBD”: aminoacido n® 164 a 447 de SEC ID N 2 del Listado de secuencias) de
LXRo humano (SEC ID N¢: 2). El fragmento de ADN se digirid6 con enzima de restriccion Ndel y BamHI y se lig6 al
plasmido de expresion pET15b de proteina fusionada con la marca tag (Novagen) digerido con Ndel y BamHI. El
plasmido de expresion de proteina LXRo humana fusionada con marca de histidina resultante se designé pET15b-
LXRo.

(2) Construccién de plasmido de expresion de proteina humana LXRp fusionada con marca de histidina

Se usaron oligonucledtidos que comprenden las siguientes secuencias de nucleétidos:
gccatatgagggagcagtgcegtecttic (LXRB-F: SEC ID N¢: 9 del Listado de secuencias)
ctggatccctegtggacgtcecagatcet (LXRB-R: SEC ID N2: 10 del Listado de secuencias)

como cebadores de PCR, la PCR se llev6 a cabo usando como molde una biblioteca de ADNc de higado humano y se
amplificé un fragmento de ADN en el que los sitios Ndel y BamHI de la enzima de restriccion se introdujeron en el
dominio de unién a ligando (LBD: aminodcido n® 155 a 461 de SEC ID N 6) de LXRB humano (SEC ID N 6). El
fragmento de ADN amplificado se digiri6 con restrictasas Ndel y BamHI y se lig6 al plasmido de expresion pET15b de
proteina fusionada con la marca tag (Novagen) digerido con Ndel y BamHI. El plasmido de expresién de proteina LXRpB
humana fusionada con marca de histidina resultante se design6 pET15b-LXR}.

(8) Construccion del co-plasmido de expresion His-LXRa, FLAG-RXRa y el co-plasmido de expresién His-LXRp, FLAG-
RXRa

Se usaron oligonucleétidos que comprenden las siguientes secuencias de nucledétidos:
ccagatctaagcgggaagcecgtgcagga (RXRa-F: SEC ID N2: 11 del Listado de secuencias)

ccagatctagtcatttggtgcggegect (RXR-R: SEC ID N2: 12 del Listado de secuencias)
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como cebadores de PCR, la PCR se llevé a cabo usando como molde ADNc de higado humano (Clontech) y se
amplificé un fragmento de ADN en el que un sitio Bglll se introdujo en el dominio de unién a ligando (aminoacido n° 201
a 462 de SEC ID N2 4) de RXRa humano (n® de acceso de GenBank X52773; SEC ID N®: 4). El fragmento de ADN
amplificado se digirid6 con enzima de restriccion Bglll y se ligé a pET15b-LXRa digerido con BamHI para construir un
plasmido que co-expresa His-LXRa (SEC ID N% 13) y FLAG-RXRoa (SEC ID N 14 del Listado de secuencias)
designado pET15b-LXRa/FLAG-RXRa.

Ademas, el fragmento de ADN anteriormente mencionado obtenido por PCR se digirié con Bglll y se incorpor6 en el
sitio BamHI de pET15b-LXRp digerido con BamHI para construir un plasmido que co-expresa His-LXRpB (SEC ID N%:
15) y FLAG-RXRa designado pET15b-LXRB/FLAG-RXRo.

(4) Adquisicion de His-LXRa/FLAG-RXRa y His-LXRB/FLAG-RXRa

La cepa BL21(DE3) de Escherichia coli se transformd usando pET15b-LXRo/FLAG-RXRa o pET15b-LXRB/FLAG-
RXRa.. Cada uno de los transformantes resultantes se cultivd con agitacion durante 4 horas a 37 °C en 20 ml de medio
L-broth (que contiene 10 g de triptona (Difco), 5 g de extracto de levadura (Difco), 5 g de cloruro sédico cada uno en
una disolucion acuosa de 1 1) que contiene 100 pg/ml de ampicilina. A continuacion, los transformantes se inocularon a
5,0% (v/v) en 400 ml de L-broth que contiene 100 pg/ml de ampicilina y se cultivaron con agitacién durante 4 horas a 37
°C. Posteriormente se anadié isopropil-p-D-tiogalactopiranésido 0,1 mM (denominado en lo sucesivo “IPTG”), seguido
de cultivo con agitaciéon durante 17 horas a 25 °C.

Tras completarse la reaccion, las células microbianas se recogieron por separacion centrifuga durante 10 minutos a
8.000 x g y luego se suspendieron en 40 ml de tampon de lisis (Tabla 2). Posteriormente, las células se rompieron por
un homogeneizador ultrasénico, y después de eliminar la fraccion insoluble por separacion centrifuga (11.000 x g, 20
minutos), se anadieron 2 ml de resina Ni2* (Probond Resin, Invitrogen), seguido de agitacion suave durante 1,5 horas
sobre hielo. Después de lavar el gel siete veces con 20 ml de tampdn de lavado (Tabla 3), el gel se eluy6 cuatro veces
usando 1 ml de tampon de elucién (Tabla 4) segun el procedimiento discontinuo para obtener 4 ml de cada uno de His-
LXRo/FLAG-RXRa y His-LXRB/FLAG-RXRa. Después de llevar a cabo electroforesis en gel de 12,5% de SDS-
poliacrilamida (denominado en lo sucesivo “SDS-PAGE”), se confirmd que las proteinas purificadas estaban presentes
en las localizaciones correspondientes a los pesos moleculares predichos de la proteina fusionada de 35.500 para His-
LXRa, 37.200 para His-LXRB y 30.900 para FLAG-RXRa, y las concentraciones de proteina se determinaron segun el
método de Bradford. Se anadieron 4 ml de disolucion de almacenamiento (Tabla 5) a las disoluciones de proteina
resultantes después lo cual se almacenaron a -20 °C.

Tabla 2

Tampon de lisis (pH 8,0)

NaH2PO4 50 mM

NaCl 300 mM

MgCl> 5mM

Tween 20 0,05% (v/v)

Glicerol 10% (v/v)

Imidazol 10 mM
Tabla 3

Tampon de lavado (pH 8,0)

NaH:PO4 50 mM
NaCl 300 mM
MgCl> 5mM
Tween 20 0,05% (v/v)
Glicerol 10% (V/v)
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(continuacion)
Tampon de lavado (pH 8,0)
Imidazol 20 mM

Tabla 4

Tampon de elucién (pH 8,0)

NaH2PO4 50 mM

NaCl 300 mM

MgCl» 5mM

Tween 20 0,05% (v/v)

Glicerol 10% (v/v)

Imidazol 250 mM
Tabla 5

Disolucién de almacenamiento

Glicerol 90%(v/v)
EDTA 2mM
(*)-Ditiotreitol 20 mM
PMSF 2mM
B-Mercaptoetanol 10 mM

Inhibidor de proteasas

Ejemplo 2. Seleccion de ligandos LXR basandose en la capacidad de unién a LXRo usando ensayo de
transferencia de energia por resonancia de fluorescencia (denominado en lo sucesivo “FRET”)

8 pl de disolucion de reaccion de LXRa (0,05 pl de disolucién 4 uM mixta de His-LXRa y FLAG-RXRa,, 1,00 pl de 10 x
PBS (Sigma Chemical), 2,50 pl de KF 2 M (Wako Pure Chemical Industries), 0,10 ul de NP40 al 10% (Sigma
Chemical), 0,15 pl de anticuerpo anti-marca tag (CIS Bio International) y 4,20 ul de H2O) que contiene His-LXRa y
FLAG-RXRa preparada segun el Ejemplo 1 se dispusieron en una placa de ensayo de 384 pocillos (Greiner Bio-One).

A continuacion, 2 pl de una disolucion del Compuesto A (N-(2,2,2-trifluoroetil)-N-{4-[2,2,2-trifluoro-1-hidroxi-1-
(trifluorometil)etil]fenil}bencenosulfonamida (Compuesto 12 descrito en la pagina 55 de la Publicacién internacional
W02000/054759) o} Compuesto B (acido 3-cloro-4-(3-(2-propil-3-trifluorometil-6-benz-[4,5]-
isooxazoloxi)propiltio)fenilacético (un compuesto descrito en el Ejemplo 20 en la pagina 70 de la Publicacion
internacional WO1997/028137), se disolvieron a una concentracion de 10 uM en sulféxido de dimetilo (denominado en
lo sucesivo “DMSQ”), se afadieron a cada pocillo de una placa de ensayo de 384 pocillos, seguido de incubacion
durante 1 hora a temperatura ambiente.

A continuacion, 10 pl de disolucién de reaccién de péptido (1,00 pl de péptido 5 uM, 1,00 pl de 10 x PBS, 2,50 pl de KF
2 M, 0,10 pl de NP40 al 10%, 0,20 pl de estreptavidina (CIS Bio International) y 5,20 ul de H2O) se afiadieron a cada
pocillo de la placa de ensayo de 384 pocillos y se incubaron durante 17 horas a 4 °C. El péptido anadido aqui
comprendia cualquiera de las siguientes secuencias de aminoacidos de (a) a (g), y el aminoacido del extremo N se
biotinilé.

(a) PGC-1a: DGTPPPQEAEEPSLLKKLLLAPANT (aa 130-154) (NM_013261) (SEC ID N°: 16 del Listado de
secuencias)
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(b) TIF2: HGTSLKEKHKILHRLLQDSSSPVDL (aa 679-703) (NM_006540) (SEC ID N% 17 del Listado de
secuencias)

(c) ASC-2 NR-1: NKDVTLTSPLLVNLLQSDISAGHFGVNNKQ (motivo LXXLL en el lado del extremo N de
ASC-2) (aa 887-906) (AF177388) (SEC ID N°: 18 del Listado de secuencias)

(d) ASC-2 NR-2: SPAMREAPTSLSQLLDNSGAPNVTIKPPGL (motivo LXXLL en el lado del extremo C de
ASC-2) (aa 1481-1510) (SEC ID N2 19 del Listado de secuencias)

(e) SRC-1-2: CPSSHSSLTERHKILHRLLQEGSPS (el segundo motivo LXXLL del lado del extremo N de SRC-
1) (aa 676-700) (U90661) (SEC ID N: 20 del Listado de secuencias)

(f) SRC-1-3: KESKDHQLLRYLLDKDEKDL (el tercer motivo LXXLL del lado del extremo N de SRC-1) (aa 741-
760) (SEC ID N: 21 del Listado de secuencias)

(9) SRC-1-4: QKPTSGPQTPQAQQKSLLQQLLTE (el cuarto motivo LXXLL del lado del extremo N de SRC-1)
(aa 1418-1441) (SEC ID N2 22 del Listado de secuencias)

Tras completarse la incubacion, la placa de ensayo se someti6 a luz de excitacion a 337 nm usando un lector de placas
fluorescente (Envision, Perkin-Elmer) y se midié absorbancia fluorescente a 665 nm y 620 nm para determinar la
capacidad de union entre la proteina y el péptido.

