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DESCRIPCION
Modulacién de los receptores con dominio Vps10p
Campo de la invencion

La invencion se refiere a la identificacion de ligandos capaces de actuar como antagonistas/inhibidores de los
receptores con dominio Vps10p.

Antecedentes de la invencion

La concentracion plasmatica de lipoproteinas de baja densidad (LDL) que transportan el colesterol en la circulacion
humana, es uno de los factores de riesgo mas importantes de la morbilidad y mortalidad cardiovascular (1). Las
cantidades excesivas de colesterol en la circulacion son depositadas en las paredes de los vasos coronarios
produciendo el cierre del lumen del vaso y la obstruccion del flujo sanguineo al corazén (y otros érganos.) Este
proceso patolégico se conoce como aterosclerosis. Como consecuencia de sucesos ateroesclerdéticos, se produce la
arteriopatia coronaria y el infarto de miocardio. Dada la importancia de la gestion de los niveles de LDL en pacientes,
el colesterol LDL sigue siendo hoy el objetivo principal de la terapia cardiovascular (2, 3).

El riesgo de desarrollar enfermedades y afecciones como la ateroesclerosis, arteriopatia coronaria y cardiopatia
coronaria se ha demostrado que esta fuertemente correlacionado con los niveles altos de LDL-colesterol y
triglicéridos. Los niveles elevados de lipoproteina de baja densidad-colesterol (LDL-colesterol) es un contribuyente
asociado a lipidos significativo, por ejemplo, para la cardiopatia coronaria.

La ateroesclerosis y la arteriopatia coronaria asociada es la causa principal de la mortalidad en el mundo
industrializado. A pesar de los intentos de modificar los factores de riesgo secundarios (fumar, obesidad, falta de
ejercicio) y el tratamiento de la dislipidemia con la modificacion de la dieta y la terapia con farmacos, la cardiopatia
coronaria sigue siendo la causa mas comun de muerte en EE.UU., donde la enfermedad cardiovascular da cuenta
de 44% de todas las muertes, con 53% de estas asociadas con cardiopatia coronaria aterosclerética.

Se conoce una serie de rutas bioquimicas que afectan a los niveles plasmaticos de colesterol y se han considerado
objetivos en la intervencion terapéutica. Estas etapas incluyen la velocidad con la que es producido el colesterol en
el organismo y es introducido en lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), la extensién de la conversiéon de VLDL
en LDL, asi como la eficacia de la eliminacién de las LDL en los tejidos hepaticos. Ademas, la conversion del
colesterol en acidos biliares que son secretados en el intestino afecta a los niveles de lipidos en la circulacion.

La familia de receptores con dominio Vps10p

Los autores de la presente invencién han estudiado el efecto de la modulacién de la actividad de los receptores con
dominio Vps10p en los niveles plasmaticos de LDL-colesterol y triglicéridos. Los miembros de esta familia de
receptores son Sortilina, SorLA, SorCS1, SorCS2 y SorCS3.

Sortilina

La sortilina, el miembro arquetipico de la familia de receptores con dominio Vps10p se denomina en ocasiones el
receptor de neurotensina 3 (NTR3), Glicoproteina 95 (Gp95) o receptor NT 100 kDa. La sortilina humana tiene
numero de acceso en Swiss Prot ID No. Q99523.

La sortilina, (SEQ ID NO. 1) es un receptor de membrana de tipo | expresado en una serie de tejidos, incluyendo el
cerebro, médula espinal, testiculos, higado y musculo esquelético (6-7). La sortilina pertenece a una familia de
receptores que comprende Sortilina, SorLA (8), SorCS1, SorCS2 y SorCS3.

Todos los receptores de esta familia comparten la caracteristica estructural de un dominio N-terminal de
aproximadamente 600 aminoacido con un gran parecido con cada uno de los dos dominios que constituyen la parte
luminal del receptor de clasificacion de levaduras Vps10p (9). El dominio Vps10p (Vps10p-D) que entre otros
ligandos une factores neurotroficos y neuropéptidos (10-14), constituye la parte luminal entera de la sortilina
(sSortilina) y es activado por la union de ligando por escisién enzimatica propeptidica (10, 11). La sortilina es un
receptor multifuncional de tipo 1 capaz de endocitosis asi como de clasificacion intracelular (9-11), y como se ha
mostrado recientemente, también esta implicada en la sefializacién produciendo la induccién por proneurotrofina de
la apoptosis neuronal mediada por p75NT (12, 13, 18, 19). La sortilina es sintetizada como una proproteina, que se
convierte en la sortilina madura por escisién enzimatica y eliminacion de un propéotido N-terminal corto. Solo el
receptor maduro se une a ligandos y lo que es interesante es que todos sus ligandos conocidos, por ejemplo,
neurotensina (NT), lipoproteina lipasa, las proformas del factor de crecimiento nervioso B (proNGF) y factor
neurotréfico derivado del cerebro (proBDNF), proteina asociada al receptor (RAP), y su propio péptido, compiten por
la union (11-13, 16) indicando que los diversos ligandos se dirigen a un sitio de unién compartido o parcialmente
compartido. EI NT es un tridecapéptido, que se une a sortilina, SortLA y los dos receptores acoplados a proteina G
NTR1 y NTR2 (10, 20-22). La funcion fisioldgica de la NT en relacion con la sortilina no se ha elucidado
completamente (23), aunque la NT es una herramienta importante, puesto que inhibe la union de todos los demas
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ligandos al Vps10p-D de la sortilina.
SorLA

El receptor relacionado con la proteina de clasificacion, abreviada SorLA (n° de ID en Swiss Prot Q92673), también
conocida como LR11, es una proteina de membrana de tipo 1, de 250 kDa y el segundo miembro identificado en la
familia de receptores con dominio Vps10p de SorLa, como la sortilina, cuyo dominio lumenal consiste en un dominio
Vps10p solo, se sintetiza como un pro-receptor que es escindido por furina en los compartimentos tardios de Golgi.
Se ha demostrado que el truncado acondiciona el dominio Vps10p para la unién inhibidora al propéptido de
neuropéptidos y la proteina asociada al receptor. Se ha demostrado (21) que se produce la unién avida de la
proteina asociada al receptor, apolipoproteina E, y la lipoproteina lipasa no inhibida por propéptido en sitios
localizados en otros dominios lumenales. En células transfectadas, aproximadamente 10% de SorLa de longitud
completa es expresada en la superficie celular capaz de mediar la endocitosis. El principal grupo de receptores se
encuentra en los compartimentos tardios de Golgi, y se ha sugerido la interaccion con ligandos recién sintetizados.

SorCS1-3

SorCS1 (n° de ID en Swiss Prot Q8WY21), SorCS2 (n° de ID en Swiss Prot Q96PQ0) y SorCS3 (n° de ID en Swiss
Prot QQUPU3) constituyen un subgrupo de proteinas muy similares mutuamente que contienen tanto un Vps10p-D
como un dominio rico en leucina limitando el dominio transmembrama (14, 26). SorCS1 puede tener una funcién
importante fuera del sistema nervioso, ya que su region en el gen se ha identificado como un locus de caracteristica
cuantitativa de la diabetes de tipo 2 en ratones (27), y las variaciones en el gen de SorCS1 humano se asocian con
caracteristicas relacionadas con la diabetes (28). Se presentan indicaciones adicionales en esta direccion en otro
estudio (29) en donde la SorCS1 se asocia con la regién Niddm1i 16-Mb controladora de glucosa principal, en la rata
GK diabética, una regidon que produce secrecion defectuosa de insulina y que también corresponde a los locus en
seres humanos y ratones asociados con la diabetes de tipo 2.

Estado de la técnica

El estado actual de la técnica para la terapia de LDL plasmatico alto es la aplicacion de estatinas, inhibidores que
interfieren con la produccion de colesterol enddgeno y por lo tanto, reducen la produccién de particulas LDL ricas en
colesterol. Sin embargo, el uso de estatinas esta asociado con un riesgo sustancial de efectos secundarios tales
como efectos adversos en las funciones muscular y hepatica, asi como en las capacidades cognitivas (4,5). Por lo
tanto, los amplios esfuerzos de investigacion se dirigen a la identificacion de nuevos factores que contribuyen a la
regulacion del metabolismo del colesterol plasmatico. Estos factores pueden representar alternativas mas seguras a
la intervencion terapéutica con altos niveles de LDL plasmatico.

Recientemente, una serie de grupos ha usado estudios de asociacion del genoma completo para identificar regiones
cromosomicas en el genoma humano que se puedan asociar con el control de los valores de lipidos plasmaticos. En
particular, estos estudios sugieren simplemente determinadas regiones en cromosomas particulares que pueden
tener algun valor predictivo de las concentraciones de lipidos y riesgo cardiovascular. Ninguno de estos estudios
proporciona pruebas experimentales que confirmen una funcién causal de los genes candidatos en dicha region
cromosoémica en el control de la homeostasia de lipidos.

Por ejemplo, Wilier et al. (6) asi como Kathiresan et al. (7) han cartografiado ambos un locus cromosémico asociado
con el LDL-colesterol en 1p13. Este locus contiene varios genes candidatos entre los cuales estan CELSR2, PSRC1
y SORT1. No esta claro si cualquiera de los tres genes u otros en esta regién pueden ser relevantes para la
determinacion del LDL-colesterol, como establecen Kathiresan et al. en la pagina 191: "No esta claro todavia qué
variantes causales o incluso los genes causales en el nuevo locus"

Incluso es mas confuso el que Kathiresan et al. identificaran un aumento de los niveles de ARNm para SORT1 con
el alelo C que predispone a su portador a LDL plasmatico bajo. Los autores concluyen, “... estas observaciones
sugieren un mecanismo por el cual la expresion de la sortilina aumentada vista con el alelo C (en SNP rs646776)
podria llevar a menores concentraciones de LDL-colesterol en la circulacion”. En la argumentacion de los autores, la
sortilina actia como un factor protector reductor de los niveles de LDL en la circulacion. Cuanto mayores son los
niveles de ARNm para la sortilina (SORT1), menor es la concentracion plasmatica de LDL.

Sin embargo, esta suposicién es incorrecta como demuestran los autores de la presente invencion mediante
estudios funcionales usando modelos de ratén deficientes en sortilina en donde, de hecho, la pérdida de expresion
de la sortilina esta asociada con el LDL plasmatico bajo. Por lo tanto, la actividad normal de la sortilina aumenta en
lugar de disminuir las concentraciones de LDL. El aumento visto en el alelo C en el estudio de Kathiresan et al., es
probable que refleje una regulacion por aumento compensatoria de un alelo de sortilina difuncional.

La solicitud de patente WO 2004/056385 describe un método de tratamiento de una enfermedad o trastorno
seleccionado de dolor inflamatorio, enfermedades o trastornos del pancreas, trastornos renales, trastornos
pulmonares, trastornos cardiovasculares, diferentes tipos de tumores, trastornos psiquiatricos o trastornos
neuronales, mediante el uso de agentes capaces de inhibir receptores con dominio Vps10p, en particular la sortilina.
Sin embargo, el documento WO 2004/056385 no describe que la sortilina esté implicada en la regulacion de los
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niveles plasmaticos de lipidos.

Otras solicitudes de patente tales como WO 2006/138343 y WO 2007/035716 describen composiciones que
comprenden proteinas/receptores que contienen CR que se unen a la proteina asociada al receptor (RAP) para
tratar un gran numero de enfermedades incluyendo enfermedades cardiovasculares. Sin embargo, la cita en este
documento de la sortilina como una proteina que comprende repeticiones CR es incorrecta como lo es la referencia
al numero de acceso en SwissProt Q92673 junto con la sortilina. Q92673 es el numero de acceso en SwissProt para
el receptor con dominio Vps10p SorLa que comprende realmente repeticiones CR a las que se puede unir la RAP.

Una solicitud de patente adicional WO 2007/141346 describe genes que regulan el trafico de colesterol intracelular
como dianas para el tratamiento de enfermedades relacionadas con el colesterol.