Se determiné el valor obtenido multiplicando 1000 por el valor resultante de dividir el valor medido a 665 nm cuando se
aplica luz de excitacion a 337 nm entre el valor medido a 620 nm. Este valor se dividié entonces entre el valor
determinado por el mismo procedimiento cuando solo se afiadi6 DMSO sin afadir ligando LXR (Compuesto A o
Compuesto B), y este valor se multiplicé entonces por 100 y se indicé como el porcentaje con respecto al control (% de
control) como se muestra en la Tabla 6.

El valor para el % de control determinado aqui es el valor, representado por un porcentaje, que indica la relacion del
aumento en la cantidad de coactivador unido a LXRa que resulta de afadir ligando LXR, y cuanto mayor sea este valor,
mayor sera la cantidad de coactivador que se une a LXRa.

Segun el presente ejemplo, el Compuesto A se identific6 como un compuesto en el que el aumento de la cantidad de
coactivador unido a LXRa, mientras que el Compuesto B se identific6 como un compuesto que no aumenta la cantidad
unida.

Aunque el Compuesto A y el Compuesto B demostraron actividad de salida de colesterol igual basandose en los
resultados del Ejemplo 1 de prueba, la cantidad de coactivador unido a LXRa fue mayor para el Compuesto A que para
el Compuesto B.

Ejemplo 3. Seleccion de ligandos LXR basandose en la capacidad de uniéon a LXRB usando ensayo de
transferencia de energia por resonancia de fluorescencia (denominado en lo sucesivo “FRET”) (1)

Se dispusieron 8 pl de disolucion de reaccion de LXRp (0,025 pl de disolucion 8 uM mixta de His-LXRp y FLAG-RXRa,
1,00 pl de 10 x PBS, 2,50 pl de KF 2 M, 0,10 pul de NP40 al 10%, 0,15 pl de anticuerpo anti-marca tag y 4,23 pl de HxO)
que contenia His-LXRp y FLAG-RXRa. preparado segun el Ejemplo 1 en una placa de ensayo de 384 pocillos (Greiner
Bio-One) y se midié segun el mismo procedimiento que el Ejemplo 2 para determinar el % de control (Tabla 6). No se
observo diferencia significativa en los valores resultantes entre el Compuesto A y el Compuesto B.

Tabla 6

LXRa (% de control) LXRp (% de control)
Péptido

Compuesto A Compuesto B Compuesto A Compuesto B
PGC-1a 361,7 2071 191,0 195,0
ASC2 NR-1 155,8 116,0 114,5 115,1
ASC2NR-2 | 254,0 137,2 120,4 116,3
SRC1-2 267,0 182,1 120,4 119,4
SRC1-3 181,3 111,6 110,6 108,4
SRC1-4 207,3 128,3 154,6 143,9
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(continuacion)

LXRa (% de control) LXRp (% de control)
Péptido

Compuesto A Compuesto B Compuesto A Compuesto B
TIF2 266,7 1571 107,9 114,4

Ejemplo 4. Seleccion de ligandos LXR basandose en la capacidad de union a LXRa y LXRp usando ensayo de
transferencia de energia por resonancia de fluorescencia (denominado en lo sucesivo “FRET").

(1) Segun el mismo procedimiento que el Ejemplo 2) (usando los siguientes péptidos (h) a (m), en lugar de los
péptidos (a) a (g) en el Ejemplo 2), se determind la cantidad de coactivador unido al heterodimero LXRa y RXRa.

La cantidad de coactivador unido al heterodimero que comprende LXRa y RXRa fue mayor para el Compuesto A que
para el Compuesto B (Tabla 7).

(h) DAX1: CCFCGEDHPRQGSILYSLLTSSKQT (aa 132-156) (NP_000466) (SEC ID N°: 23 del Listado de
secuencias)

(i) PNRC: KNPTSCSRRFYQLTKLLDSVQPIAR (aa 848-872) (NM_000044) (SEC ID N¢% 24 del Listado de
secuencias)

(i) TIF2 NRB2: KQEPVSPKKKENALLRYLLDKDDTK (aa 731-755) (NM_006540) (SEC ID N¢ 25 del Listado de
secuencias)

(k) TRAP220: GHGEDFSKVSQNPILTSLLQITGNG (aa 590-614) (NM_004774) (SEC ID N°: 26 del Listado de
secuencias)

() PERC NRB2: HSKASWAEFSILRELLAQDVLCD (aa 332-354) (NM_133263) (SEC ID N°: 27 del Listado de
secuencias)

(m) ACTR NRB3: SPKKKENNALLRYLLDRDDPSDALSK (aa 728-753) (AF012108) (SEC ID N: 28 del Listado de
secuencias)

(2) LXRp: Segun el mismo procedimiento en el Ejemplo 3) (usando los péptidos (h) a (m) anteriores, en lugar de
los péptidos (a) a (g) en el Ejemplo 3), se determind la cantidad de coactivador unido al heterodimero que
comprende LXRp y RXRa.. No se observé diferencia significativa en los valores resultantes entre el Compuesto A
y el Compuesto B (Tabla 7).

Tabla 7

LXRa (% de control) LXRp (% de control)
Péptido

Compuesto A Compuesto B Compuesto A Compuesto B
DAX1 158 107 116 120
PNRC 140 110 109 107
TIF2 NRB2 268 127 125 124
TRAP220 131 107 111 116
PERC NRB2 127 104 104 115
ACTR NRB3 167 92 129 103

Ejemplo 2 de prueba. Estudio de administracion diaria consecutiva en mono cinomolgo

Monos cinomolgos macho de cinco a siete afnos de edad en grupos de 5 animales cada uno se alimentaron a la fuerza
solo con una base de administracion (propilenglicol (Wako Pure Chemical Industries)/Tween 80 (Kao) (relacion de
volumen: 4/1, denominado en lo sucesivo “PG/Tween”)) (denominado en lo sucesivo “el grupo de control’), o
Compuesto A o Compuesto B disuelto en PG/Tween en una cantidad de 3 mg/kg o 10 mg/kg una vez al dia durante 7
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dias entre las horas de 8:00 y 10:00 AM. Después de ayunar durante 16 horas a partir de las 5:00 PM en el 7° dia de
administracién, se recogié 1 ml de sangre de la vena cefélica con una jeringuilla heparinizada, seguido de centrifugar
durante 15 minutos a 4 °C y 5000 rpm para obtener plasma.

Los niveles de colesterol LDL y triglicéridos en plasma se midieron con un analizador automatico (Hitachi modelo
7170), seguido de calculo del % de grupo de control (Tablas 8 y 9).

Se determind claramente que el Compuesto A, que se identificé en el Ejemplo 2 que era un compuesto que aumenta la
cantidad de coactivador unido a LXRa, aumentaba la concentracion de colesterol LDL y la concentracion de
triglicéridos en plasma en comparacion con un compuesto identificado como un compuesto que no aumenta la cantidad
de coactivador unido a LXRo.

Concretamente, se determiné claramente que si un ligando LXR tenia o no la funcién de aumentar la concentracién de
colesterol LDL en plasma y la concentracion de triglicéridos podia evaluarse simplemente midiendo la cantidad de
coactivador unido a una heteroproteina de LXRa y RXRa en el momento de la adicion de ligando LXR sin tener que
realizar un estudio en animales.

Tabla 8 Valor relativo de colesterol LDL en plasma

Dosificacion diaria de compuesto 3 mg/kg 10 mg/kg
Compuesto A 137% 207%
Compuesto B 111% 150%

Tabla 9 Valor relativo de TG en plasma

Dosificacién diaria de compuesto 3 mg/kg 10 mg/kg
Compuesto A 429% 661%
Compuesto B 73% 120%
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<110> Terasaka, Naoki
Honzumi, Shoko
Shulman, Ira G.
Wagner, Brandee L.

Willy, Patricia J.

<120> PROCEDIMIENTO DE PRUEBA DE LIGANDO LXR

<130> 05424PCT/HG

<150> Solicitud provisional de EE.UU. n® 60/694806
<151> 28-06-2005

<160> 28
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<210> 1

<211> 1528

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> CDS

<2225 (36)..(1379)

<400> 1
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cagtgccttg gtaatgacca gggctccaga aagag atg tcc ttg tgg ctg ggg
Met Ser Leu Trp Leu Gly

gece
Ala

cca
Pro

atc
Ile

g9g
Gly
55

gag
Glu

ggg
Gly

cct
Pro

ggc
Gly

ctc
Leu

gtg
val

ccc
Pro

cca
Pro

gtg
val

gca
Ala
25

aga

Arg

gag
Gly

cct
Pro

gce
Ala

cct
Pro
10

cag

Gln

gag
Glu

ctg
Leu

teca
Ser

cce
Pro

gac
AsSp

gat
Asp

gaa.

Glu

gag
Glu

gaa
Glu
75

aaa
Lys

att
Ile

gca
Ala

gcc
Ala

gct
Ala
60

cece’

Pro

atyg
Met

cct
Pro

aca
Thr

ctyg
Leu

cct
Pro

agc
Ser
30

atg
Met

gag
Glu

gag
Glu

g9g
Gly

gac
Asp
15

cag

Gln

cce
Pro

ccc
Pro

atc
Xle

aac
Asn

tct
Ser

gec
Ala

cac
His

aca

cgt

8o

gag
Glu

19

1

gcg
Ala

cag
Gln

tct
Ser

gcc
Ala
65

cca
Pro

cta
Leu

gtg
Val

gga
Gly

gct
aAla
50

ctg

Leu

caa
Gln

tge
Cvs

gag
Glu

ggc
Gly
35

aggg
Gly

cte
Leu

aag
Lys

age
Ser

ctyg
Lgu
20

agc

Sex

ggt
Gly

aee

cgg
Arg

gtg
Val
100

5

tgg
Trp

age
Serxr

act

agg
Arg

aaa
Lys
8s

gt
Cys

aag
Lys

tgc
Cys

gca
Ala

gca
Ala

aag
Lys

ggg
Gly

53

i01

149

197

245

293

341



gac
Asp

aag
Lys

cac
-His
135

cag’

Gin

tgt
Cys

gag
Glu

ccc
Pro

gag
Glu
215

gac

Asp

cgg

gtc
val

ctg
Leu

atc
Ile
2985

gag
Glu

aag
Lys

gga
Gly
120

agt
Ser

gag
Glu

gtc
Val

gag
Glu

(=]~
Pro
200

aag

Lys

cgg
Arg

gag
Glu

tct

Ser

cag
Gln
280

gag
Glu

agt
Ser

gee
Ala
105

tte
Phe

gac
Gly

tat
Cys

ctg
Leu

gaa
Glu

185

caa
Gln

ctC
Leu

ctt
Leu

gcc
hla

gtg
Val
265

cce

Leu

gtg
val

atc
Ile

tecg
Ser

tte
Fhe

age
Gly

cgg
Arg

ktca
Ser
170

cag
Gln

ate
Ile

gte
val

cga
Arg

cgt

Arg

250
cag

Gln

agc
Ser

atg
Met

ace
Thr

ggc
Gly

cge
Arg

cac
His

ctt
Leu
155

gaa
Glu

get
Ala

ctg

Leu

gct
ala

gtce
val
235

cag

Gln

gag
Glu

cgg
Axg

ctt
Leu

ttc
Phe

tte
Fhe

cge
Arg

tge
Cys
140

cgc
Arg

gaa
Glu

cat
His

ccc
Pro

gcec
Ala
220

acyg
Thr

cag
Gln

ata
Tle

gayg
Glu

ctg
Leu
300

cte
Leu

315

cac
His
age
125
cee

Pro

aaa
Lys

.cag

Gln

geoe
Ala

cag
Gln
205

cag

Gln

et
Pro

cge
Arg

gt
Val

gac
Asp
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tac
110
gtc
val

atg
Met

tgc
Cys

atc
Ile
aca
190

cte
Leu

caa
Gln

tgg
Trp

tet
Fhe

gac
Asp
270

cag
Gln

2BS

‘gag

Glu

aayg
Lys

aca

gat
Asp

aat
Asn

atec
Ile

gac
Asp

cgt
Arg

cge
Arg
175

tee
Ser

age
Ser

cag
Gln

cce
Pro

gce
Ala
255

ke
Phe

att
Ile

tet
Ser

tee
Phe

gtt
val

aag
Lys

acc
Thr

cag
Gln
160

ctyg
Leu

ttg
Leu

ccg
Pro

tgt
cys

atg
Mat
240

cac

His

gct
Ala

geo
Ala

cgg
Arg

agt
Ser
320

20

ctyg
Leu

gga
Gly
tac
145
gct
Ala

aag
Lys

cce
Pro

gaa
Glu

aac
Asn
225

gea

Ala

tec
Phe

aaa
Lys

ctyg
Leu

agg
Arg
305

tat

age
Ser

gcg
Ala
130

atg
Met

ggc
Gly

aaa
Lys

cco
Pro

caa
Gln
210

cgg
Arg

cca
Pro

act
Thr

cag
Gln

ctg
Leu
290

tac

aac
Asn

tgc
Cys
115

cac

His

cgt
Arg

atg
Met

ctyg

Leu

agg
Arg
195

cta
Leu

cgc

gat
Asp

gag
Glu

cta
Leu
275

aag

Lys

aac
Asn

cgy
Arg

gag
Glu

tac

ege
Arg

cgg

aag
Lys
i8¢

cgt
Arg

ggc
Gly

tce
Ser

ccc
Pro

ctg
Leu
260

cee
Pro

ace

cct
Fro

gaa
Glu

ggc
Gly

ate
Ile

aag
Lys

gag
Glu
165

cgyg
Arg

tecc
Ser

atg
Met

tet
Phe

cat
His
245

gce
Ala

gge
Gly

tet
Ser

agg
Gly

gac
Asp
325

tge
Cys

tge
Cys

tge .

150

gag
Glu

‘caa

Gln

tca
Ser

atc
Ile

tet
Ser
230‘

age

atc
Ile

tte
Phe

gcg
Ala

agt
Ser
310

(444
FPhe

389

437

485

533

581

629

677

725 -

773

821

869

917

965

1013
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gcc aaa gca gog ctg caa gtg gaa tte atc aac cec ate tte gag tkc
Ala Lys Ala Gly Leu Gln Val Glu Phe lIle Asn Pro Ile Phe Glu Phe
330 335 340

tec agd gec atyg aat gag ctg caad cte aat gat gec gag tit geoe ttg
Ser Arg Ala Met Asn Glu Leu Gln Leu Asn Asp Ala Giu Phe Ala Leu
345 350 358
cte att geck atc age ate tte tet gea gac cgg ¢cc aac gtg cag gac
Leu Ile Ala Tle Ser Ile Phe Ser Ala Asp Arg Pro Asn Val Gln Asp
360 368 370
cag ctc cag gtg gag agg ctg cag cac aca tat gtg gaa gec ¢ctg cat
Gln Leu Gln Val Clu Arg Leu Gln His Thr Tyr Val Glu Ala Leu His
375 " 380 383 390
gce tac gtc tee atc cac cat ccc cat gac cga ctg atg ttc cca cgg
Ala Tyr Vel Ser Ile His His Pro His Asp Arg Leu Met Phe Pro Arg
395 400 405
atg cta atg aaa ctg gty agc ¢tc cgg acce cty agc agc gtc cac teca
Met Leu Met Lys Leu Val Ser Leu Arg Thr Leu Ser Ser Val His Ser
410 415 420
gag caa gtg ttt gea ctg cgt ctg cag gac aaa aag cte ceca ccg ctg
Glu Gln Val Phe Ala Leu Arg Leu Gin Asp Lys Lys Leu Pro Pro Leu
425 430 435
cte tet gag ate tag gat gty cac gaa tga ctgttctgtec cccatatttt
Leu Ser Glu Ile Trp asp Val His Glu
440 445
ctgttttett ggeeggatgg ctgaggectg gtggetgect cctagaagtyg gaacagactg
agaagggcaa acattcctgg gagetgggca aggagatcct cccgtggoat taaaagagag

tcaaagggt

<210>2
<211> 447
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 2

1061

1109

1157

120%

1253

1301

1349

1399

1459

1519

1528

Met Ser Leu Trp Leu Gly Ala Pro Val Pro Asp Ile Pro Pro Asp Ser

1 5 10 15

ala val Glu Leu Trp Lys Pro Gly Ala Gln Asp Ala Ser Ser Gln Ala

20 25 30

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

35 40 45
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Ser

Ala

65

Pro

Leu

Leu

Gly

145

Lys

Pro

Glu

Asn

225

Ala

Phe

Ala

50

Leu

Gln

Cys

Ser

Ala

130

Met

Gly

Lys

Pro

Gln

210

Arg

Pro

Thr .

Gly

Leu

Lys

Sexr

Cys

118

His

Arg

Met

Leu

Arg

195

Leu

Arg

Asp

Glu

Gly
Thr
Jr\rg
Val

100

Glu

Arg

Lys
180
Arg
Gly
Ser

Pro

Leu
260

Arg

Lys

85

Cys

Gly

Ile

iys

Glu

165

hArg

Ser

Met

Phe

Hisg

245

Ala
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ala

Ala

Lys

Gly

cys

C¥s

Cys

150

Glu

Gln

Ser

Ile

Ser

230

Ser

Ile

Gly
55

Glu
Gly
AsDp
Lys
His
135
Gln
Cys
Glu
Pro
Glu
215
Asp

Arg

Vval

val

Pro

Pro

Lys

Gly

120

Ser

Glu

val

Glu

Pro

200

Lys

Arg

Glu

Ser

22

Gly
Pro
ala
Ala
105
Phe
Gly
Cys
Leu
Glu
185
Gln
Leu
Leu

Ala

vVal
265

Leu
Sex
Pro
g

Ser
Phe
Gly
Arg
Ser
170
Gln
Ile
val
Arg
Arg
250

Gln

Glu

Ala

" 60

Glu
75

Lys
Gly
Arg
His
Leu
155
Glu
Ala
Leu
Ala
Val
235

Gln

Glu

Pro

Met

Phe

Arg

Cys
140

Arg

Glu

His

Pro

Ala

220

Thr

Gln

Ile

Ala

Leu

His

Ser

125

Pro

Lys

Gln

Gln

205

Gln

Pro

Arg

val

Glu

Glu

Gly

110

val

Met

Cys

Ile

190

Leu

Gln

Txp

Phe

Asp
270

Pro

Ile

Asn

95

Asn

Ile

Asp

Arg

Arg

1758

Ser

Ser

Gln

Pro

Ala

255

Phe

Arg

Glu

val

Lys

Thr

Gln

150

Leu

Leu

Pro

Cys

Met

240

His

Ala
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Lys
Leu
arg

305

Asn

Leu

Lys

<210> 3
<211> 1866
<212> ADN

Gln

Leu

280

Asn

Pro

Ala

Pro

370

vVal

Leu

Ser

Lys

Leu

275

Lys

Asn

aArg

Ile

Glu

355

AsSn

Glun

Met

Sexr

Leu
435

<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS

<222 (76)..(1464)