Una solicitud de patente adicional WO2008/074329 describe agentes para inhibir la uniéon de una pro-neurotrofina a
un receptor con dominio Vps10p, en particular la uniéon de un pro-NGF o un pro-BDNF a un receptor sortilina. La
invencion proporciona por lo tanto agentes para tratar y/o prevenir enfermedades, trastornos y degeneraciones
neurolégicas, neuropsiquiatricas y oculares, asi como la obesidad, diabetes, dolor y/o nocicepcion en un individuo.

Resumen de la invencion
La presente invencion en su sentido mas amplio se define por las reivindicaciones adjuntas.

En un aspecto, la invencion se refiere a un método in vitro para el cribado de un antagonista capaz de unirse a un
receptor sortilina, que comprende las etapas de:

a) proporcionar un receptor sortilina, y

b) proporcionar ApoB como agonista,

c) proporcionar una biblioteca de potenciales antagonistas, y

d) proporcionar un ensayo para medir la union de dicho agonista a dicho receptor, y
e) afnadir la biblioteca de potenciales antagonistas que se van a ensayar al ensayo, y
f) determinar la cantidad de agonista unido a dicho receptor, y

g) comparar la cantidad determinada en f) con una cantidad medida en ausencia del antagonista que se va a
ensayar,

h) en donde la diferencia en las dos cantidades identifica un antagonista que altera la unién de dicho agonista a
dicho receptor.

En otro aspecto mas, la presente invencion se refiere a un método para determinar el grado de inhibicion de un
antagonista en la actividad de un receptor sortilina en un cultivo celular que expresa dicho receptor, en donde dicho
receptor sortilina comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos 60%
con la SEQ ID NO: 1, comprendiendo dicho método las etapas de:

a) proporcionar un cultivo celular que expresa dicho receptor sortilina, y
b) proporcionar ApoB como agonista de dicho receptor sortilina, y
c) proporcionar una biblioteca de potenciales antagonistas, y

d) proporcionar un ensayo para determinar la union a, internalizacion de y sefializacion a través de, dicho receptor
sortilina, comprendiendo dicho ensayo,

e) afadir la biblioteca de potenciales antagonistas que se van a ensayar c) al cultivo celular a), en presencia de
dicho agonista b), y

f) determinar
i) la cantidad de antagonista unido a dicho receptor sortilina, y/o
ii) la cantidad de antagonista internalizado por dicho receptor sortilina, y/o
iii) el grado de sefializacion a través de dicho receptor sortilina, y

g) comparar la cantidad determinada en la etapa f) con una cantidad medida en ausencia del antagonista que se va
a ensayar,

h) en donde la diferencia en las dos cantidades identifica un antagonista
4



10

15

20

25

30

35

40

ES 2 533 787 T3

i) capaz de unirse a dicho receptor sortilina, y/o
ii) capaz de inhibir la sefalizacion a través de dicho receptor sortilina, y/o
iii) capaz de inhibir la internalizacién de dicho agonista de dicho receptor sortilina.

En un aspecto adicional, la presente invencion se refiere a un método para determinar el grado de inhibicién de un
antagonista en la actividad de un receptor sortilina en un cultivo celular que expresa dicho receptor y con un cultivo
celular que carece de expresion de dicho receptor, comprendiendo dicho método las etapas de:

a) proporcionar un cultivo celular que expresa un receptor sortilina, y

b) proporcionar un cultivo celular que no expresa un receptor sortilina, y

c) opcionalmente proporcionar un cultivo celular que expresa en exceso un receptor sortilina
d) proporcionar ApoB como agonista del receptor sortilina, y

€) proporcionar una biblioteca de potenciales antagonistas, y

f) proporcionar un primer ensayo que comprende a) y un segundo ensayo que comprende b) y opcionalmente un
tercer ensayo que comprende c), y

g) afnadir la biblioteca de potenciales antagonistas que se van a ensayar a los tres ensayos, y
h) determinar

i) la cantidad de antagonista unido al receptor sortilina, y/o

ii) la cantidad de antagonista internalizado por el receptor sortilina, y/o

iii) el grado de sefalizacion a través del receptor sortilina, y

i) comparar la cantidad de antagonista determinada en la etapa g) usando a) con la cantidad determinada en g)
usando b) y la cantidad determinada en g) usando c),

j) en donde la diferencia en las dos cantidades identifica un antagonista
i) capaz de unirse a un receptor sortilina, y/o
ii) capaz de inhibir la sefalizacion a través de un receptor sortilina, y/o
iii) capaz de inhibir la internalizacién de ApoB como agonista de dicho receptor sortilina.

En un aspecto adicional, la presente invencion se refiere a un método para determinar el grado de inhibicién de un
antagonista en la actividad de un receptor sortilina en un mamifero no humano que expresa dicho receptor,
comprendiendo dicho método las etapas de:

a) administrar dicho antagonista a un mamifero no humano que expresa el receptor de forma natural,
b) determinar
i) la cantidad de antagonista unido a dicho receptor sortilina, y/o
ii) la cantidad de antagonista internalizado por dicho receptor sortilina, y/o
iii) el grado de sefalizacion a través de dicho receptor sortilina, y
c) comparar la medicion de la etapa b) con una medicién obtenida en ausencia del compuesto que se va a ensayar,

d) en donde la diferencia en las dos cantidades identifica el efecto de dicho antagonista en dicho mamifero no
humano que expresa el receptor de forma natural.

En otro aspecto mas, la presente invencion se refiere a un método para determinar el grado de inhibicion de un
antagonista en la actividad de un receptor sortilina en un mamifero no humano que expresa dicho receptor con un
segundo mamifero no humano que carece de expresion de dicho receptor y un tercer mamifero no humano que
expresa en exceso dicho receptor, comprendiendo dicho método las etapas de:

a) proporcionar un mamifero no humano que expresa dicho receptor sortilina, y

b) proporcionar un mamifero no humano que no expresa dicho receptor sortilina, y
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c) proporcionar un mamifero no humano que expresa en exceso dicho receptor sortilina, y
d) proporcionar ApoB como agonista de dicho receptor sortilina, y
€) proporcionar una biblioteca de potenciales antagonistas, y
f) administrar dicha biblioteca de antagonistas a dicho mamifero no humano de a), b) y c) respectivamente, y
g) determinar
i) la cantidad de antagonista unido a dicho receptor sortilina, y/o
ii) la cantidad de antagonista internalizado por dicho receptor sortilina, y/o

iii) el grado de sefializacion a través del receptor sortilina, en cada uno de los mamiferos no humanos en a),
b)yc),y

h) comparar la cantidad de antagonista determinada en la etapa g) usando a) con la cantidad determinada en g)
usando b) y la cantidad determinada en g) usando c),

i) en donde la diferencia en las cantidades identifica un antagonista
i) capaz de unirse a dicho receptor sortilina, y/o
ii) capaz de inhibir la sefalizacion a través de dicho receptor sortilina, y/o
iii) capaz de inhibir la internalizacion de dicho agonista de ApoB de dicho receptor sortilina.
Resumen de los dibujos
Figura 1: Resumen del receptor
Figura 2a: Metabolismo de colesterol y triglicéridos
Figura 2b: Metabolismo del colesterol y triglicéridos
Figura 3: Diagrama del colesterol en el plasma
Figura 4: Diagrama de triglicéridos en el plasma
Figura 5a: Perfil de lipoproteinas - colesterol y triglicéridos
Figura 5b: Analisis por resonancia de plasmon de superficie de la unién de ApoB a la sortilina.

Figura 6: Transcurso del tiempo para el aumento de los niveles de colesterol y perfil de FPLC en ratones que
expresan en exceso la sortilina.

Figura 7: Transferencia Western del plasma de ratones que expresan en exceso la sortilina
Figura 8: Colesterol y triglicéridos

Figura 9: Perfil de apoproteinas y lipidos

Figura 10: Unién competitiva a la sortilina inmovilizada usando péptidos

Descripcion detallada de la invenciéon

Definiciones

Concentraciones plasmaticas de lipidos andmalas: La expresién concentraciones plasmaticas de lipidos anémalas
como se usa en la presente memoria, se refiere al nivel de uno o mas de los siguientes niveles plasmaticos de
lipidos: colesterol total, LDL-colesterol, HDL-colesterol y triglicéridos.

Dichos niveles anémalos son niveles (es decir, concentraciones) que estan fuera de uno o mas de los siguientes
intervalos de la tabla 1:
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Tabla 1: Niveles plasmaticos normales de lipidos

A:Colesterol total

Grupo de pacientes Concentracién
Hombres y mujeres de 19-29 afios de edad 3,5-6,2 mM
Hombres y mujeres de 30-59 afios de edad 4,4-7,8 mM
Mujeres de mas de 59 afos de edad 4,8-8,0 mM
Hombres de mas de 59 afios de edad 4,3-7,3mM
Nifios menores de 1 afio de edad 1,5-4,5 mM
Nifios de 1-18 anos de edad 2,7-6,0 mM

Limite recomendado para el tratamiento en pacientes que padecen 5mM

trastornos cardiovasculares, cuando el colesterol total es mayor que:

Limite recomendado para el tratamiento en pacientes que padecen 4,5 mM

diabetes, cuando el colesterol total es mayor que:

B: LDL-colesterol

Mujeres de 20-29 afios de edad 1,5-4,3 mM
Mujeres de 30-45 afios de edad 1,9-4,5 mM
Mujeres de mas de 45 afios de edad 2,4-5,5 mM
Hombres de 20-29 anos de edad 1,7-4,3 mM
Hombres de 30-45 anos de edad 2,1-5,0 mM
Hombres de 46-69 anos de edad 2,3-5,3 mM
Hombres de mas de 69 afios de edad 2,3-4,8 mM
Nifios de 10-19 afnos de edad 1,8-3,5 mM

Adultos con mayor riesgo de trastorno cardiovascular cuando el LDL- 3 mM

colesterol es mayor que:

C: HDL-colesterol

Mujeres 20-40 afos de edad 1,0-2,0 mM
Mujeres de mas de 40 afos de edad 1,0-2,3
Hombres de 20-60 anos de edad 0,7-1,7 mM
Hombres de mas de 60 afios de edad 0,8-1,9 mM

Adultos con mayor riesgo de trastorno cardiovascular cuando el HDL- 1 mM

colesterol es mayor que:

D: Triglicéridos

Hombres y mujeres de 20-40 afios de edad 0,4-1,6 mM
Hombres y mujeres de mas de 40 afios de edad 0,5-2,5 mM
Nifios de 0-9 afios 0,3-1,2 mM
)Adultos con mayor riesgo de trastorno cardiovascular cuando el nivel del 2 mM

triglicéridos es mayor que:

Fuentes de la tabla 1:
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"Dansk Laboratorie medicin, En Handbog" Jargen Lyngbye, 2001
Konsensus, www.cardio.dk el 18 de mayo de 2009 (Dansk Kardiologisk Selskab).

Adyuvante: Cualquier sustancia cuya mezcla con un determinante inmundgeno/antigeno administrado aumenta o
modifica de otra forma la respuesta inmunitaria a dicho determinante.

Afinidad: La interaccion de la mayoria de los ligandos con sus sitios de union se puede caracterizar en términos de
afinidad de union. En general, la union del ligando de alta afinidad resulta de la mayor fuerza intermolecular entre el
ligando y su receptor, mientras que la union del ligando de baja afinidad implica menos fuerza intermolecular entre el
ligando y su receptor. En general, la unién de alta afinidad implica un tiempo de permanencia mas largo para el
ligando en su sitio de union al receptor que en el caso de la uniéon de baja afinidad. La unién de alta afinidad de
ligandos a receptores a menudo es fisiologicamente importante cuando parte de la energia de la unién se puede
usar para producir un cambio conformacional en el receptor, produciendo el comportamiento alterado de un canal de
iones asociado o enzima.