<400> 3

Pro

Thr

Pro

Glu

Phe
340

Phe

val

Ala

Phe

val

420

Pro

Gily
Ser
Gly
Asp
325
Glu
Ala
Gln
Leu
Pro
405

His

Pro
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Phe

Ala

Ser

310

Phe

Phe

Leu

His

390

Arg

Ser

Leu

Leu

Ile

295

Glu

Ala

Ser

Leu

Gln

375

Ala

Met

Glu

Leu

Gln Leu
280

Glu Val

Ser Ile

Lys Ala

Arg Ala
345

Ile Ala
350

Leu‘Gln
Tyr Val
Leu Met
Gln Val

425

Ser Glu
440

Ser

Met

Thr

Gly

330

Met

Ile

val

Ser

Lys

410

Phe

Ile

Arg

Leu

Phe

315

Leau

Asn

Ser

Glu

Ile

395

Leu

Ala

Glu

Leu

300

Leu

Gln

Glu

Ile

Arg

380

His

Val

Leu

Asp

285

Glu

Lys

Val

Leu

Phe

365

Leu

His

Ser

Arg

val
445

Gln

Thr

Glu

Gln

3a50

Ser

Gln

Pro

Leu

Leu

430

His

Ile

Ser

Phe

Phe

335

Leu

Ala

His

His

Arg

415

Gln

Glu

Ala

Arg

Ser

320

Ile

Asn

Asp

Thr

Asp

400

Thr

Asp

gaattcocgge gocgggggoe geccgcoccge cgeccgetge ctgecgeegec ggocgggeat

23
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gagttagteg cagac atg gac acc aaa cat tbtc ctyg cecg cte gat ttc tec 111
Met Asp Thr Lys Hig Phe Leu Pro Leu Asp Phe Ser
i 5 . 10
acc cag gtg aac tcc teec cte ace toe cag acg ggg cga ggc tec atg 158
Thr Gln Val Asn Ser Ser Leu Thr Ser Pro Thr Gly Arg Gly Ser Met
15 20 25
gct ‘gce cec tcg ctg cac cecg tcec ctg ggy <¢ct ggc ate ggo tee ccy 207
Ala Ala Pro Ser Leu His Pro Ser Leu Gly Pro Gly Ile Gly. Ser Pro
30 35 © 40
gga cag ctg cat tect cce atc age ace ctg age tec ccec atc aac gge 255
Gly Gln Leu His Ser Pro Ile Ser Thr Leu Ser Ser Pro Ile Asn Gly
a5 50 558 60
atg ggc ccg cct tte teg gte ate age teoe ccc atg gge coc cac tee 303
Met Gly Pro Pro Phe Ser val Ile Ser Ser Pro Met Gly Pro His Ser
65 70 75
atg tcg gtg coc acc aca ccc acc ctg gge ttc age act gge agc ccce 351
Met Ser Val Pro Thr Thr Pro Thr Leu Gly Phe Ser Thr Gly Ser Pro
80 85 90
cag ctc agc tca cct atg aac ccc gte agc age age gag'gac atc aag 399
Gln Leu Ser Ser Pro Met Asn Pro Val Ser Ser Ser Glu Asp Ile Lys
95 100 105
ccec cec ctg gge cte aat ggc gtec ctc aag gtc ccc gocc cac ccc tca 447
Pro Pro Leu Gly Leu Asn Gly Val Leu Lys Val Pro Ala His Pro Ser
110 . 115 . 120
gga aac atg gct tce tte acc aag cac ate tge gee atc tge ggg gac 495
Cly Asn Met 2la Ser Phe Thr Lys His Ile Cys Ala Ile Cys Gly Asp
125 130 135 140
cge tec tca ggc aag cac tat gga gtg- tac agc tgc gag ggg tgc aag 543
Arg Ser Sexr Gly Lys His Tyr Gly Val Tyr Ser Cys Glu Gly Cys Lys
145 ) 150 155
ggc tte ttc aag cgg acg gtg cgc aag gac ctg acc tac acc tge cge 591
Gly Phe Phe Lys Arg Thr Val Arg Lys Asp Leu Thr Tyr Thr Cys Arg )
160 165 170
gac aac aag gac tgc ctg att gac aag cgg cag cgg aac cgg tge cag 639
Asp asn Lys Asp Cys Leu Ile Asp Lys Arg Gln Arg Asn Arg Cys Gln
178 180 185 : :
tac tge cgc tac cag aag tgc ctg gcc atg gge atg aag cgg gaa gcc 687
Tyr Cys Arg Tyr Gln Lys Cys Leu Ala Met Gly Met Lys Arg Glu Ala
190 195 200
gtg cag §ag gag cgg cag cgt ggc aag gac cgg aac gag aat gag gtg 735
val Gln Glu Glu Arg Gln Arg Gly Lys Asp Arg Asn Glu Asn Glu Val
205 210 215 220
gag tcg &cC agc age goc aac gag gac atg ccg gtg gag agg atc ctg 783
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Glu

gag
Glu

aac
Asn

tge
Cys

cgg
Axrg
285

ctg

Leu

tce
Ser

cac
His

gtg
val

acg
Thr
365

aag
Lys

tat

gga
Gly

agg
Gly

aca
Thr

Ser

gct
Ala

atg
Met

caa
Gln
270

aktc
Ile

cgg
Arg

atc
Ile

cgg
Arg

ctg
Leu
350

gayg
Glu

g9g
Gly

gcg
Ala

agg
Arg

cte
Leu
430

ccC
Pro

Thr

gag
Glu

ggg
Gly
255

gca
Ala

ceca
Pro

gca
Ala

gce

Ala

aac
Asn
335
acg
Thr

ctg
Leu

cte
Leu

tecc
Sex

tte
Phe
415

aaa

Lys

atc
Ile

Ser .

ctg
Leu
240

ctyg
Leu

gce
Ala

cac
His

ggc
Gly

atg
Val
320

age

Ser

gag
Glu

ggc
Gly

teg

ttg
Leu
400

gct
Ala

tge
Cys

gac
Asp

Ser
225

goe

Ala

aae
Asn

gac
Asp

tte
Phe

tgg
305
aag

Lys

gce
Ala

‘ctt

Leu

tgc
Cys

aac
Asn
aas

gag
Glu

aag
Lys

ctg
Leu

acc
Thr

Ala

gtg
val

cCce
Pro

aaa
Lys

tca
Ser
290

aat
Asn

gac
Asp

cac
His

gtg
val

ctg
Leu
370

ccg

Pro

gec
Ala

cte
Leu

gaa
Glu

tte
Phe
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Asn

gag
Glu

age
Ser

cag
Gln
275

gag
Glu

gag
Glu

ggg
Gly

aggc
Ser

tec
Ser
355

cgcC

Arg

gec
Ala

tac

ttg
Leu

cat
His
435

ctt
Leu

Glu

cece
Pro

teg
260
ctt

Leu

ctg
Leu

ctg
Leu

atc
Ile

gca
Ala
340

aag

Lys

gcc
Ala

gag
Glu

tgc
Cys

cte
Leu
420

ctec

Leu_

atg
Met

ASp Met
©230

aag acc
Lys Thr
245

ccg sac
Pro asn

tte ace
Phe Thr

coc oty
Pro Leu

cte atc
Leu Ile
310

ctc ctg
Leu Leu
325

ggg gtg
Gly Vval

atg cgg
Met Arg

atc gtc
Ile Val

atg gag
Val Glu
390

aag cac
Lys His
4905 |

cge ¢tg
Arg Leu

ttc tte
Phe Phe

gag atg
Glu Met

25

Pro

gag
Glu

gac
Asp

ctg
Leu

gac
Asp
295

acec
Ala

gcc
Ala

ggc
Gly

gac
Asp

cte
Leu
375

agcg
Ala

aag
Lys

ceg
Pro

tte
Phe

ctg
Leu

val

acc
Thr

cet
Pro

gtg
val
280

gagc
Asp

tce
Ser

acc
Thr

gce
Ala

atyg
Met
360

= od ot
Phe

ctg
Len

tac

gct
Ala

aag
Lys
440

gag
Glu

Glg

tac

gte
Val
2658

gag
Glu

cay
Gln

tte
Phe

999
Gly

ate
Ile
345

cag
Gln

aac
Asn

agg

cca
Pro

ctg
Leu
425

cte
Leu

‘gcg

Ala

Arg

gtg
Vval
250

acc

tag
TIp

gte
Val

tee
Ser

ctg
Leu
330

tet
Phe

atg
Met

cet
Pro

gayg
Glu

gag
Glu
410

cge
Arg

atec
Ile

ccg
Pro

Ile
23S

gag
Glu

aac
AsnD

goo
Ala

ate
Ile

cac
His
315

cac
His

gac
Asp

gac
Asp

gac
Asp

aay
Lys
395

cag
Glin

tce
Ser

a99
Gly

cac
His

Leu

geca
Ala

att
Ile

aag
Lys

ctyg
Leu
300
cge
Arg

gtc
Val

agg
Arg

aag
Lys

tec
Ser
380

gtc
Val

ccg
Pro

atc
Ile

gac

Asp -.

caa
Gln

831

879

927

975

1023

1071

1119

1167

1215

1263

1311

1359

1407



445 450 455 460
atg act tag gectgcggge ccatcetttg tgoccaceeyg ttctggeca
Mat Thr .
cctgectgga cgocagotgt tcttcteage ctgageectyg tcocectgcocet tetetgeetyg
gootgtttgg actttgggge acagcctgte actgctctgc'ctaagagatg tgttgtcace
ctccttattt'ctgttactac ttgtctgtgg cccagggcag tggetttcct gagcagcage
éttcgtggca agaactagcg tgagcccage caggegectc cccaccggge tctcaggacg
cectgccaca cccacgggge ttéggcgact acagggtctt cggecccage cetggagetg
caggagttgg gaacggggct tttgtttceg ttgetgttta tegatgctgg ttttcagaat
tc

<210> 4

<211> 462

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 4
Met Asp Thr Lys His Phe Leu Pro Leu ASp Phe Ser Thr Glin Val Asn
1 s 10 15
Ser Ser Leu Thr Ser Pro Thr Gly Arg Gly Ser Met Ala Ala Pro Ser

20 25 30
Leu His Pro Ser Leu Gly Pro Gly Ile Gly Ser Prec Gly Gln Leu His
as 40 45
Ser Pro Ile Ser Thr Leu Ser Ser Pro Ile Asn Gly Met Gly Pro Pro
50 55 60
Phe Ser val Ile Ser Ser Pro Met Gly Pro His Ser Met Ser val Pro
65 70 75 80
Thr Thr Pro Thr Leu Gly Phe Ser Thr Gly Ser Fro Gln Leu Ser Ser
85 20 95
Pro Met Asn Pro Val Ser Ser Ser Glu Asp Ile.Lys Pro Pro Leu Gly
100 108 110

Leu Asn Gly Val Leu Lys val Pro Ala His Pro Ser Gly Asp Met Ala
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26

1504

1564
1624
1684
1744
1804
i854

1866



Ser

‘Lys

145

cys

Gln

Ser
225

Ala

AsSn

Phe

Trp
305

Lys

Ala

Phe
130

His

Leu

Lys

Gln

210

aAla

val

Pro

Lys

Ser

250

Asn

Asp

His

115

Thr

Val

Ile
Cys
195
Arg
Asn

Glu

Ser

Glu

Gly

Ser

Lys

Gly

Arg

Asp

180

Leu

Gly

Glu

Pro

Ser

260

Leu

Leu

Leu

Ile

Ala
340

His

Val

Lys

165

Lys

Ala

Lys

Asp

Lys

245

Pro

Phe

Pro

Leu

Leu

325

Gly
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Ile Cys

120

Ala

135

150

Asp Leu

Arg Gln

Met Gly

Asp Arg

215

Met Pro

230

Thr Glu

Asn Asp

Thr Leu

Leu Asp
235

Ile Ala

310

Leu Ala

val Gly

Cys
Thr
Arg
Mat
200
ASn
val
Thr
Pro
val
280

Asp

Ser

Ala

Ile

Glu

Asn

185

Lys

Glu

Glu

val

265

Glu

Gln

Phe

Gly

Ile
345

27

Cys

Gly

Thr

170

Arg

Arg

Asn

Arg

val
250

Trp

Val

Ser

Leu

330

Pﬁe

Gly

Cys

155

Cys

Cys

Glu

Glu

Ile

235

Glu

Asn

Ala

Ile

His

‘315

His

Asp

Asp

-140

Lys

Arg

Gln

ala

val

220

Leu

aAla

Ile

Lys

Leu

300

Arg

val

Arg

125

Arg

Gly

Asp

val

205

Glu

Glu

Asn

Cys

Arg

285

Lgu

Ser

His

Val

Ser

Fhe

ABn

Cys

120

Gln

Ser

Ala

Met

Gln

270

Ile

Arg

Ile

Arg

Leu
350

Ser

Phe

Lys

175

Arg

Glu

Thr

Glu

Gly

255

Ala

Pro

Ala

Ala

Asn

335

Thx

Gly

Lys

160

Asp

Glu

Leu

240

Leu

Ala

His

Gly

Val

320

Ser

Glu



ES 2438739 T3

Leu Val Ser Lys Met Arg Asp Met Gln Met Asp Lys Thr Glu Leu Gly
: 355 360 363

Cys Leu Arg Ala Ile Val Leu Phe Asn Pro Asp Ser Lys Gly Leu Ser
370 375 380

Asn Pro Ala Glu Val Glu Ala Leu Arg Glu Lys Val Tyr Ala Ser Leu
385 380 395 400

Glu Ala Tyr Cys Lys His Lys Tyr Pro Glu Gln Pro Gly Arg Phe Ala
405 410 415

Lys Leu Leu Leu Arg Leu Pro Ala Leu Arg Ser Ile Gly Leu Lys Cys
420 425 430

Leu Glu His Leu Phe Phe Phe Lys Leu Ile Gly asp Thr Pro Ile Asp
435 440 445

Thr Phe Leu Met Glu Met Leu Glu Ala Pro His Gln Met Thr
450 ’ 455 . 460

<210>5
<211> 2010
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS
<222> (245)..(1630)

<400> 5

caagaagtgg cgaagttace tttgagggta tttgagtage ggcggtgtgt caggggectaa 60
agaggaggac gaagaaaagc agagcaaggg aacccagggce aacaggagta gttcactcoeg 120
cgagaggccg tocacgagac coccocgogoge aggcatéagc ccogececee acgcatgage 180
ccecgeceecac gotgttgett ggagagggge gggacctgga gagaggetge tccgtgacce 240
cacc atg tecc tet ect acc acg agt tee ctg gat acc coe ctg cct gga 289

Met Ser Ser Pro Thr Thr Ser Ser Leu Asp Thr Pro Leu Pro Gly

1 : 5 10 15
aat gge ccc cct cag cct gge gee cct tet tet tca ccc act gta aag 337
Asn Gly Pro Pro Gln Pro Gly Ala Preo Ser Ser Ser Pro Thr Val Lys

20 25 30

28



gag
Glu

ggc
Gly

gat

aag
Lys
BO

ggc
Gly

cgg
Arg

ggc
Gly

tgc
cys

ctt
Leu

gag

Glu

act

ccc
Pro
65

atg
Met

ttC
Phe

cgc
Arg

gga
Gly

cgg
Arg
145

tct
Ser

160 .

cag
Gln

age
Ser

agc
Gly

caa
Gln

aaa
Lys
240

gca

gag
Glu

agc
Ser

agc
Ser

gaa
Glu
225

cgc
Arg

gac

ggt
Gly

gat
Asp
50

gaa
Glu

ctg
Leu

cac
His

agc
ser

ace
Thr
130

ctg

Leu

gaa
Glu

tca
Ser

tca
Sex

cag
Gln
210

cta
Leu

tee
Ser

ccc

ccy
Pro

gag
Glu

gag
Glu

ggc
Gly

tac

gtg
val
115

tge
Cys

cge
Arg

gaa
Glu

cag
Gln

gcc
Ala
195

ggc
Gly

atg
Met

tte
Phe

cag

gag
Glu

gece
Ala

gaa
Glu

cag
His

aac
Asn
100

gte
Vval

cag
Gln

aag
Lys

cag
Gln

tca
Ser
180

tet
Ser

tce
Ser

ate
Ile

tce
Ser

tce

ccg
Pro

agc
Ser

cca
Pro

gag
Glu
a5

gtg
val

cgt

atg
Met

tge
Cys

atc
Ile
165

cag

Gln

ggg
Gly

ggu
Gly

cag
Gln

gac
Asp
245

cga

ES 2438739 T3

tag
Trp

tca
Ser

gag
Glu

ctt
Leu

cte
Leu

ggt
Gly

gac

aag
Lys
150

cgg
Arg

teg
Serxr

cct
Pro

gaa
Glu

cag
Gln
230

cag
Gln

gat

cce
Pro

gce
Ala
55

cgc
Arg

tge
Cys

agec
Ser

ggg
Gly

gct
aAla
135
gag
Glu

aag
Lys

cag
Gln

gyg
Gly

ggc
Gly
215

ttg
Leu

cce
Pro

gce

ggg9
Gly

tgc
Cys

aag
Lys

cgt
Arg

tgc
Cys

gcc
Ala
120

ttc
Phe

gca
Ald

aag
Lys

tca
Ser

gct
Ala
200

gag
Glu

gtg
val

aaa
Lys

cge

ggt
Gly

agc

cga
Arg

gtc
val
gaa
Glu
105

agg

atg
Met

ggg
Gly

aag
Lys

cct
Pro
185
tece
Ser

ggt
Gly

gcg
Ala

gtc
val

cag

29

cog
Pro

aca

aag
Lys

tgt
cys
S0

ggc
Gly

cge
Arg

cgg
Arg

atg
Met

att
Ile
170

gtg
Val

cct
Pro

gtc
val

gee
Ala

acg
Thr
250

caa

gac
Asp

gac
Asp

aag
Lys
75

ggg
Gly

tgc
Cys

tat

ege
Arg

agg
Arg
155

<gyg
Arg

gg99
Gly

ggt
Gly

cag
Gln

caa
Gin
235

cece
Pro

cge

cct
Pro

tgg

60

ggc
Gly

gac
Asp

aag
Lys

gce
Ala

aag
Lys
140

gag
Glu

aaa
Lys

ccg
Pro

gga
Gly

cta
Leu
220

ctg
Leu

tgg
Trp

ttt

gat
Asp
45

gtc
val

cca
Pro

aag
Lys

ggc
Gly

tgc
Cys
125

tge
Cys

cag
Gln

cag
Gln

cag
Gln

tct
Ser
205

aca

cag
Gln

[=]a]a
Pro

gee

gtc
val

atc
Ile

gcc
Ala

gce
Ala

tte
Phe
110

cgg
Arg
cag
Gln
tgc

Cys

cag
Gln

ggc
Gly
190

gag
Glu

gcg
Ala

tgec
Cys

ctg
Leu

cac

cca
Pxro

cca
Pro

ccyg
Pro

tce
Ser
95

tte
Phe

ggt
Gly

cag
Gln

agtc

val -

cag
Gln
175
agc
Ser

gca
Ala

get
Ala

aac
Asn

ggc
Gly
255

tte

385

433

481

523

577

625

673

721

769

817

865

913

961

1009

1057
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Ala Asp Pro Gln Ser Arg Asp Ala arg Gln Gln Arg Phe Ala His Phe
260 265 ) 270

acg 'gag ctg gee atc atc tca gte cag gag atc gtg gac tte get aag 1105
Thr Glu Leu Ala Ile Ile Ser Val Gln Glu Ile Va) Asp Phe 2Ala Lys
275 . 280 28B5

caa gtg cet ggt ttc ctg cag ctg ggc cgg gag gac cag atc gcc cte 1153
Gln Val Pro Gly Phe Leu Gln Leu Gly Arg Glu Asp Gln Ile Ala Leu

290 - 295 a0
ctg aag gca tec act atc gag atc atg ctg cta gag aca gee agyg cgo 1201
Leu Lys Ala Ser Thr Ile Glu Ile Met Leu Leu Glu Thr Ala Arg Arg

305 310 3158
tac aac cac gag aca gag tgt atc acc ttc ttg aag gac ttc acc tac 1249
Tyr Asn His Glu Thr Glu Cys Ile Thr Phe Leu Lys Asp Phe Thr Tyr
320 : 325 330 3i3s
agc aag gac gac tte cac cgt gea gge ctg cag gtg gag tte atec aac 1297
Ser Lys Asp Asp Phe His Arg Ala Gly Leu Gln Val Glu Phe Ile Asn
340 345 350
cce ate tte gag tte teg cgg gec atg cgg cgg ctg gge ¢tg gac gac 1345
Pro Ile Phe Glu Phe Ser Arg Ala Met Arg Arg Leu Gly Leu Asp Asp
3a5s 360 365

gct gag tac gec c¢ctg ¢te akc goe atc aac akc ttec tcg goc gac cagg 1393
Ala Glu Tyr Ala Leu Leu Ile Ala Ile Asn Ile Phe Ser Ala Asp Arg

370 375 380
‘ccc amc gtg cag gag ccg ggc cgc gtg gag gocg ttg cag cag ccc tac 1441
Pro Asn Val Gln Glu Pro Gly Arg Val Glu Ala Leu Glan Gln Pro Tyx

385 390 395
gtg gag gcg'ctg ctg tce tac acg cgc ate aag agg ccg cag gac cag 1489
val Glu Ala Leu Leu Ser Tyr Thr Arg Ile Lys Arg Pro Gln Asp Gln
400 4058 410 415
ctg cgc tte ¢c¢g cge atg cte atg aag ctg gtg age ctg cge acg ctg 1537
Leu Arg Phe Pro Arg Met Leu Met Lys Leu Val Ser Leu Arg Thr Leu
420 425 430
agc tect gtg cac tcg gag cag gtc ttec gee ttg cgg ctc cag gac aag 1585
Ser Ser Val His Ser Glu Gln Val Phe Ala Leu Arg Leu Gln Asp Lys
435 440 445

aag ctg ccg cct ctyg ctg teg gag atc tgg gac gtc cac gag tga 1630
Lys Leu Pro Pro Leu Leu Ser Glu Ile Trp Asp Val His Glu