Un ligando que se une a un receptor, altera la funcion del receptor y produce una respuesta fisioldgica, se llama un
agonista para ese receptor. La unién del agonista a un receptor se puede caracterizar tanto en términos de cuanto
se puede producir la respuesta fisioldgica y la concentracion del agonista que se necesita para producir la respuesta
fisiolégica. La unién del ligando de alta afinidad implica que una concentracion relativamente baja de un ligando es
adecuada para ocupar de forma maxima un sitio de unién del ligando y producir una respuesta fisioldgica. La union
del ligando se caracteriza a menudo en términos de la concentraciéon de ligando a la que la mitad de los sitios de
union al receptor estan ocupados, conocido como la constante de disociacion (Kg). Por consiguiente, un antagonista
que es capaz de unirse a un receptor de la familia con dominio Vps10p, inhibiendo de esta forma la actividad de
dicho receptor con dominio Vps10p puede ser un antagonista que tiene mayor afinidad por el sitio de unién de un
agonista del dominio Vps10p que el propio agonista.

Alcohol: Una clase de compuestos organicos que contienen un o mas grupos hidroxilo (OH). En este contexto un
grupo hidrocarbonado saturado o insaturado, ramificado o no ramificado, colocado como sustituyente en una
molécula mayor.

Grupo aliciclico: la expresion “grupo aliciclico” significa un grupo hidrocarbonado ciclico que tiene propiedades
parecidas a las de los grupos alifaticos.

Grupo alifatico: en el contexto de la presente invencion, la expresion “grupo alifatico” significa un grupo
hidrocarbonado saturado o insaturado, lineal o ramificado. Esta expresién se usa para abarcar grupos alquilo,
alquenilo y alquinilo, por ejemplo.

Grupo alquilo: la expresion “grupo alquilo” significa un grupo hidrocarbonado saturado, lineal o ramificado, por
ejemplo, metilo, etilo, isopropilo, t-butilo, heptilo, dodecilo, octadecilo, amilo, 2-etilhexilo y similares.

Grupo alquenilo: la expresion “grupo alquenilo” significa un grupo hidrocarbonado insaturado, lineal o ramificado con
uno o mas dobles enlaces carbono-carbono, tal como un grupo vinilo.

Grupo alquinilo: la expresion “grupo alquinilo” significa un grupo hidrocarbonado insaturado, lineal o ramificado con
uno o mas triples enlaces carbono-carbono.

Anfifilico: sustancia que contiene grupos tanto polares, solubles en agua, como no polares insolubles en agua.

Agonista: Un agonista es un compuesto capaz de aumentar o afectar a la actividad de un receptor. Especificamente,
un agonista del receptor con dominio Vps10p es un compuesto capaz de unirse a uno o mas sitios de unién de un
receptor con dominio Vps10p, induciendo de esta forma la misma respuesta fisiolégica que un compuesto ligando
agonista endogeno dado.

Antagonista: Un antagonista en este caso es sinénimo de un inhibidor. Un antagonista es un compuesto capaz de
disminuir la actividad de un efector tal como un receptor. Especificamente, un antagonista de receptor con dominio
Vps10p es un compuesto capaz de unirse a uno o mas sitios de unién del receptor con dominio Vps10p, inhibiendo
de esta forma la unién de otro ligando, inhibiendo asi una respuesta fisiologica.

ARN de sentido contrario: una molécula de ARN capaz de producir el silenciamiento de un gen mediante la union
especifica a una molécula de ARNm de interés.

ADN de sentido contrario: una molécula de ADN capaz de producir el silenciamiento de un gen mediante la union
especifica a una molécula de ARNm de interés.

Apoptosis: La apoptosis es un proceso de suicidio por una célula en un organismo multicelular. Es una de los tipos
principales de muerte celular programada (PCD), e implica una serie orquestada de sucesos bioquimicos que
conducen a una morfologia celular caracteristica y muerte.
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Inhibidor de apoptosis: Cualquier compuesto capaz de disminuir el proceso de apoptosis.

Grupo aromatico: la expresion “grupo aromatico” o “grupo arilo” significa un grupo hidrocarbonado aromatico mono o
policiclico.

Unién: El término “union” o “asociado con” se refiere a un estado de proximidad entre entidades quimicas o
compuestos, o partes de los mismos. La asociacion puede ser no covalente, en donde la yuxtaposicion es favorecida
energéticamente por enlaces de hidrogeno o interacciones de van der Waals o electrostaticas, o puede ser
covalente.

Sitio de unién: La expresion “sitio de uniéon” o “bolsillo de unién”, como se usa en la presente memoria, se refiere a
una region de una molécula o complejo molecular que, como resultado de su forma, se asocia favorablemente con
otra molécula, complejo molecular, entidad quimica o compuesto. Como se usa en la presente memoria, el bolsillo
comprende al menos una cavidad profunda y opcionalmente una cavidad poco profunda.

Sitio de unién 1 de la sortilina: Un sitio de unién de alta afinidad de la neurotensina o, de forma sinénima, el sitio de
unién 1 es un sitio de union de la sortilina (SEQ ID NO: 1) que tiene alta afinidad por la neurotensina o un fragmento
o variante de neurotensina, y que tiene afinidad por el propéptido de sortilina o un fragmento del mismo (restos de
aminoacidos 34-37 de la SEQ ID NO. 1) dicho sitio de unién comprende los restos de aminoacidos R325, S316,
Y351, 1353, K260, 1327, F314, F350 a M363, S305, F306, T398 a G400, 1303-G309, Q349-A356, Y395 y T402 de la
SEQ ID NO. 1. Mas preferiblemente, el sitio de unién 1 comprende los aminoacidos R325, S316, Y351, 1353, K260,
1327, F314, F350 a M363, S305, F306 y T398 a G400 de la SEQ ID NO. 1. Lo mas preferiblemente, el sitio de union
1 de la sortilina comprende los aminoacidos R325, S316, Y351, 1353, K260, 1327, F314 y F350 a M363 de la SEQ ID
NO. 1.

El sitio de unién 1 es un sitio de unién promiscuo.

Sitio de unién 2 de la sortilina: Un sitio de union de la sortilina que tiene baja afinidad por la neurotensina o un
fragmento o variante de neurotensina, comprendiendo dicho sitio de unién los restos de aminoacidos L572, L114,
V112, R109 a S111, S115 a G118, T570, G571, W586, W597, T168-1174, L572, A573 y S584 a F588 de la SEQ ID
NO. 1. Mas preferiblemente, el sitio de union de la sortilina de baja afinidad de la neurotensina comprende los
aminoacidos L572, L114, V112, R109 a S111, S115 a G118, T570, G571, W586 y W597 de la SEQ ID NO. 1. Lo
mas preferiblemente, el sitio de unién de la sortilina de baja afinidad de la neurotensina comprende los aminoacidos
L572, L114 y V112. El sitio de unidon 2 es promiscuo y se puede unir al propéptido de sortilina (restos de
aminoacidos 34-77 de la SEQ ID NO. 1).

Sitio de unién 3 de la sortilina: Un sitio de unién promiscuo de la sortilina que comprende los restos de aminoacidos
D403, S420, D422, N423, S424, 1425, Q426, E444, T451, Y466, E470, 1498, S499 y V500 de la SEQ ID NO. 1, mas
preferiblemente que comprende los restos de aminoacidos D403, N423, S424, 1425, T451, Y466, 1498 y V500 de la
SEQ ID NO. 1, lo mas preferiblemente que comprende los restos de aminoacidos T451, Y466, 1498 y V500 de la
SEQID NO. 1.

Agente biorreactivo: La expresion “agente biorreactivo” como se usa en la presente memoria se refiere a cualquier
sustancia que se puede usar en relaciéon con una aplicacion que es terapéutica o de diagndstico, tal como, por
ejemplo, en métodos para el diagndstico de la presencia o ausencia de una enfermedad en un paciente, y/o métodos
para el tratamiento de una enfermedad en un paciente. El “agente biorreactivo” se refiere a sustancias que son
capaces de ejercer un efecto bioldgico in vitro y/o in vivo. Los agentes bioactivos pueden ser neutros, con carga
positiva o negativa. Los agentes bioactivos adecuados incluyen, por ejemplo, profarmacos, agentes de diagnostico,
agentes terapéuticos, agentes farmacéuticos, farmacos, agentes de suministro de oxigeno, sustitutos de sangre,
moléculas organicas sintéticas, polipéptidos, péptidos, vitaminas, esteroides, analogos de esteroides y
determinantes genéticos, incluyendo nucledsidos, nucleétidos y polinucleotidos.

Isquemia cerebral: La isquemia cerebral global es una afeccién isquémica donde el cerebro no recibe suficiente flujo
sanguineo para mantener la funcién neuroldgica normal.

Coma: Un periodo prolongado de inconciencia después de lesion cerebral o trastornos metabdlicos. La persona en
coma puede tener un reflejo simple en respuesta al tacto o dolor, pero esencialmente no hay respuesta significativa
a estimulos externos.

Grupo cationico: Un grupo quimico capaz de funcionar como un donador de protones cuando un compuesto que
comprende el grupo quimico se disuelve en un disolvente, preferiblemente cuando se disuelve en agua.

Complejo: Como se usa en la presente memoria, el término “complejo” se refiere a la combinacion de una molécula
0 una proteina, analogos conservativos o truncados de la misma, asociada con una entidad quimica.

Coordenadas: El término “coordenadas” como se usa en la presente memoria, se refiere a la informaciéon de la
organizacion tridimensional de los atomos que contribuyen a una estructura de proteina. El mapa final que contiene
las coordenadas atomicas de los constituyentes del cristal se puede almacenar en un soporte informatico;
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tipicamente, los datos se almacenan en un formato de PDB o en un formato de mmCIF, los cuales son ambos
conocidos para el experto en la técnica. Sin embargo, las coordenadas cristalinas también se pueden almacenar en
tablas simples o formato de texto. El formato de PDB se organiza de acuerdo con las instrucciones y directrices
dadas por el Research Collaboratory for Structural Biology.

Grupo ciclico: la expresion “grupo ciclico” significa un grupo hidrocarbonado de anillo cerrado que se clasifica como
un grupo aliciclico, grupo aromatico o grupo heterociclico.

Cicloalquenilo: significa un radical carbociclico insaturado que consiste en 1, 2 o 3 anillos de 3 a 8 carbonos por
anillo, que puede estar opcionalmente sustituido con uno o dos sustituyentes seleccionados del grupo que consiste
en hidroxi, ciano, alquenilo inferior, alcoxi inferior, halogenoalcoxi inferior, alqueniltio, haldégeno, halogenoalquenilo,
hidroxialquenilo, nitro, alcoxicarbonenilo, amino, alquenilamino, alquenilsulfonilo, arilsulfonilo, alquenilaminosulfonilo,
arilaminosulfonilo, alquilsulfonilamino, arilsulfonilamino, alquenilaminocarbonilo, arilaminocarbonilo,
alquenilcarbonilamino y arilcarbonilamino.

Cicloalquilo: significa un radical carbociclico saturado monovalente que consiste en 1, 2 o 3 anillos, de 3 a 8
carbonos por anillo, que puede estar opcionalmente sustituido con uno o dos sustituyentes seleccionados del grupo
que consiste en hidroxi, ciano, alquilo inferior, alcoxi inferior, halogenoalcoxi inferior, alquiltio, halégeno,
halogenoalquilo, hidroxialquilo, nitro, alcoxicarbonilo, amino, alquilamino, alquilsulfonilo, arilsulfonilo,
alquilaminosulfonilo, arilaminosulfonilo, alquilsulfonilamino, arilsulfonilamino, alquilaminocarbonilo,
arilaminocarbonilo, alquilcarbonilamino y arilcarbonilamino.

Interaccion dipolo-dipolo: La expresion “interaccion dipolo-dipolo” como se usa en la presente memoria se refiere a la
atraccion que puede ocurrir entre dos 0 mas moléculas polares. Por lo tanto, la “interaccién dipolo-dipolo” se refiere
a la atraccion de un extremo positivo parcial, no cargado, de una primera molécula polar, con el extremo negativo
parcial, no cargado, de una segunda molécula polar. La “interaccién dipolo-dipolo” también se refiere al enlace de
hidrégeno intermolecular.

Interaccion electrostatica: La expresion “interaccion electrostatica” como se usa en la presente memoria, se refiere a
cualquier interaccion que se produce entre componentes cargados, moléculas o iones, debido a fuerzas de atraccion
cuando componentes de carga eléctrica opuesta son atraidos entre si. Los ejemplos incluyen, pero no se limitan a:
interacciones idnicas, interacciones covalentes, interacciones entre un ion y un dipolo (ion y molécula polar),
interacciones entre dos dipolos (cargas parciales de moléculas polares), enlaces de hidrégeno y enlaces de
dispersion de London (dipolos inducidos de moléculas polarizables). Asi, por ejemplo, la “interaccion i6nica” o
“interaccion electrostatica se refiere a la atraccion entre una primera molécula positivamente cargada y una segunda
molécula negativamente cargada. Las interacciones idnicas o electrostaticas incluyen, por ejemplo, la atraccion entre
un agente bioactivo negativamente cargado.

Hipercolesterolemia familiar: La hipercolesterolemia familiar (abreviada HF) es un trastorno genético caracterizado
por niveles altos de colesterol, especificamente niveles muy altos de lipoproteina de baja densidad (LDL, “colesterol
malo”), en la sangre y enfermedades cardiovasculares tempranas. Muchos pacientes tienen mutaciones en el gen de
LDLR que codifica la proteina receptora de LDL (véase la figura 3) que elimina el LDL de la circulacion, o
apolipoproteina B (ApoB), que es parte del LDL que se une al receptor de LDL. Las mutaciones en otros genes son
raras. Los pacientes que tienen una copia anémala (son heterocigotos) del gen de LDLR pueden tener enfermedad
cardiovascular prematura a la edad de 30 a 40 afios. Tener dos copias andmalas (ser homocigoto) puede producir
enfermedad cardiovascular grave en la infancia. La HF heterocigota es un trastorno genético comun, que aparece en
1:500 personas en la mayoria de los paises; la HF homocigota es mucho mas rara, apareciendo en 1 en un millén
de nacimientos. El tratamiento de la HF heterocigota normalmente es con estatinas, secuestradores de acidos
biliares u otros farmacos que disminuyen los niveles de colesterol (agentes hipolipidémicos). A los nuevos casos se
les ofrece normalmente asesoramiento genético. La HF homocigota a menudo no responde a la terapia médica y
puede requerir otros tratamientos, incluyendo la aféresis de LDL (eliminaciéon del LDL en un método similar a la
dialisis) y ocasionalmente el trasplante de higado. La presente invencién proporciona nuevos medios para preparar
un medicamento para el tratamiento de la HF y proporciona un método de tratamiento de la HF. La invencion
proporciona antagonistas de receptores con dominio Vps10p, en particular antagonistas que se unen
especificamente a sitios de unién de la sortilina y/o SorLA.

Forman un anillo: significa que los atomos mencionados se conectan mediante un enlace cuando se forma la
estructura de anillo.

Fragmentos: Los fragmentos de polipéptidos segun la presente invencion, incluyendo cualesquiera equivalentes
funcionales de los mismos, en una realizacion pueden comprender menos de 500 restos de aminoacidos, tal como
menos de 450 restos de aminoacidos, por ejemplo menos de 400 restos de aminoacidos, tal como menos de 350
restos de aminoacidos, por ejemplo menos de 300 restos de aminoacidos, por ejemplo menos de 250 restos de
aminoacidos, tal como menos de 240 restos de aminoacidos, por ejemplo menos de 225 restos de aminoacidos, tal
como menos de 200 restos de aminoacidos, por ejemplo menos de 180 restos de aminoacidos, tal como menos de
160 restos de aminoacidos, por ejemplo menos de 150 restos de aminoacidos, tal como menos de 140 restos de
aminoacidos, por ejemplo menos de 130 restos de aminoacidos, tal como menos de 120 restos de aminoacidos, por

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 533 787 T3

ejemplo menos de 110 restos de aminoacidos, tal como menos de 100 restos de aminoacidos, por ejemplo menos
de 90 restos de aminoacidos, tal como menos de 85 restos de aminoacidos, por ejemplo menos de 80 restos de
aminoacidos, tal como menos de 75 restos de aminoacidos, por ejemplo menos de 70 restos de aminoacidos, tal
como menos de 65 restos de aminoacidos, por ejemplo menos de 60 restos de aminoacidos, tal como menos de 55
restos de aminoacidos, por ejemplo menos de 50 restos de aminoacidos. Los fragmentos de neurotensina incluyen,
pero no se limitan a los aminoacidos C-terminales de la neurotensina PYIL e YIL. En un aspecto, el fragmento se
selecciona del grupo que consiste en LYENKPRRPYIL, YENKPRRPYIL, ENKPRRPYIL, NKPRRPYIL, KPRRPYIL,
PRRPYIL, RRPYIL, RPYIL, PYIL, YIL e IL, y variantes naturales o artificiales de los mismos. En una realizacion de la
presente invencion, el antagonista no es neurotensina o un fragmento de la misma.

Equivalencia funcional: “Equivalencia funcional” como se usa en la presente memoria, segin una realizacion
preferida, se establece por referencia con la correspondiente funcionalidad de un fragmento predeterminado de la
secuencia.

Los equivalentes funcionales o variantes de un antagonista del receptor con dominio Vps10p, se entiende que
presentan secuencias de aminoacidos que difieren gradualmente del péptido o polipéptido predeterminado preferido,
basado en la secuencia del antagonista del dominio Vps10p, al aumentar el nimero y alcance de inserciones,
eliminaciones y sustituciones incluyendo sustituciones conservativas. Esta diferencia se mide como una reduccion
en la homologia entre la secuencia predeterminada preferida y el fragmento o equivalente funcional.

Una variante funcional obtenida por sustitucion puede presentar alguna forma o grado de actividad de antagonista
del dominio Vps10p natural, y todavia ser menos homoélogo, si se sustituyen los restos que contienen cadenas
laterales de aminoacidos funcionalmente similares. En este aspecto, funcionalmente similares se refiere a
caracteristicas dominantes de las cadenas laterales tales como hidréfobo, basico, neutro o acido, o la presencia o
ausencia de impedimento estérico. Por consiguiente, en una realizacion de la invencion, el grado de identidad no es
una medida principal de un fragmento que es una variante o equivalente funcional de un fragmento preferido
predeterminado, segun la invencion.

“Silenciamiento” de genes: un procedimiento que conduce a la expresion reducida de genes endogenos. El
silenciamiento de genes preferiblemente es el resultado de la reduccion postranscripcional de la expresion de genes.

Isquemia global: anoxia resultante de la detencién del suministro de sangre a todo el cuerpo dando como resultado
el dafio tisular por una variedad de mecanismos incluyendo la apoptosis.

Grupo: (resto/sustitucion) como se entiende en este campo técnico, un grado alto de sustitucion no solo es tolerado,
sino que a menudo es aconsejable. En los materiales de la presente invencion, esta prevista la sustitucion. Como
medio para simplificar la descripcién y cita de determinada terminologia usada a lo largo de esta solicitud, los
términos “grupo” y “resto” se usan para diferenciar entre especies quimicas que permiten la sustituciéon o que pueden
estar sustituidas, y aquellas que no permiten o no pueden estar sustituidas. Por lo tanto, el término “grupo” se usa
para describir un sustituyente quimico, el material quimico descrito incluye el grupo no sustituido y ese grupo con
atomos de O, N y S, por ejemplo, en la cadena asi como grupos carbonilo, u otra sustitucion convencional. Cuando
se usa el término “resto” para describir un compuesto quimico o sustituyentes, se pretende que esté incluido solo un
material quimico no sustituido. Por ejemplo, la frase “grupo alquilo” se pretende que incluya no solo sustituyentes
alquilo hidrocarbonado saturado de cadena abierta puro, tales como metilo, etilo, propilo, t-butilo, y similares, sino
también sustituyentes alquilo que llevan otros sustituyentes conocidos en la técnica, tales como hidroxi, alcoxi,
alquilsulfonilo, atomos de halégeno, ciano, nitro, amino, carboxilo, etc. Por lo tanto, “grupo alquilo” incluyen grupos
éter, halogenoalquilos, nitroalquilos, carboxialquilos, hidroxialquilos, sulfoalquilos, etc. Por otra parte, la frase “resto
alquilo” esta limitada a la inclusion de solo sustituyentes alquilo hidrocarbonado saturado de cadena abierta, puros,
tales como metilo, etilo, propilo, t-butilo, y similares. La misma definicion se aplica a “grupo alquenilo” y “resto
alquenilo”, a “grupo alquinilo” y “resto alquinilo”, a “grupo ciclico” y “resto ciclico”, a “grupo aliciclico” y “resto
aliciclico”, a “grupo aromatico” o a “grupo arilo” y “resto aromatico” o “resto arilo”, asi como a “grupo heterociclico” y
“resto heterociclico”.

Grupo heterociclico: la expresiéon “grupo heterociclico” significa un hidrocarburo de anillo cerrado, en el que uno o
mas atomos en el anillo son un elemento distinto de carbono (p. €j., nitrégeno, oxigeno, azufre, etc.).

Heterociclilo significa un radical ciclico saturado monovalente, que consiste en uno a dos anillos, de 3 a 8 atomos
por anillo, que incorpora 1 o 2 heteroatomos en el anillo (seleccionados de N, O o S(O)o-2), y que puede estar
opcionalmente sustituido con 1 o 2 sustituyentes seleccionados del grupo que consiste en hidroxilo, oxo, ciano,
alquilo inferior, alcoxi inferior, halogenoalcoxi inferior, alquiltio, halégeno, halogenoalquilo, hidroxialquilo, nitro,
alcoxicarbonilo, amino, alquilamino, alquilsulfonilo, arilsulfonilo, alquilaminosulfonilo, arilaminosulfonilo,
alquilsulfonilamino, arilsulfonilamino, alquilaminofarbonilo, arilaminocarbonilo, alquilcarbonilamino, o
arilcarbonilamino.

Heteroarilo significa un radical ciclico aromatico monovalente que tiene de 1 a 3 anillos, de 4 a 8 atomos por anillo,
que incorpora 1 o 2 heteroatomos en el anillo (seleccionados de N, O o azufre) dentro del anillo que puede estar
opcionalmente sustituido con 1 o 2 sustituyentes seleccionados del grupo que consiste en hidroxi, ciano, alquilo

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 533 787 T3

inferior, alcoxi inferior, halogenoalcoxi inferior, alquiltio, halo, halogenoalquilo, hidroxialquilo, nitro, alcoxicarbonilo,
amino, alquilamino, alquilsulfonilo, arilsulfonilo, alquilaminosulfonilo, arilaminosulfonilo, alquilsulfonilamino,
arilsulfonilamino, alquilaminocarbonilo, arilaminocarbonilo, alquilcarbonlamino y arilcarbonilamino.

Homologia: como se usa en la presente memoria debe entenderse como sinénimo de la expresion identidad de
secuencia. Por lo tanto, “homadlogo con” es sinénimo de “idéntico a”. La homologia entre secuencias de aminoacidos
se puede calcular usando matrices de puntuacion bien conocidas, tales como una cualquiera de BLOSUM 30,
BLOSUM 40, BLOSUM 45, BLOSUM 50, BLOSUM 55, BLOSUM 60, BLOSUM 62, BLOSUM 65, BLOSUM 70,
BLOSUM 75, BLOSUM 80, BLOSUM 85, y BLOSUM 90.

Se describen en la presente invencion fragmentos que comparten homologia con fragmentos de las SEQ ID NO: 1 a
13, respectivamente. Tienen una homologia de al menos aproximadamente 60 por ciento, por ejemplo homologia de
al menos aproximadamente 65 por ciento, por ejemplo homologia de al menos aproximadamente 70 por ciento, por
ejemplo homologia de al menos aproximadamente 75 por ciento, por ejemplo homologia de al menos
aproximadamente 80 por ciento, por ejemplo homologia de al menos aproximadamente 85 por ciento, por ejemplo
homologia de al menos aproximadamente 90 por ciento, por ejemplo homologia de al menos aproximadamente 92
por ciento, tal como homologia de al menos aproximadamente 94 por ciento, por ejemplo homologia de al menos
aproximadamente 95 por ciento, tal como homologia de al menos aproximadamente 96 por ciento, tal como
homologia de al menos aproximadamente 97 por ciento, tal como homologia de al menos aproximadamente 98 por
ciento, por ejemplo homologia de al menos aproximadamente 99 por ciento, con dichas secuencias de fragmentos
predeterminadas, respectivamente. Los porcentajes de homologia se refieren a porcentajes de identidad.