450 455 460
ggggctggee acecageecc acagecttge ctgaccacece tccagcagat agacgeccgge 1650
acccettect cttoctaggg tggaaggggc cctgggcgag ccotgtagacc tateggetct 1750
catcecttgg gataagecoe agtecaggtc caggagactc cctcectgeoe cagegagtet 1810
tccagaagygyg gtgaaagggt tgcaggthc gacrcactgac <cctteccgge tgecectcect 1870
ccecagetta cacctcaage ccagcacgca gogtaccttg aacagaggga ggggagaace 1930
catggctcte cccccctage ccgggagace aggggectbc ctcttectcet gettttattt 1990

aataaaaata aaaacagaaa 2010

<210>6
<211> 461

<212> PRT

30
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<213> Homo sapiens

<400> 6
Met Ser Ser Pro Thr Thr Ser Ser Leu Asp Thr Pro Leu Pro Gly Asn
1 5 10 15

Gly Pro Pro Glm Pro Gly Ala Pro Ser Ser Ser Pro Thr Val Lys Glu
20 25 30

Glu Gly Pro Glu Pro Trp Pro Gly Gly Pro Asp Pro Asp val Pro Gly
35 40 45

Thr Asp Glu Ala Ser Ser Ala Cys Ser Thr Asp Trp Val Ile Pro Asp
50 55 60

Pro Glu Glu Glu Pro Glu Arg Lys Arg lys Lys Gly Pro Ala Pro Lys
65 70 75 80

Met Leu Gly His Glu Leu Cys Arg Val Cys Gly Asp Lys Ala Ser Gly
85 90 : a5

Phe His Tyr Asn Val Leu Ser Cys Glu Gly Cys Lys Gly Phe Phe Arg
100 105 110

Arg Ser Val Val Arg Gly Gly Ala Arg Arg Tyr Ala Cys Arg Gly Gly
115 120 © 125

Gly Thr Cys Gln Met Aép Ala Phe Met Arg Arg Lys Cys Gln Gln Cys
130 135 140

Arg Leu Arg Lys Cys Lys Glu Ala Gly Met Arg Glu Gln Cys Val Leu
145 ' 150 155 160

Ser Glu Glu Gln Ile Arg Lys Lys Lys Ile Arg Lys Gln Gin Gln €ln

31
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‘165 170 175

Glu Ser Gln Ser Gln Ser Gln Ser Pro Val Gly Pro Gln Gly Ser Ser
180 185 190

Ser Sexr Ala Ser Gly Pro Gly Ala Ser Pro Gly Gly Ser Glu Ala Gly
195 200 205

Ser Gln Gly Ser Gly Glu Gly Glu Gly Val Gln Leu Thr Ala Ala Gln
210 215 220

Glu Leu Met Ile Glem Gln Leu Val Ala Ala Gln Leu Gin Cys Asn Lys
225 230 235 240

arg Ser Phe Ser Asp Gln Pro Lys Val Thr Pro Trp Pro Leu Gly BAla
245 ., 250 . 255 :

Asp Pro Gla Ser Arg Asp Ala Arg Gln Gln Arg Phe Ala His Phe Thr
260 265 270

Glu Leu Ala Ile Ile Ser Val Gln Glu Ile Val Asp Phe Ala Lys Gln
275 280 ’ ' 285

val Pro Gly Phe Leu Gln Leu Gly Arg Glu Asp Gln Ile Ala Leu Leu
290 ' 295 300

Lys Ala Ser Thr Ile Glu Ile Met Leu Leu Glu Thr Ala Arg Arg Tyr
305 310 315 320

. Asn His Glu Thr Glu Cys Ile Thr Phe Leu Lys Asp Phe Thr Tyr Ser
325 - 330 335

Lys Asp Asp Phe His Arg Ala Gly Leu Gln Val Glu Phe Ile Asn Pro
340 345 is0

Ile Phe Glu Phe Ser Arg Ala Met Arg Arg Leu Gly Leu Asp Asp Ala
385 360 365

clu Tyr Ala Leu Leu Ile Ala Ile Asn Ile Phe Ser Ala Asp Arg Pro
370 375 380

Asn Val @ln Glu Pro Gly Arg Val Glu Ala Leu Gln Gln Pro Tyr Val
385 390 395 400

Glu Ala Leu Leu Ser Tyr Thr Arg Ile Lys Arg Pro Gln Asp Gln Leu
405 410 415

Arg Phe Pro Arg Met Leu Met Lys Leu Val Ser Leu Arg Thr Leu Ser
420 425 | 430

Ser Val His Ser Glu Gln val Phe Ala Leu Arg Leu Gln Asp Lys Lys
435 440 445

Leu Pro Pro Leu Leu Ser Glu Ile Trp Asp Val His Glu
450 455 460
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<210>7
<211> 28
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador directo de PCR para regién de unién a ligando LXR-alfa

<400> 7

gccatatgcg ggaggagtgt gtectgtc 28

<210>8
<211> 28
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador inverso de PCR para regién de unién a ligando LXR-alfa

<400> 8

ctggatcctt cgtgcacatc ccagatct 28

<210>9
<211> 28
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador directo de PCR para regién de unién a ligando LXR-beta

<400> 9

gccatatgag ggagcagtgc gtcctitc 28

<210> 10
<211>28

33
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<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador inverso de PCR para regién de unién a ligando LXR-beta

<400> 10

ctggatccct cgtggacgtc ccagatct 28

<210> 11
<211> 28
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador directo de PCR para regién de unién a ligando RXR-alfa

<400> 11

ccagatctaa gcgggaagcec gtgcagga 28

<210> 12
<211> 28
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador inverso de PCR para regién de unién a ligando RXR-alfa

<400> 12

ccagatctag tcatttggtg cggegect 28

<210> 13
<211> 284
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

34
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<223> Proteina de fusion region de union a ligando LXR-1alfa y marca His

<400> 13

Arg Glu Glu Cys Val
1 5.

Lys Arg Gln Glu Glu
20

Arg Ser Ser Pro Pro
35

Gly Met Ile Glu Lys
50 ’

Leu Ser Glu Glu Gln
10

Glu Gln Ala His Ala
25

Gln Ile Leu Pro Gln
40

Leu Val Ala Ala Gln
55

35

Ile Arg Leu

Thr Ser Leu

Leu Ser Pro
45

Gln Gln Cys
60

Lys Lys Leu
15

Pro Pro Arg
30

Glu Gln Leu

Asn Arg Arg



10

Ser
&5
Pro

Leu

Pro

Pro
145
Glu
Phe
Phe
val
ala
225
Phe

val

Pro

<210> 14
<211> 262
<212> PRT

Phe

Ala

Gly

Ser

130

Gly

Asp

Glu

Ala

Gln

210

Leu

Pro

His

Pro

Ser

Ser

Ile

Phe

115

Ala

Ser

Phe

Phe

Leu

185

Asp

His

Arg

Ser

Leu
275

Asp

Arg

val

100

Leu

Ile

Glu

Ala

Ser

180

Leu

Gln

Ala

Met .

.Glu

260

Leu

<213> Secuencia artificial

<220>

Ser

Gln

Glu

Ser

Lys

165

Arg

Ile

L eu

Leu
245

Gln

Ser

ES 2438739 T3

Leu

70

Ala

Val

Leu

vVal

Ile

150

Ala

ala

Ala

Gln

val

230

Met

val

Glu

Arg

Arg

Gln

Ser

Met

135

Thr

Gly

Meb

Ile

val

215

Ser

Lys

Phe

Ile

val

Gln

Glu

Arg

120

Leu

Phe

Leu

Asn

Ser

200

Glu

Ile

Leu

Ala

280

Thr
Gln
Tle
105

Glu

Leu

Gln
Glu
185
Ile
Arg
His
val
Leu
265

Asp

Pro

Arg

90

val

Asp

Glu

Lys

vVal

170

Leu

Phe

Leu

His

Ser

250

Arg

val

Trp

75

Phe

Asp

Gln

Asp

155

Glu

Gln

Ser

Gln

Pro

235

Leu

Leu

His

Pro

Ala

Phe

Ile

Ser

Mat

His

Ala

Ala

125

Arg

140 .