Otro método que se puede adaptar de forma adecuada para determinar las relaciones de estructura y funcion de
fragmentos de péptidos se describe en el documento US 6.013.478. Los expertos en la técnica también conocen
método de ensayo de la union de una secuencia de aminoacidos a un resto de receptor.

Ademas de sustituciones conservativas introducidas en cualquier posicion de un péptido o polipéptido
predeterminado preferido basado en antagonista del dominio Vps10p, o un fragmento del mismo, también puede ser
deseable introducir sustituciones no conservativas en una cualquiera o mas posiciones de dicho antagonista.

Una sustitucion no conservativa que conduce a la formacion de un fragmento funcionalmente equivalente de un
péptido o polipéptido basado en el antagonista del dominio Vps10p, por ejemplo, i) diferiria sustancialmente en
polaridad, por ejemplo un resto con una cadena lateral polar tal como Gly, Ser, Thr, Cys, Tyr, Asn o GIn, o un
aminoacido cargado tal como Asp, Glu, Arg o Lys, sustituido por un resto con una cadena lateral no polar (Ala, Leu,
Pro, Trp, Val, lle, Leu, Phe o Met), o se sustituye un resto no polar por uno cargado o polar; y/o ii) diferiria
sustancialmente en su efecto en la orientacién de la cadena principal del polipéptido, tal como la sustituciéon de o por
Pro o Gly por otro resto; y/o iii) diferiria sustancialmente en la carga eléctrica, por ejemplo la sustitucion de un resto
positivamente cargado tal como Lys, His o Arg por un resto negativamente cargado tal como Glu o Asp (y viceversa);
y/o iv) diferiria sustancialmente en el impedimento estérico, por ejemplo la sustitucion por un resto voluminoso tal
como His, Trp, Phe o Tyr, de uno que tiene una cadena lateral menor, p. €j. Ala, Gly o Ser (y viceversa).

Las variantes obtenidas por sustitucion de aminoacidos, en una realizacion preferida, se pueden hacer basandose
en los valores de hidrofobicidad e hidrofilicidad y la similitud relativa de los sustituyentes de las cadenas laterales de
aminoacidos, incluyendo carga, tamario y similares. Las sustituciones de aminoacidos de ejemplo que tienen en
cuenta varias de las caracteristicas anteriores son bien conocidas para los expertos en la técnica e incluyen: arginina
y lisina; glutamato y aspartato; serina y treonina; glutamina y asparagina; y valina, leucina e isoleucina.

Ademas de las variantes descritas en la presente memoria, se pueden formular variantes estéricamente similares
para imitar partes clave de la estructura variante, y dichos compuestos también se pueden usar de la misma forma
que las variantes de la invencion. Esto se puede lograr por técnicas de modelado y disefio quimico conocidas por los
expertos en la técnica.

En una realizacién adicional de la presente invencion, se refiere a variantes funcionales que comprenden
aminoacidos sustituidos que tienen valores hidréfilos o indices hidropaticos que estan dentro de +/-4,9, por ejemplo
dentro de +/-4,7, tal como dentro de +/-4,5, por ejemplo dentro de +/-4,3, tal como dentro de +/-4,1 , por ejemplo
dentro de +/-3,9, tal como dentro de +/-3,7, por ejemplo dentro de +/- 3,5, tal como dentro de +/-3,3, por ejemplo
dentro de +/- 3,1, tal como dentro de +/-2,9, por ejemplo dentro de +/- 2,7, tal como dentro de +/-2,5, por ejemplo
dentro de +/- 2,3, tal como dentro de +/- 2,1, por ejemplo dentro de +/- 2,0, tal como dentro de +/- 1,8, por ejemplo
with-in +/- 1,6, tal como dentro de +/- 1,5, por ejemplo dentro de +/- 1,4, tal como dentro de +/- 1,3 por ejemplo
dentro de +/- 1,2, tal como dentro de +/- 1,1, por ejemplo dentro de +/- 1,0, tal como dentro de +/- 0,9, por ejemplo
dentro de +/- 0,8, tal como dentro de +/- 0,7, por ejemplo dentro de +/- 0,6, tal como dentro de +/- 0,5, por ejemplo
dentro de +/- 0,4, tal como dentro de +/- 0,3, por ejemplo dentro de +/- 0,25, tal como dentro de +/- 0,2 el valor del
aminoacido que se ha sustituido.

La importancia de los indices hidréfilo e hidropatico de aminoacidos para conferir funcion bioldgica interactiva en una
proteina, se entiende bien en la técnica (Kyte y Doolittle, 1982 y Hopp, patente de EE.UU. n° 4.554.101).

Los valores del indice hidropatico de aminoacidos como se usan en la presente memoria son: isoleucina (+4,5);
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valina (+4,2); leucina (+3,8); fenilalanina (+2,8); cisteina/cistina (+2,5); metionina (+1,9); alanina (+1,8); glicina (-0,4);
treonina (-0,7); serina (-0,8); triptéfano (-0,9); tirosina (-1,3); prolina (-1,6); histidina (-3,2); glutamato (-3,5); glutamina
(-3,5); aspartato (-3,5); asparagina (-3,5); lisina (-3,9); y arginina (-4,5) (Kyte y Doolittle, 1982).

Los valores de hidrofilicidad de aminoacidos son: arginina (+3,0); lisina (+3,0); aspartato (+3,0.+-0,1); glutamato
(+3,0.+-0,1); serina (+0,3); asparagina (+0,2); glutamina (+0,2); glicina (0); treonina (-0,4); prolina (-0,5.+-0,1);
alanina (-0,5); histidina (-0,5); cisteina (-1,0); metionina (-1,3); valina (-1,5); leucina (-1,8); isoleucina (-1,8); tirosina
(-2,3); fenilalanina (-2,5); triptéfano (-3,4) (documento U.S. 4.554.101).

Ademas de los compuestos de peptidilo descritos en la presente memoria, se pueden formular compuestos
estéricamente similares para imitar partes clave de la estructura peptidica y dichos compuestos también se pueden
usar de la misma forma que los péptidos descritos en la invencion. Esto se puede lograr mediante técnicas de
modelado y disefio quimico conocidas para los expertos en la técnica. Por ejemplo, se puede usar la esterificacion y
otras alquilaciones para modificar los extremos amino, por ejemplo, de una cadena principal de péptido diarginina,
para imitar una estructura de tetrapéptido.

También se describen en la presente invencidon péptidos con alquilaciones N-terminales y esterificaciones C-
terminales. Los equivalentes funcionales también comprenden glicosilados y conjugados covalentes o agregativos
formados con el mismo u otros antagonistas del dominio Vps10p, incluyendo dimeros o restos quimicos no
relacionados. Dichos equivalentes funcionales se preparan por unién de grupos funcionales a grupos que se
encuentran en el fragmento, incluyendo en cualquiera o ambos de los extremos N y C, por medios conocidos en la
técnica.

Por lo tanto, los equivalentes funcionales pueden comprender fragmentos conjugados a ésteres alifaticos o de acilo
o0 amidas del extremo carboxilo, alquilaminas o restos que contienen cadenas laterales carboxilo, p. ej., conjugados
con alquilaminas en los restos de acido aspartico; derivados de O-acilo de restos que contienen grupo hidroxilo y
derivados de N-acilo del amino del aminoacido terminal o de restos que contienen grupo amino, p. €j., conjugados
con fMet-Leu-Phe o proteinas inmundgenas. Los derivados de los grupos acilo se seleccionan del grupo de restos
alquilo (incluyendo alquilo normal de C3 a C10), formando asi especies de alcanoilo, y compuestos carbociclicos o
heterociclicos, formando asi especies aroilo. Los grupos reactivos preferiblemente son compuestos difuncionales
conocidos para usar en el entrecruzamiento de proteinas en matrices insolubles por los grupos laterales reactivos.

Los equivalentes funcionales covalentes o agregativos y derivados de los mismos, son Utiles como reactivos en
inmunoensayos o para procedimientos de purificacién por afinidad. Por ejemplo, un fragmento de un péptido
antagonista del dominio Vps10p encontrado por la presente invencion, se puede insolubilizar por unién covalente a
Sepharose activada con bromuro de ciandgeno, por métodos conocidos, o se puede adsorber a superficies
poliolefinicas, con o sin entrecruzamiento con glutaraldheido, para usar en un ensayo o purificacion de anticuerpos
anti-dominio Vps10p o receptores de superficie celular. También se pueden marcar fragmentos con un grupo
detectable, p. ej., radioyodado por el procedimiento de cloramina T, unido covalentemente a quelatos de tierras
raras, o conjugado con otro resto fluorescente para usar, p. €j., en ensayos de diagnostico.

La mutagénesis de un fragmento predeterminado preferido de un péptido basado en antagonista del dominio Vps10p
se puede llevar a cabo haciendo inserciones de aminoacidos, normalmente del orden de aproximadamente 1 a 10
restos de aminoacidos, preferiblemente de aproximadamente 1 a 5 restos de aminoacidos, o eliminaciones de
aproximadamente 1 a 10 restos, tal como de aproximadamente 2 a 5 restos.

En una realizacion, el ligando del sitio de unién 1, 2 o 3, es un oligopéptido sintetizado por sintesis automatica. Se
puede usar cualquiera de las técnicas en fase sélida disponibles en el comercio, tal como el método de sintesis en
fase sélida de Merrifield, en el que se afiaden secuencialmente restos de aminoacidos a una cadena de aminoacidos
en crecimiento (véase, J. Am. Chem. Soc. 85:2149-2146, 1963).

El equipo para la sintesis automatica de polipéptidos esta disponible en el comercio de proveedores tales como
Applied Biosystems, Inc. de Foster City, Calif., y en general se pueden manejar de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. La sintesis en fase sélida permitira la incorporacion de sustituciones de aminoacidos deseables en
cualquier fragmento de un péptido basado en antagonista del dominio Vps10p encontrado por la presente invencion.
Se entendera que las sustituciones, eliminaciones, inserciones o cualquier subcombinacién de los mismos, se
pueden combinar para llegar a una secuencia final de un equivalente funcional. Debe entenderse que las inserciones
incluyen fusiones de amino-terminales y/o carboxilo-terminales, p. €j., con una proteina hidréfoba o inmundgena, o
un vehiculo tal como cualquier polipéptido o estructura de armazén capaz de servir como un vehiculo.

Se describen oligdmeros incluyendo dimeros, que incluyen homodimeros y heterodimeros, de fragmentos de
inhibidores de sortilina encontrados por la invencion. Los equivalentes funcionales y variantes del péptido o
polipéptido antagonista del dominio Vps10p se pueden producir como homodimeros o heterodimeros con otras
secuencias de aminoacidos, o con secuencias de inhibidor de sortilina naturales. Los heterodimeros incluyen
dimeros que contienen fragmentos de inhibicion de sortilina inmunorreactivos, asi como fragmentos de inhibicién de
sortilina que no es necesario que tengan o ejerzan ninguna actividad biolégica.

Los antagonistas del receptor con dominio Vps10p que incluyen fragmentos de péptido inhibidor de sortilina se
13
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pueden sintetizar tanto in vitro como in vivo. Los métodos para la sintesis in vitro son bien conocidos, y también se
describen en la técnica anterior métodos que son adecuados o que se pueden adaptar de forma adecuada a la
sintesis in vivo de inhibidores de sortilina. Cuando se sintetizan in vivo, una célula hospedante se transforma con
vectores que contienen ADN que codifica un péptido inhibidor de sortilina o un fragmento del mismo. Un vector se
define como una construccién de acido nucleico que se puede replicar. Los vectores se usan para mediar la
expresion de un péptido basado en antagonista del dominio Vps10p. Un vector de expresion es una construccion de
ADN que se puede replicar, en la que una secuencia de acido nucleico que codifica el fragmento inhibidor de
sortilina predeterminado, o cualquier equivalente funcional del mismo que se pueda expresar in vivo, esta
operativamente unida a secuencias de control adecuadas capaces de llevar a cabo la expresion del fragmento o
equivalente en un hospedante adecuado. Dichas secuencias de control son bien conocidas en la técnica. Se pueden
usar tanto células procariotas como eucariotas para la sintesis de ligandos. Sin embargo, los cultivos de células
derivadas de organismos multicelulares representan células hospedantes preferidas. En principio, se puede trabajar
con cualquier cultivo de células eucariotas superiores, sea de un cultivo de vertebrado o invertebrado. Los ejemplos
de lineas celulares de hospedante utiles son células VERO y Hela, lineas celulares de ovario de hamster chino
(CHO), vy lineas celulares WI38, BHK, COS-7, 293 y MDCK. Las células hospedantes preferidas son células
eucariotas que se sabe que sintetizan inhibidores de sortilina endégenos. Los cultivos de dichas células
hospedantes se pueden aislar y usar como una fuente del fragmento, o usar en métodos de tratamiento
terapéuticos, incluyendo métodos terapéuticos dirigidos a promover o inhibir un estado de crecimiento, o métodos de
diagndstico llevados a cabo en el cuerpo humano o animal.

Enlace hidrofobo: La expresion “enlace hidréfobo” como se usa en la presente memoria se refiere a una fuerza de
atraccion, o puente, que puede haber entre un atomo de hidrégeno que esta unido covalentemente a un atomo
electronegativo, por ejemplo, oxigeno, azufre o nitrégeno, y otro atomo electronegativo. El enlace de hidrégeno
puede ser entre un atomo de hidrégeno en una primera molécula y un atomo electronegativo en una segunda
molécula (enlace de hidrégeno intermolecular). El enlace de hidrégeno también puede estar entre un atomo de
hidrégeno y un atomo electronegativo que estan ambos contenidos en una sola molécula (enlace de hidrégeno
intramolecular).

Interaccion hidrofoba: La expresion “interaccion hidrofoba” como se usa en la presente memoria, se refiere a
cualquier interaccion que ocurre entre componentes esencialmente no polares (hidréfobos) dentro de un intervalo de
atraccion de una con otra en un entorno polar (p. €j., agua). Como se usa en la presente memoria, el intervalo de
atraccion es en la escala desde 0,1 hasta 2 nm. Un tipo particular de interaccion hidréfoba es la ejercida por las
“fuerzas de Van der Waals”, es decir, las fuerzas atractivas entre moléculas no polares explicadas por mecanica
cuantica. Las fuerzas de Van der Waals en general estan asociadas con momentos dipolares momentaneos que son
inducidos por moléculas vecinas y que implican cambios en la distribucion de electrones.

Hiperlipidemia: que también se conoce como hiperlipoproteinemia o dislipidemia, es la presencia de niveles elevados
o0 andémalos de lipidos y/o lipoproteinas en la sangre. Los lipidos (moléculas grasas) son transportados en una
capsula de proteina, y la densidad de los lipidos y el tipo de proteina, determinan el destino de la particula y su
influencia en el metabolismo. Las anomalias en lipidos y lipoproteinas son extremadamente comunes en la
poblacion general, y se consideran como un factor de riesgo altamente modificable para la enfermedad
cardiovascular, debido a la influencia del colesterol, una de las sustancias lipidicas clinicamente mas relevantes, en
la aterosclerosis. Ademas, algunas formas pueden predisponer a la pancreatitis aguda. La hiperlipoproteinemia se
puede clasificar en los siguientes subtipos:

Hiperlipidemia como se usa en la presente memoria, debe entenderse como una afeccién caracterizada por
concentraciones en el plasma sanguineo de HDL-colesterol y/o LDL-colesterol y/o triglicéridos mayores que los
valores recomendados citados en la tabla 1 en la presente memoria.

Hiperlipoproteinemia de tipo |

Esta forma muy rara (conocida también como sindrome de Buerger-Gruetz, hiperlipoproteinemia primaria, o
hiperquilomicronemia familiar) se debe a una deficiencia de la lipoproteina lipasa (LPL) o apolipoproteina C2
alterada, produciendo quilomicrones elevados, las particulas que transfieren los acidos grados del tracto digestivo al
higado. La lipoproteina lipasa también es responsable de la rotura inicial de los triacilglicéridos hechos de forma
enddgena en la forma de lipoproteina de muy baja densidad (VLDL). Como tal, se esperaria que un defecto en la
LPL diera como resultado también VLDL elevada. Su prevalencia es de 0,1% de la poblacion.

Hiperlipoproteinemia de tipo Il

La hiperlipoproteinemia de tipo Il, es con mucho la mas comun, se clasifica ademas en tipo lla y tipo llb,
dependiendo principalmente en si hay elevacion en el nivel de triglicéridos ademas del LDL-colesterol.

Hiperlipoproteinemia de tipo lla

Hipercolesterolemia familiar - Esta puede ser esporadica (debido a factores de la dieta), poligénica, o realmente
familiar como resultado de una mutacion en el gen del receptor de LDL en el cromosoma 19 (0,2% de la poblacién) o
el gen de la ApoB (0,2%). La forma familiar se caracteriza por xantoma tendinoso, xantelasma y enfermedad
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cardiovascular prematura.
Hiperlipoproteinemia de tipo Ilb

Los niveles altos de VLDL se deben al exceso de produccion de sustratos, incluyendo triglicéridos, acetil CoA, y un
aumento de la sintesis de B-100. También puede estar causada por la disminucién de la eliminacion de la LDL. La
prevalencia en la poblacion es 10%.

Hiperlipoproteinemia familiar combinada (HFC)

Hiperlipoproteinemia combinada secundaria (normalmente en el contexto de sindrome metabdlico, para el que hay
un criterio de diagndstico). Aunque la modificacion de la dieta es el procedimiento inicial para el tratamiento de los
tipos de hiperlipoproteinemia mencionados, muchos pacientes requieren el tratamiento con estatinas (inhibidores de
la HMG-CoA reductasa) para reducir el riesgo cardiovascular. Si el nivel de triglicéridos es notablemente elevado,
pueden ser preferibles los fibratos debidos a sus efectos beneficiosos. El tratamiento de combinacion de estatinas
con fibratos, aunque es muy eficaz, produce un riesgo notablemente mayor de miopatia y rabdomiolisis, y por lo
tanto solo se hace bajo una estrecha supervision. Otros agentes afiadidos normalmente a las estatinas son
ezetimiba, niacina y secuestrantes de acidos biliares. Hay algunas pruebas del beneficio de los productos que
contienen esteroles vegetales y acidos grasos w3. La presente invencidon proporciona una nueva estrategia para
controlar los niveles de lipidos de los pacientes que lo necesiten.

Hiperlipoproteinemia de tipo IlI

Esta forma se debe a quilomicrones e IDL (lipoproteina de densidad intermedia) elevados. También conocida como
enfermedad de la beta ancha o disbetalipoproteinemia, la causa mas comun de esta forma es la presencia del
genotipo ApoE E2/E2. Se debe a las VLDL ricas en colesterol (R-VLDL). La prevalencia es 0,02% de la poblacion.

Hiperlipoproteinemia de tipo IV

Esta forma se debe a triglicéridos elevados. Se conoce como hipertrigliceridemia (o hipertrigliceridemia pura). De
acuerdo con la definicion de NCEP-ATPIII de triglicéridos elevados (>200 mg/dl), la prevalencia es aproximadamente
16% de la poblacién adulta.

Hiperlipoproteinemia de tipo V

Este tipo es muy similar a la hiperlipoproteinemia de tipo |, pero con VLDL elevada ademas de quilomicrones.
También esta asociada con intolerancia a la glucosa e hiperuricemia. Ademas, las formas no clasificadas y raras
incluyen lipoproteinemia hipo-alfa.

Los antagonistas encontrados por la presente invencién se pueden usar para la preparacion de un medicamento
para el tratamiento o prevencion de la hiperlipoproteinemia |, lla, llb, Ill, IV y V.

Inhibicién: El término inhibicion como se usa en la presente memoria, se refiere a la prevencion de la unién entre dos
0 mas componentes. Los ligandos identificados por la presente invencién son capaces de inhibir la unién entre un
receptor con dominio Vps10p y una proneutrotrofina.

Unién inhibidora: La expresion union inhibidora entre p. ej., una proneutrotrofina y una sortilina, como se usa en la
presente memoria se refiere a un método para proporcionar un ligando identificado por la presente invencion, siendo
dicho ligando capaz de prevenir la union de una proneutrotrofina al sitio de unién 3 de la sortilina, previniendo asi la
formacién de un complejo ternario entre sortilina, proNGF y p75NTR o cualquier fragmento o variante del mismo. La
expresion union inhibidora puede referirse también a la unién inhibidora de la neurotensina y/o propéptido de
sortilina al sitio de unién 1 o 2 del receptor con dominio Vps10p sortilina.

In vitro/in vivo: los términos se usan con su significado normal.

In silico: un método de llevar a cabo una operacién in vitro o in vivo por simulacién con ordenador.
Isquemia: Restriccion del suministro de sangre con disfuncién o dafio tisular resultante.

Dafio tisular isquémico: Dafo tisular debido a isquemia.

Ligando: una sustancia o compuesto que es capaz de unirse y formar un complejo con una biomolécula para servir
para un fin bioldgico. En un sentido mas estrecho, es una molécula que produce una sefial al unirse a un sitio en una
proteina diana, por fuerzas intermoleculares tales como enlaces idnicos, enlaces de hidrégeno y fuerzas de Van der
Waals. El acoplamiento (asociacién) normalmente es reversible (disociacion). La union covalente irreversible real
entre un ligando y su molécula diana es rara en los sistemas bioldgicos. A diferencia del significado en quimica
metalorganica e inorganica, es irrelevante si el ligando se une realmente o no a un sitio de metal, como es el caso en
la hemoglobina. La union de ligando a receptores puede alterar la conformaciéon quimica, es decir, la forma
tridimensional de la proteina receptora. El estado conformacional de una proteina receptora determina el estado

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 533 787 T3

funcional de un receptor. La tendencia o fuerza de la unién se llama afinidad. Los ligandos incluyen sustratos,
inhibidores, activadores y neurotransmisores. Los radioligandos son compuestos marcados con radioistopos y se
usan in vivo como trazadores en estudios de PET y en estudios de union in vitro.

Restos de un compuesto particular cubre grupo(s) o parte(s) de dicho compuesto particular.

Agente farmacéutico: Las expresiones “agente farmacéutico” o “farmaco” o “medicamento”, se refieren a cualquier
agente terapéutico o profilactico que se puede usar en el tratamiento (incluyendo prevencién, diagnéstico, alivio o
cura) de una dolencia, indisposicion, afeccion, enfermedad o lesién en un paciente. Se pueden incluir determinantes
genéticos, péptidos, polipéptidos y polinucledtidos terapéuticamente utiles, en el significado de la expresion agente

farmacéutico o farmaco. Como se define en la presente memoria, un “agente terapéutico”, “agente farmacéutico” o
“farmaco” o “medicamento” es un tipo de agente bioactivo.

Composicion farmacéutica: o farmaco, medicamento o agente, se refieren a cualquier material, compuesto o
composicion quimicos o bioldgicos capaces de inducir un agente terapéutico deseado cuando se administran de
forma adecuada a un paciente. Algunos de los farmacos se venden en forma inactiva que se convierte in vivo en un
metabolito con actividad farmacéutica. Para los propdsitos de la presente invencion, las expresiones “composicion
farmacéutica” y “medicamento” abarcan tanto el farmaco inactivo como el metabolito activo.