Phe

Phe

Leu

Ala

His

220

ATy

Gln

Glu

<223> Proteina de fusion region de union a ligando RXR-1alfa y FLAG

36

Ser

Ile

Asn

Asp

205

Thr

Asp

Thr

Asp

Ala

Fhe

Lys

110

Leu

Arg

Asn
Asp

190

Arg

Lau

Lys
270

Pro

Thr

Gln

Leu

Pro
175
Ala
Pro
val
Leu
Ser
258

Lys

Asp

B8O

Glu

Leun

Lys

Asn

aArg

160

Ile

Glu

Asn

Glu

Met

240

Ser

Leu



<400> 14

<210> 15

Lys

Glu

Glu

val

Glu

Gln

Phe

Gly

Ile

145

Gln

Pro

Leu
228

Leu

Arg

Asn

Arg

val

50

Thr

Txp

Val

Ser

Leu

130

Phe

Met

Pro

Glu

Glu

210

Arg

Ile

Pro

Glu

Glu

Ile

Glu

Ala

Ile

His

115

Asp

hsp

Asp

Lys

185

Gln

Ser

Gly

Ala
Val
20
Leu
Ala
Ile
Lys
Leu
100
Arg
val
Arg
Lys
ser
180
val
Pro
Ile

Asp

Gln
260

val
Glu
Glu
Asn
Cvys
hArg
8%

Leu
Serx
His
val
Thr

165

Lys

Gly

Gly

245

Met

ES 2438739 T3

Gln

Ser

Ala

Met

Gln

Ile

Arg

Ile

Arg

Leu

150

Glu

Gly

Arg

Leu
23¢

Pro

Glu

Glu
Gly
€5

Ala
Pro
Ala
Ala
Asn
135
Thr
Leu
Leu
Ser
Phe
215

Lys

Ile

Glu

Ser

Leu

Leu

Ala

His

Gly

val

120

Ser

Glu

Gly

Ser,

Leu
200

Ala

Cys

Asp

Arg
Ser
25

Ala
Asn
Asp
Phe

Trp
105
Lys
Ala
Leu
Cys
Asn
185
Glu
Lys

Leu

Thr

37

Gln

1¢

Ala

val

Pro

Lys

Ser

AsSn

Asp

His

val

Leu

170

Pro

Ala

Leu

Glu

Phe
250

Arg

Asn

Glu
Ser
Gln
75

Glu
Glu
Gly
Ser
Ser
155

Arg

Ala

Leu

His
235

Leu

Gly

Glu

Pro

Sexr

60

Leu

Leu

Leu

Ile

Ala

la0

Lys

Ala

Glu

Leu
220

Leu

Met

Lys

Asp

Lys

45

Pro

Phe

Pro

Leu

Leu

125

Gly

Met

Ile

val

Lys

205

Arg

Phe

Glu

Asp

Met

a0

Thr

Thr

Leu

Ile

110

Leu

val

Arg

Val

Glu
190

Leu

Phe

Met

Arg

Pro

Glu

Asp

Leu

Asp

Ala

Ala

Gly

Asp

Leu

175

Ala

Lys

Pro

Phe

Leu
255

Asn

val

Thr

Pro

val

80

Asp

Ser

Thr

Ala

Met

160

E;he

Leu

Ala

Lys
240

Glu



<211> 307
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2438739 T3

<223> Proteina de fusién region de unién a ligando LXR-beta y marca His

<400> 15

Gly

Gly

Gln

65

Gln

Pro

Glu

Lys

Pro

Gly

50

Leu

Leu

Gln

Gln

Gln

a5

Ser

Thr

Gln

Pro

Cys

Gln

20

Gly

Glu

Ala

Leu

val

Gln

Ser

Ala

Ala

Asn

85

Gly

Leu

Gln

Ser

Gly

Gln

Lys

Ala

Ser

Glu

Ser

ser

55

Glu

Axg

Asp

Giu

Ser

Sex

40

Gln

Leu

Ser

Pro

38

Glu

Gln

25

Ala

Gly

Met

Phe

Gln

Gln

Ser

Ser

Ser

Ile

Ser

90

Ser

Ile Arg

Gln Ser

Gly Pro

Gly Glu
60

Gln Eln

75

Asp Gln

ATg Asp

Lys

Gln

Gly

45

Gly

Leu

Pro

Ala

iys

Ser
30

‘Ala

Glu

val

Lys

Axrg

Lys

15

Pro

Ser

Gly

Ala

Val

95

Gln

Ile

val

Pro

Val

Ala

80

Thr

Gln
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100 105

Arg Phe Ala His Phe Thr Glu Leu Ala
115 120

Val Asp Phe Ala Lys Gln Val Pro Gly
130 135 .

Asp Gln Ile Ala Leu Leu Lys Ala Ser
145 150

Glu Thr Ala Arg Arg Tyr Asn His Glu
165

Lys Asp Phe Th.r Tyr Ser Lys ASp Asp
180 185

val Glu Phe Ile Asn Pro Ile Phe Glu
1485 ' 200

Leu Gly Leu Asp Asp Ala Glu Tyr Ala
210 215

Phe Ser Ala Asp Arg Pro Asn Val Gln
225 230 -

Leu Gln Gin Pro Tyr Val Glu Ala Leu
. . 245

Arg Pro Gln Asp Gln Leu Arg Phe Pro
' 260 265

Ser Leu Arg Thr Leu Ser Ser Val His
275 280

Arg Leu Gln Asp Lys Lys Leu Pro Pro
290 295

val His Glu
305

<210> 16
<211>25

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 16

39

Ile
Phe
Thr
Thr
170
Phe
Phe
Leu
Glu
Leu
250
Arg

Ser

Leu

Ile

Leu

Ile

155

Glu

‘His

Ser

Leu

Pro

235

Sexr

Met

Glu

Leu

Ser Val
125

Gln Leu
140

Glu Ile

‘Cys Ile

Arg Ala

Arg Ala
205

Ile Ala
220

Gly Arg

Leu Met

Gln Val
285

Ser Glu
300

110

Gln

Gly

Met

: ley

180

Met

Iie

val

Axg

Lys

270

Phe

Ile

Glu

Leu

Phe

175

Leu

AsSn

Glu

Ile

255

Leu

Ala

Trop

Ile
Glu
Leu
160
Leu
Gln
Arg
Ile
ala
240
Lys
Val
Leu

Asp
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Asp Gly Thr Pro Pro Pro Gln Glu Ala Glu Glu Pro Ser Leu Leu Lys
1l 5 10 15

Lys Leu Leu Leu Ala Pro Ala Asn Thx
20 25

<210> 17
<211>25
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 17
His ély Thr Ser Leu Lys Glu Lys His Lys Ile Leu His Arg Leu Leu
1 5 10 15

Gln Asp Ser Ser Ser Pro Val Asp Leu
20 25

<210> 18
<211> 30
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 18

Asn Lys Asp Val Thr Leu Thr Ser Pro Leu Leu Val Asn Leu Leu Gln
1 5 10 i5

Ser Asp Ile Ser Ala Gly His Phe Gly Val Asn Asn Lys Gln
20 25 30

<210> 19
<211> 30
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 19

Ser Pro Ala Met Arg Glu Ala Pro Thr Ser Leu Ser Gln Leu Leu Asp
1 5 - 10 15

Asn Ser Gly Ala Pro 'Asn val Thr Ile Lys Pro Pro Gly Leu
20 25 ’ 30
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<210> 20
<211>25
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 20

Cys Pro Ser Ser His Ser Ser Leu Thr Glu Arg His Lys Ile Leu His
1 5 10 15

Arg Leu Leu Gln Glu Gly Ser Pro Ser
20 25

<210> 21
<211> 20
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 21

Lys Glu Ser I;ys Asp His Gln Leu Leu Arg Tyr Leu Leu Asp Lys AsSp
1 5 10 i5

Glu Lys Asp Leu
20

<210> 22
<211>24
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 22

Gln Lys Pro Thr Ser Gly Pro Gln Thr Pro Gln Ala Gln Gln Lys Ser
1 5 10 . 15

Leu Leu Gln Gln lew Leu Thr Glu
20

<210> 23
<211>25
<212> PRT

<213> Homo sapiens
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<400> 23

Cys Cys Phe Cys Gly Glu Asp His Pro Arg Gln Gly Ser Ile Leu TyT
1 5 10 15

ger Leuw Leu Thr Ser Ser Lys Gln Thr
20 . 25

<210> 24
<211>25
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 24

Lys Asn Pro Thr Ser Cys Ser Arg Arg Phe Tyr Gln Leu Thr Lys Leu
1 5 ’ 10 15

Leu Asp Ser Val Gln Pro Ile Ala Arg
20 25

<210> 25
<211>25
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 25

Lys Gln Glu Pro val Ser Pro Lys Lys Lys Glu Asn Ala Leu Leu Arg
1 ) 10 15

Tyr Leu Leu Asp Lys Asp Asp Thr Lys
20 . 25

<210> 26
<211>25
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 26

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

Ser Leu Leu Gln Ile Thr Gly Asn Gly
20 25
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<210> 27
<211> 23
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 27
His Ser Lys Ala Ser Trp Ala Glu Phe Ser Ile Leu Arg Glu Leu Leu
1 5 10 15

Ala Gln Asp Val Leu Cys Asp
20

<210> 28
<211> 26
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 28

Ser Pro L¥s Lys Lys Glu Asn Asn Ala Leu Leu Arg Tyr Leu Leu Asp
1 5 10 s

Arg Asp Asp Pro Ser Asp Ala Leu Ser Lys
20 25
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento de identificacién de un agente terapéutico o preventivo que afecta a la concentracion de colesterol
LDL y/o de triglicéridos en plasma en un mamifero, comprendiendo el procedimiento:

(i) proporcionar un heterodimero que comprende LXRa y RXRa;
(i) poner en contacto una sustancia de prueba con el heterodimero en presencia de un coactivador de LXR,;
(iii) medir la cantidad de coactivador unido al heterodimero;

(iv) comparar la cantidad de coactivador medida en la etapa (iii) con la cantidad de coactivador unido al
heterodimero en un control;

(v) correlacionar la diferencia entre la cantidad de coactivador unido en presencia de la sustancia de pruebay la
cantidad de coactivador unido en el control, en el que un aumento en la cantidad de coactivador unido en
presencia de la sustancia de prueba en comparacion con el control es indicativo de que la sustancia de prueba
tiene el efecto de aumentar la concentracion de colesterol LDL y/o de triglicéridos en plasma en un mamifero.

2. El procedimiento segun la reivindicacién 1, en el que el procedimiento es para identificar un agente terapéutico o
preventivo que no produce un aumento en la concentracion de colesterol LDL y/o de triglicéridos en plasma en un
mamifero.

3. El procedimiento segun la reivindicacién 1, en el que la sustancia de prueba es un ligando LXR.

4. El procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que el agente terapéutico o preventivo es para tratar o prevenir una
enfermedad seleccionada del grupo que consiste en arteriosclerosis, aterosclerosis, hiperlipidemia, enfermedades
relacionadas con los lipidos, enfermedad inflamatoria mediada por citocinas inflamatorias, enfermedades
autoinmunitarias, enfermedad cardiovascular, enfermedad cerebrovascular, enfermedad renal, diabetes mellitus,
complicaciones diabéticas, obesidad, nefritis, hepatitis y enfermedad de Alzheimer.

5. El procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que el coactivador esta seleccionado del grupo que consiste en
PGC-1a (receptor activado por proliferador de peroxisomas de Homo sapiens, coactivador gamma 1, alfa), TIF-2
(coactivador 2 de receptor nuclear de Homo sapiens), ASC-2 (cointegrador 2 de sefial activante), SRC-1 (coactivador 1
de receptor esteroide humano), DAX1 (region critica de hipoplasia suprarrenal congénita (AHC) de inversidon de sexo
sensible a la dosificacion sobre el cromosoma X, gen 1), PNRC (proteina correguladora de receptor nuclear rico en
prolina), TRAP220 (proteina 220 asociada a receptor de la hormona tiroidea), PERC (coactivador 1 gamma de receptor
activado por proliferador de peroxisomas beta) y ACTR (coactivador 3 de receptor esteroideo).

6. El procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que el coactivador es un péptido que tiene una secuencia de
aminodcidos seleccionada del grupo que consiste en SEC ID N2 16, SEC ID N2 17, SEC ID N2 18, SEC ID N® 19, SEC
ID N© 20, SEC ID N2 21, SEC ID N2 22, SEC ID N° 23, SEC ID N® 24, SEC ID N¢ 25, SEC ID N? 26, SEC ID N2 27, SEC
ID N© 28 y variantes de las mismas.

7. El procedimiento segun la reivindicacién 1, en el que el LXRa es un polipéptido LXRa de longitud completa humano
que tiene una secuencia de aminoacidos de SEC ID N2 2 o una variante de la misma que tiene al menos el 80% de
identidad con SEC ID N° 2, o una proteina fusionada que contiene dicho polipéptido.

8. El procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que el LXRa es un sitio de union a ligando de LXRa de longitud
completa humano que tiene una secuencia de aminoacidos del aminoacido n° 164 a 447 de SEC ID N® 2 o una variante
de la misma que tiene al menos el 80% de identidad con el aminoacido n® 164 a 447 de SEC ID N® 2, o una proteina
fusionada que contiene dicho polipéptido.