Polipéptido: El término “polipéptido” como se usa en la presente memoria, se refiere a una molécula que comprende
al menos dos aminoacidos. Los aminoacidos pueden ser naturales o sintéticos. Los “oligopéptidos” se definen en la
presente memoria como polipéptidos de longitud no mayor de 100 aminoacidos. El término “polipéptido” se pretende
que incluya también proteinas, es decir, biomoléculas funcionales que comprenden al menos un polipéptido; cuando
comprenden al menos dos polipéptidos, estos pueden formar complejos, estar unidos covalentemente o pueden
estar unidos de forma no covalente. Los polipéptidos en una proteina pueden estar glicosilados y/o comprender
lipidos y/o comprender grupos prostéticos.

Polinucleétido: “Polinucledtido” como se usa en la presente memoria, se refiere a una molécula que comprende al
menos dos acidos nucleicos. Los acidos nucleicos pueden ser naturales o modificados, tales como acidos nucleicos
bloqueados (LNA) o acidos nucleicos peptidicos (PNA). Polinucleétido como se usa en la presente memoria en
general se refiere a

i) un polinucleétido que comprende una secuencia codificante determinada, o
ii) un polinucleétido que codifica una secuencia de aminoacidos predeterminada, o

i) un polinucledtido que codifica un fragmento de un polipéptido codificado por los polinucleétidos (i) o (ii), en donde
dicho fragmento tiene al menos una actividad predeterminada como se especifica en la presente memoria; y

iv) un polinucleétido cuya cadena complementaria hibrida en condiciones restrictivas con un polinucleétido como se
define en uno cualquiera de (i), (ii) y (iii), y codifica un polipéptido, o un fragmento del mismo, que tiene a menos una
actividad predeterminada como se especifica en la presente memoria; y

v) un polinucledtido que comprende una secuencia de nucleétidos que es degenerada con respecto a la secuencia
de nucleoétidos de los polinucledtidos (iii) o (iv);

o la cadena complementaria de dicho polinucleétido.

Anticuerpo purificado: La expresiéon un “anticuerpo purificado” es un anticuerpo 60% al menos del cual carece de
polipéptidos y moléculas organicas que se encuentran de forma natural, con los que esta naturalmente asociado.
Preferiblemente, la preparacion comprende el anticuerpo en una cantidad de al menos 75 por ciento en peso, mas
preferiblemente al menos 90% en peso, y lo mas preferiblemente al menos 99 por ciento en peso. Preferiblemente el
anticuerpo de la presente invencién es un anticuerpo de conejo anti-sortilina.

Desviacion media cuadratica: La expresion “desviacion media cuadratica” (rmsd) se usa como medio de
comparacion de dos estructuras estrechamente relacionadas, y se refiere a una desviacion en la distancia entre
atomos relacionados de las dos estructuras después de minimizar estructuralmente esta distancia en un
alineamiento. Proteinas relacionadas con estructuras estrechamente relacionadas se caracterizaran por valores de
RMSD relativamente bajos, mientras que mayores diferencias daran como resultado un aumento del valor de la
RMSD.

Identidad de secuencia: La identidad de secuencia se determina en una realizacién usando fragmentos de un
péptido o polipéptido basado en antagonista del dominio Vps10p, que comprenden al menos 25 aminoacidos
contiguos y que tienen una secuencia de aminoacidos que es al menos 80%, tal como 85%, por ejemplo 90%, tal
como 95%, por ejemplo 99% idéntica con la secuencia de aminoacidos de cualquiera de las SEQ ID NO: 1, SEQ ID
NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9,
SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14 y SEQ ID NO: 15
respectivamente, en donde el porcentaje de identidad se determina con el algoritmo GAP, BESTFIT, o FASTA en el
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Wisconsin Genetics Package Release 7.0, usando los pesos de los huecos por defecto.

Las siguientes expresiones se usan para describir las relaciones de secuencia entre dos o mas polinucleétidos:
“secuencia predeterminada”, “ventana de comparacion”, “identidad de secuencia”, “porcentaje de identidad de
secuencia” e “identidad sustancial”.

Una “secuencia predeterminada” es una secuencia definida usada como una base para una comparaciéon de
secuencias; una secuencia predeterminada puede ser un subconjunto de una secuencia mas larga, por ejemplo,
como un segmento de un ADN o secuencia de gen de longitud completa dado en una lista de secuencias, tal como
una secuencia de polinucledtido de SEQ ID NO: 1, o puede comprender un ADN o secuencia de gen completo. En
general, una secuencia predeterminada es de al menos 20 nucleétidos de longitud, con frecuencia al menos 25
nucledtidos de longitud, y a menudo al menos 50 nucledtidos de longitud.

Puesto que dos polinucleétidos puede cada uno (1) comprender una secuencia (es decir, una parte de la secuencia
de polinucledtido completa) que es similar entre los dos polinucleétidos, y (2) pueden comprender ademas una
secuencia que es divergente entre los dos polinucledtidos, las comparaciones de secuencias entre dos (o mas)
polinucledtidos tipicamente se llevan a cabo comparando secuencias de los polinucleétidos a lo largo de una
“ventana de comparacion” para identificar y comparar regiones locales de similitud de secuencia. Una “ventana de
comparacion” como se usa en la presente memoria, se refiere a un segmento conceptual de al menos 20 posiciones
de nucledtidos contiguos en donde una secuencia de polinucleétido se puede comparar con una secuencia
predeterminada de al menos 20 nucledtidos contiguos, y en donde la parte de la secuencia de polinucledtido en la
ventana de comparacion puede comprender adiciones o eliminaciones (es decir, huecos) de 20 por ciento o menos
comparado con la secuencia predeterminada (que no comprende adiciones o eliminaciones) para el alineamiento
6ptimo de las dos secuencias.

El alineamiento éptimo de secuencias para alinear una ventana de comparacién se puede llevar a cabo por el
algoritmo de homologia local de Smith y Waterman (1981) Adv. Appl. Math. 2: 482, por el algoritmo de alineamiento
de homologia de Needleman y Wunsch (1970) J. Mol. Biol. 48: 443, por la busqueda por el método de similitud de
Pearson y Lipman (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. (U.S.A.) 85: 2444, por implementaciones computarizadas de estos
algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA, y TFASTA en el Wisconsin Genetics Software Package Release 7,0, Genetics
Computer Group, 575 Science Dr., Madison, Wis.), o por inspeccion, y se selecciona el mejor alineamiento (es decir,
el que produce el mayor porcentaje de homologia a lo largo de la ventana de comparacion) generado por diferentes
métodos.

La expresion “identidad de secuencia” significa que dos secuencias de polinucleétidos son idénticas (es decir,
basandose en nucleétido a nucledtido) a lo largo de la ventana de comparacion. La expresion “porcentaje de
identidad de secuencia” se calcula comparando dos secuencias alineadas de forma 6ptima a lo largo de la ventana
de comparacion, determinando el nimero de posiciones en las que hay base de acido nucleico idéntica (p. €j., A, T,
C, G, U ol) en ambas secuencias para dar para dar el numero de posiciones emparejadas, dividiendo el nimero de
posiciones emparejadas entre el nimero total de posiciones en la ventana de comparacion (es decir, el tamafio de la
ventana), y multiplicando el resultado por 100 para dar el porcentaje de identidad secuencia. La expresion “identidad
sustancial’ como se usa en la presente memoria, indica una caracteristica de una secuencia de polinucleétido, en la
que el polinucleétido comprende una secuencia que tiene una identidad que secuencia de al menos 85 por ciento,
preferiblemente identidad de secuencia de al menos 90 a 95 por ciento, mas habitualmente identidad de secuencia
de al menos 99 porciento, comparada con una secuencia predeterminada a lo largo de una ventana de comparacion
de al menos 20 posiciones de nucleétidos, con frecuencia a lo largo de una ventana de al menos 25-50 nucledtidos,
en donde el porcentaje de la identidad de secuencia se calcula comparando la secuencia predeterminada con la
secuencia de polinucledtido que puede incluir eliminaciones o adiciones en un total de 20 por ciento o menos de la
secuencia predeterminada a lo largo de la ventana de comparacion. La secuencia predeterminada puede ser un
subconjunto de una secuencia mas larga, por ejemplo, como un segmento de la secuencia de polinucledtido de SEQ
ID NO: 1 de longitud entera ilustrada en la presente memoria.

Aplicado a los polipéptidos, un grado de identidad de secuencias de aminoacidos es una funcién del nimero de
aminoacidos idénticos en posiciones compartidas por las secuencias de aminoacidos. Un grado de homologia o
similitud de secuencias de aminoacidos es una funcién del nimero de aminoacidos, es decir, estructuralmente
relacionados, en posiciones compartidas por las secuencias de aminoacidos.

Una secuencia “no relacionada” o “no homdloga” comparte una identidad menor de 40%, pero preferiblemente una
identidad menor de 25%, con un péptido o polipéptido basado en el antagonista del dominio Vps10p de la presente
invencion. La expresion “identidad sustancial” significa que dos secuencias de péptidos, cuando estan alineadas de
forma 6ptima, tal como por los programas GAP o BESTFIT que usan los pesos de huecos por defecto, comparten
una identidad de secuencia de al menos 80 por ciento, preferiblemente una identidad de secuencia de al menos 90
por ciento, mas preferiblemente una identidad de secuencia de al menos 95 por ciento o mas (p. ej., una identidad
de secuencia de 99 por ciento). Preferiblemente, las posiciones de los restos que no son idénticos difieren por
sustituciones de aminoacidos conservativas.

Las sustituciones de aminoacidos conservativas se refieren a la intercambiabilidad de restos que tiene en cadenas
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laterales similares. Por ejemplo, un grupo de aminoacidos que tiene en cadenas laterales alifaticas es glicina,
alanina, valina, leucina, e isoleucina; un grupo de aminoacidos que tienen cadenas laterales que tienen hidroxilo
alifatico es serina y treonina, un grupo de aminoacidos que tienen cadenas laterales que contienen amida es
asparagina y glutamina; un grupo de aminoacidos que tienen cadenas laterales aromaticas es fenilalanina, tirosina, y
triptéfano; un grupo de aminoacidos que tienen cadenas laterales basicas es lisina, arginina, e histidina; y un grupo
de aminoacidos que tienen cadenas laterales que contienen azufre es cisteina y metionina. Los grupos de
sustituciones de aminoacidos conservativas preferidas son: valina-leucina-isoleucina, fenilalanina-tirosina, lisina-
arginina, alanina-valina, y asparagina-glutamina.

Adicionalmente, las variantes también se determinan basandose en un nimero predeterminado de sustituciones de
aminoacidos conservativas como se define en la presente memoria mas adelante. La sustitucién de aminoacido
conservativa como se usa en la presente memoria, se refiere a la sustitucion de un aminoacido (dentro de un grupo
predeterminado de aminoacidos) por otro aminoacido (dentro del mismo grupo) en donde los aminoacidos presentan
caracteristicas similares o sustancialmente similares.

Dentro del significado de la expresion “sustitucion de aminoacido conservativa” como se aplica en la presente
memoria, un aminoacido se puede sustituir por otro dentro de los grupos de aminoacidos indicados en la presente
memoria a continuacion:

i) Aminoacidos que tienen cadenas laterales polares (Asp, Glu, Lys, Arg, His, Asn, GIn, Ser, Thr, Tyr y Cys),
ii) Aminoacidos que tienen cadenas laterales no polares (Gly, Ala, Val, Leu, lle, Phe, Trp, Pro y Met)
iii) Aminoacidos que tienen cadenas laterales alifaticas (Gly, Ala Val, Leu, lle)

iv) Aminoacidos que tienen cadenas laterales ciclicas (Phe, Tyr, Trp, His, Pro)

v) Aminoacidos que tienen cadenas laterales aromaticas (Phe, Tyr, Trp)

vi) Aminoacidos que tienen cadenas laterales acidas (Asp, Glu)

vii) Aminoacidos que tienen cadenas laterales basicas (Lys, Arg, His)

viii) Aminoacidos que tienen cadenas laterales de amida (Asn, GIn)

ix) Aminoacidos que tienen cadenas laterales con hidroxi (Ser, Thr)

x) Aminoacidos que tienen cadenas laterales que contienen azufre (Cys, Met),

xi) Aminoacidos neutros, débilmente hidréfobos (Pro, Ala, Gly, Ser, Thr)

xii) Aminoacidos acidos, hidrofilos (GIn, Asn, Glu, Asp), y

xiii) Aminoacidos hidrofobos (Leu, lle, Val)

Por consiguiente, una variante o uno de sus fragmentos puede comprender, dentro de la misma variante de la
secuencia o sus fragmentos, o entre diferentes variantes de la secuencia o sus fragmentos, al menos una sustitucion
tal como una pluralidad de sustituciones introducidas independientemente entre si.