9. El procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que el RXRa es un polipéptido RXRa de longitud completa humano
que tiene una secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 4 o una variante de la misma que tiene al menos el 80% de
identidad con SEC ID N? 4, o una proteina fusionada que contiene dicho polipéptido.

10. El procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que el RXRa es un sitio de unién a ligando de RXRa de longitud
completa humano que tiene una secuencia de aminoacidos del aminoacido n° 201 a 462 de SEC ID N 4 o una variante
de la misma que tiene al menos el 80% de identidad de aminodcido n® 201 a 462 de SEC ID N? 4, o una proteina
fusionada que contiene dicho polipéptido.

11. El procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que la cantidad de coactivador unido al heterodimero se mide
usando un ensayo de FRET.

12. El procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que el LXRa y/o el RXRa se proporciona usando células que
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expresan LXRa y/o RXRa.

13. El procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que el LXRa y/o el RXRa se proporciona usando células que
expresan LXRa y/o RXRa como proteina exégena.

14. El procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que el LXRa y/o el RXRa se proporciona usando células que
expresan LXRa y/o RXRa como proteina enddgena.

15. Un kit que se usa para una cualquiera de reivindicaciones 1 a 14, comprendiendo el kit:

un primer polipéptido que comprende un sitio de unién a ligando de un polipéptido LXRa humano que
comprende la secuencia de aminoacidos del aminoacido n° 164 a 447 de SEC ID N? 2 o una variante de la
misma que tiene al menos el 80% de identidad con el aminodcido n® 164 a 447 de SEC ID N® 2; un segundo
polipéptido que comprende un sitio de unioén a ligando de un polipéptido RXRa de longitud completa humano
que comprende la secuencia de aminoacidos del aminoacido n° 201 a 462 de SEC ID N® 4 o una variante de la
misma que tiene al menos el 80% de identidad con el amino&cido n® 201 a 462 de SEC ID N 4; y un
coactivador seleccionado del grupo que consiste en PGC-1a. (receptor activado por proliferador de peroxisomas
de Homo sapiens, coactivador gamma 1, alfa), TIF-2 (coactivador 2 de receptor nuclear de Homo sapiens),
ASC-2 (cointegrador 2 de sefal activante), SRC-1 (coactivador 1 de receptor esteroide humano), DAX1 (regién
critica de hipoplasia suprarrenal congénita (AHC) de inversion de sexo sensible a la dosificacién sobre el
cromosoma X, gen 1), PNRC (proteina correguladora de receptor nuclear rico en prolina), TRAP220 (proteina
220 asociada a receptor de la hormona tiroidea), PERC (coactivador 1 gamma de receptor activado por
proliferador de peroxisomas beta) y ACTR (coactivador 3 de receptor esteroideo).

16. Un kit segun la reivindicacion 15 en el que el primer polipéptido comprende un polipéptido LXRo de longitud
completa humano que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 2 o una variante de la misma que tiene
al menos el 80% de identidad con SEC ID N? 2; y el segundo polipéptido comprende un polipéptido RXRa de longitud
completa humano que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID N? 4 o una variante de la misma que tiene
al menos el 80% de identidad con SEC ID N¢ 4, en el que el polipéptido LXRa de longitud completa humano
comprende el sitio de unién a ligando del polipéptido LXRa humano y el polipéptido RXRa de longitud completa
humano comprende el sitio de unién a ligando del polipéptido RXRo humano.

17. Un kit segun la reivindicacién 15, en el que el primer y segundo polipéptidos forman juntos un polipéptido fusionado.

18. Un kit que comprende primer y segundo polinucledtidos que codifican el primer y segundo polipéptidos como se
define en una cualquiera de las reivindicaciones 15 a 17, respectivamente; y un coactivador seleccionado del grupo que
consiste en PGC-1a (receptor activado por proliferador de peroxisomas de Homo sapiens, coactivador gamma 1, alfa),
TIF-2 (coactivador 2 de receptor nuclear de Homo sapiens), ASC-2 (cointegrador 2 de senal activante), SRC-1
(coactivador 1 de receptor esteroide humano), DAX1 (region critica de hipoplasia suprarrenal congénita (AHC) de
inversion de sexo sensible a la dosificacion sobre el cromosoma X, gen 1), PNRC (proteina correguladora de receptor
nuclear rico en prolina), TRAP220 (proteina 220 asociada a receptor de la hormona tiroidea), PERC (coactivador 1
gamma de receptor activado por proliferador de peroxisomas beta) y ACTR (coactivador 3 de receptor esteroideo).

19. Un kit segiin una cualquiera de las reivindicaciones 15 a 18, en el que el coactivador es un polipéptido que
comprende una secuencia de amino&cidos seleccionada del grupo que consiste en SEC ID N° 16, SEC ID N® 17, SEC
ID N2 18, SEC ID N2 19, SEC ID N° 20, SEC ID N® 21, SEC ID N° 22, SEC ID N? 23, SEC ID N? 24, SEC ID N¢ 25, SEC
ID N2 26, SEC ID N2 27, SEC ID N° 28 y variantes de las mismas.

20. Un kit que comprende un vector recombinante que contiene el primer y segundo polinucleétidos como se define en
la reivindicacion 18 y un coactivador seleccionado del grupo que consiste en PGC-1a. (receptor activado por proliferador
de peroxisomas de Homo sapiens, coactivador gamma 1, alfa), TIF-2 (coactivador 2 de receptor nuclear de Homo
sapiens), ASC-2 (cointegrador 2 de sefial activante), SRC-1 (coactivador 1 de receptor esteroide humano), DAX1
(region critica de hipoplasia suprarrenal congénita (AHC) de inversién de sexo sensible a la dosificacién sobre el
cromosoma X, gen 1), PNRC (proteina correguladora de receptor nuclear rico en prolina), TRAP220 (proteina 220
asociada a receptor de la hormona tiroidea), PERC (coactivador 1 gamma de receptor activado por proliferador de
peroxisomas beta) y ACTR (coactivador 3 de receptor esteroideo).

21. Un kit segun la reivindicacion 20, en el que el vector recombinante es un vector de expresion.

22. Un kit que comprende células huésped transformadas con un vector recombinante como se define en la
reivindicacion 20 6 21, y un coactivador seleccionado del grupo que consiste en PGC-1a (receptor activado por
proliferador de peroxisomas de Homo sapiens, coactivador gamma 1, alfa), TIF-2 (coactivador 2 de receptor nuclear de
Homo sapiens), ASC-2 (cointegrador 2 de sefial activante), SRC-1 (coactivador 1 de receptor esteroide humano), DAX1
(region critica de hipoplasia suprarrenal congénita (AHC) de inversién de sexo sensible a la dosificacion sobre el
cromosoma X, gen 1), PNRC (proteina correguladora de receptor nuclear rico en prolina), TRAP220 (proteina 220
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asociada a receptor de la hormona tiroidea), PERC (coactivador 1 gamma de receptor activado por proliferador de
peroxisomas beta) y ACTR (coactivador 3 de receptor esteroideo).

23. Un kit segun la reivindicacion 22, en el que las células huésped son células de mamifero.

24. Un procedimiento de deteccién de un aumento en el nivel de concentracion de colesterol LDL y/o de triglicéridos en
plasma en un mamifero que comprende:

(i) poner en contacto una muestra biolégica recogida de un mamifero con un heterodimero que comprende
LXRa y RXRo en presencia de un coactivador de LXR,;

(i) repetir dicha etapa de puesta en contacto (i) con una muestra de control;
(iii) medir la cantidad de coactivador unido al heterodimero;

(iv) comparar la cantidad de coactivador unido al heterodimero en la muestra biologica recogida del mamifero y
el coactivador unido al heterodimero en la muestra de control; y

(v) determinar que el mamifero tiene un elevado nivel de concentracion de colesterol LDL y/o de triglicéridos en
plasma cuando la cantidad de coactivador unido al heterodimero en la muestra biolégica es mayor que la
cantidad de coactivador unido al heterodimero en el control.

25. Un procedimiento de diagnédstico de un estado de enfermedad en un mamifero que comprende:

(i) poner en contacto una muestra biolégica recogida de un mamifero con un heterodimero que comprende
LXRa y RXRo en presencia de un coactivador de LXR,;

(i) repetir dicha etapa de puesta en contacto (i) con una muestra de control;
(iii) medir la cantidad de coactivador unido al heterodimero;

(iv) comparar la cantidad de coactivador unido al heterodimero en la muestra biologica recogida del mamifero y
el coactivador unido al heterodimero en la muestra de control; y

(v) determinar que el mamifero esta en un estado de enfermedad cuando la cantidad de coactivador unido al
heterodimero en la muestra bioldgica es mayor que la cantidad de coactivador unido al heterodimero en el
control, que es indicativo de un aumento en el nivel de concentracion de colesterol LDL y/o de triglicéridos en
plasma en el mamifero, en el que el estado de enfermedad esta seleccionado del grupo que consiste en (a)
arteriosclerosis, (b) aterosclerosis, (c) hiperlipidemia, (d) una enfermedad relacionada con los lipidos, (e) una
enfermedad inflamatoria mediada por una citocina inflamatoria, (f) una enfermedad autoinmunitaria, (g) una
enfermedad cardiovascular, (h) una enfermedad cerebrovascular, (i) una enfermedad renal, (j) diabetes mellitus,
(k) una complicacién diabética, (I) obesidad, (m) nefritis, (n) hepatitis (0) un tumor, (p) enfermedad de Alzheimer
y (q) arteriosclerosis producida por una o mas de las enfermedades (c) a (o).

26. El procedimiento segun la reivindicacion 24 6 25, en el que el mamifero es un ser humano.
27. El procedimiento segun la reivindicacion 26, en el que la muestra biolégica es una muestra de sangre.
28. El procedimiento segun la reivindicacion 27, en el que el coactivador es un coactivador de LXR.

29. El procedimiento segun la reivindicacion 28, en el que el coactivador esta seleccionado del grupo que consiste en
PGC-1a (receptor activado por proliferador de peroxisomas de Homo sapiens, coactivador gamma 1, alfa), TIF-2
(coactivador 2 de receptor nuclear de Homo sapiens), ASC-2 (cointegrador 2 de sefial activante), SRC-1 (coactivador 1
de receptor esteroide humano), DAX1 (regién critica de hipoplasia suprarrenal congénita (AHC) de inversidon de sexo
sensible a la dosificacion sobre el cromosoma X, gen 1), PNRC (proteina correguladora de receptor nuclear rico en
prolina), TRAP220 (coactivador 1 gamma de receptor asociado a receptor de la hormona tiroidea beta) y ACTR
(coactivador 3 de receptor esteroideo).
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