Esta claro a partir del esquema anterior, que la misma variante o su fragmento puede comprender mas de una
sustituciéon de aminoacido conservativa de mas de un grupo de aminoacidos conservativos como se ha definido
antes en la presente memoria.

La adicién o eliminacién de al menos un aminoacido puede ser una adicion o eliminacion preferiblemente de 2 a 250
aminoacidos, tal como de 10 a 20 aminoacidos, por ejemplo de 20 a 30 aminoacidos, tal como de 40 a 50
aminoacidos. Sin embargo, adiciones o eliminaciones de mas de 50 aminoacidos, tal como adiciones de 50 a 100
aminoacidos, adicion de 100 a 150 aminoacidos, adicion de 150-250 aminoacidos, también estan comprendidas
dentro de la presente invencion. La eliminacién y/o adicion pude ser, independientemente entre si, una eliminacion
y/o una adicion dentro de una secuencia y/o en el extremo de una secuencia.

ARNip: “ARN interferente pequefio” (ARNip) es una molécula de ARN bicatenaria, corta (a menudo, pero no
restringido, de menos de 30 nucledtidos de longitud) capaz de producir el silenciamiento especifico de genes en
células de mamifero.

Alquilo inferior sustituido significa un alquilo inferior que tiene de 1 a 3 sustituyentes, seleccionados del grupo que
consiste en hidroxilo, alcoxi, amino, amido, carboxilo, acilo, halégeno, ciano, nitro y tiol.

Tratamiento: El término “tratamiento” como se usa en la presente memoria, se refiere a un método que implica
terapia, incluyendo cirugia, de una afeccion clinica en un individuo, incluyendo un cuerpo humano o animal. La
terapia puede ser de mejora, curativa o profilactica, es decir, que reduce el riesgo de adquirir la enfermedad.
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Variantes: El término “variantes” como se usa en la presente memoria, se refiere a variantes de secuencias de
aminoacidos, teniendo preferiblemente dichas variantes de secuencias una identidad de al menos 60%, por ejemplo
identidad de al menos 63%, tal como identidad de al menos 66%, por ejemplo identidad de secuencia de al menos
70%, por ejemplo identidad de secuencia de al menos 72%, por ejemplo identidad de secuencia de al menos 75%,
por ejemplo identidad de secuencia de al menos 80%, tal como identidad de secuencia de al menos 85%, por
ejemplo identidad de secuencia de al menos 90%, tal como identidad de secuencia de al menos 91%, por ejemplo
identidad de secuencia de al menos 91%, tal como identidad de secuencia de al menos 92%, por ejemplo identidad
de secuencia de al menos 93%, tal como identidad de secuencia de al menos 94%, por ejemplo identidad de
secuencia de al menos 95%, tal como identidad de secuencia de al menos 96%, por ejemplo identidad de secuencia
de al menos 97%, tal como identidad de secuencia de al menos 98%, por ejemplo identidad de secuencia de 99%
con cualquiera de las secuencias predeterminadas. Las variantes de neurotensina incluyen, pero no se limitan a
variantes artificiales de la neurotensina tales como NT69L.

Regulacion por aumento de la expresion: un proceso que conduce al aumento de expresion de genes,
preferiblemente de genes endogenos.

Antagonista/inhibidor del receptor con dominio Vps10p

La presente invencion describe ademas antagonistas que tienen la estructura general de formula (1):

)

en donde X es un atomo que actia como donador de hidrogeno, seleccionado dicho atomo del grupo que consiste
enN, O, S, Pyendonde

Y es un atomo electronegativo que actia como aceptor de enlace de hidrégeno seleccionado del grupo que consiste
en O, N, S, F, Cl, Br, I, y en donde

R1 es alquilo C3-6, ciclilo C4-6, una estructura heterociclica o heteroaromatica que tiene 1 anillo, de 4 a 6 miembros
en el anillo en cada uno y de 1 a 3 heteroatomos, o un heteroalquilo que comprende de 1 a 3 heteroatomos
seleccionados del grupo que consiste en N, O, S(0)o2, y en donde

Rz es hidrégeno, un alquilo C1-12 o una estructura aromatica, carbociclica, heterociclica o heteroaromatica que tiene
1-3 anillos, 3-8 miembros en el anillo en cada uno, y 0-4 heteroatomos, o un heteroalquilo que comprende de 1 a 8
heteroatomos seleccionados del grupo que consiste N, O, S(O)o-2, y en donde

Rs es hidrogeno, SH, imidazol, alquilo C1-12 o una estructura aromatica, carbociclica, heterociclica o
heteroaromatica que tiene 1-3 anillos, 3-8 miembros en el anillo en cada uno, y 0-4 heteroatomos, o un heteroalquilo
que comprende de 1 a 8 heteroatomos seleccionados del grupo que consiste en N, O, S, y en donde

R4 se selecciona de los grupos funcionales alquilo lineal o ramificado C1-100, alquenilo lineal o ramificado, alquinilo
lineal o ramificado, fenilo, bencilo, halogenoalcano, cloroalcano, bromoalcano, yodoalcano, halogenoformilo,
hidroxilo, carbonilo, aldehido, éster de carbonato, carboxilato, carboxilo, éter, éster, hidroperoxi, peroxi,
carboxamida, amina primaria, amina secundaria, amina terciaria, amonio, cetimina primaria, cetimina secundaria,
aldimina primaria, aldimina secundaria, imida, azida, azo (diimida), cianato, isocianuro, isotiocianato, nitrato, nitrilo,
nitrosooxi, nitro, nitroso, piridilo, fosfino, fosfato, fosfono, sulfonilo, sulfinilo, sulfhidrilo (SH), tiocianato, disulfuro, un
conector L2 o L3, y una secuencia de aminoacidos que es al menos 50% idéntica a la SEQ ID NO: 10 o un
fragmento de la misma.

El antagonista de formula (1) es especifico para el sitio de union 1 (sitio de unién de neurotensina de alta afinidad) de
la sortilina.

El antagonista tiene la estructura general de férmula (l1):
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Rs Hl

R, H

en donde Z es un donador o aceptor de enlace de hidrégeno, seleccionado del grupo que consiste en carbonilo,
hidroxilo, amino, imino, amida, sulfhidrilo, cloro, fluoro, y en donde

Rs se selecciona del grupo que consiste en H, CHs, y un conector L2, y en donde
Re se selecciona del grupo que consiste en H, -CHs, -CH2CH3 y -OCHs, y en donde

R7 se selecciona del grupo que consiste en cadenas laterales de glutamato, glutamina, lisina, arginina, histidina,
tirosina, metionina, cisteina, grupos alifaticos C4-6, y en donde

Rs se selecciona del grupo que consiste en cadenas laterales de tirosina, histidina, serina, treonina, aspartato,
asparagina, cisteina, fenilalanina, yodo-tirosina y -CH2-NH-, y en donde

Ry se selecciona del grupo que consiste en cadena lateral de lisina, arginina, glutamina, grupos C3-8 alifaticos y
heteroalifaticos, grupos carbociclicos y heterociclicos que comprenden 5 o 6 miembros en el anillo, y en donde

R10 se selecciona del grupo que consiste en un piroglutamato, policarbohidratos y un polipéptido de longitud mayor o
igual que 10, y en donde

R11 y Ry2 individualmente se seleccionan del grupo que consiste en H, alquilo lineal o ramificado C1-12, alquenilo
lineal o ramificado, alquinilo lineal o ramificado, fenilo, bencilo, halogenoalcano, cloroalcano, bromoalcano,
yodoalcano, halogenoformilo, hidroxilo, carbonilo, aldehido, éster de carbonato, carboxilato, carboxilo, éter, éster,
hidroperoxi, peroxi, carboxamida, amina primaria, amina secundaria, amina terciaria, amonio, cetimina primaria,
cetimina secundaria, aldimina primaria, aldimina secundaria, imida, azida, azo (diimida), cianato, isocianuro,
isotiocianato, nitrato, nitrilo, nitrosooxi, nitro, nitroso, piridilo, fosfino, fosfato, fosfono, sulfonilo, sulfinilo, sulfhidrilo
(SH), y en donde

los enlaces covalentes (1) y (2) se seleccionan individualmente del grupo que consiste en enlaces sencillos y
enlaces dobles.

El antagonista de férmula (1) es especifico para el sitio de union 2 (sitio de unién de neurotensina de baja afinidad)
de la sortilina.

El antagonista puede tener ademas la estructura general de férmula (l11):

T Rig H Ris

en donde R13 se selecciona del grupo que consiste en H, alquilo C1-12, alquenilo, alquinilo y un conector L3, y en
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donde

R14, Ris, R17, Rig, R2o se seleccionan individualmente del grupo que consiste en H, alquilo C1-12, alquenilo y
alquinilo, y en donde

R1s se selecciona del grupo que consiste en cadenas laterales de fenilalanina, leucina, isoleucina, valina, metionina,
histidina, cisteina, lisina y alifatica C3-7, y en donde

R1s se selecciona del grupo que consiste en H, -CH3; y -CH>OH, y en donde

los enlaces covalentes (1) y (2) se seleccionan individualmente del grupo que consiste en enlaces sencillos y
enlaces dobles.

El antagonista de formula (1) o (ll), en donde el conector L2 se selecciona del grupo que consiste en una cadena
principal de péptido de 5 a 6 restos, alquilo C15-20, alquenilo C15-20 y alquinilo C15-20.

El antagonista de formula (l11) es especifico para el sitio de union 3 (sitio de unioén de proneurotrofina) de la sortilina.

En una realizacion, el antagonista de formula (1) esta conectado al antagonista de férmula (ll) por un conector L2,
formando asi la formula general (IV):

[Formula (I)] - [Conector L2] - [Férmula (I1)] (V)

En una realizacion, el conector L3 se selecciona del grupo que consiste en una cadena principal de péptido de 12 a
20 restos, alquilo C30-60, alquenilo C30-60 y alquinilo C30-60.

El antagonista de formula (1) estd conectado al antagonista de férmula (lll) por el conector L3, formando asi la
férmula general (V):

[Formula (I)] - [Conector L3] - [Formula (111)] V)

El antagonista como se ha definido antes en la presente memoria en donde dicho antagonista se selecciona del
grupo que consiste en RRPYI(chg), yodoYIL, QIL, YCL, dYIL, YHL, RRPYI(acc), RRPYI(nMe)L, YIL representado en
la figura 10.

El antagonista como se ha definido antes en la presente memoria en donde dicho antagonista es RRPYI(chg)
representado en la figura 10.

El antagonista como se ha definido antes en la presente memoria en donde dicho antagonista es yodoYIL
representado en la figura 10.

El antagonista como se ha definido antes en la presente memoria en donde dicho antagonista es QIL representado
en la figura 10.

El antagonista como se ha definido antes en la presente memoria en donde dicho antagonista es YCL representado
en la figura 10.

El antagonista como se ha definido antes en la presente memoria en donde dicho antagonista es dYIL representado
en la figura 10.

El antagonista como se ha definido antes en la presente memoria en donde dicho antagonista es YHL representado
en la figura 10.

El antagonista como se ha definido antes en la presente memoria en donde dicho antagonista es RRPYI(acc)
representado en la figura 10.

El antagonista como se ha definido antes en la presente memoria en donde dicho antagonista es RRPYI(nMe)L
representado en la figura 10.

El antagonista como se ha definido antes en la presente memoria en donde dicho antagonista es YIL representado
en la figura 10.

En una realizacion de la presente invencion, el animal se selecciona del grupo que consiste en raton, rata, conejo,
animal canino y perro.

En una realizacion adicional de la presente invencion, el receptor con dominio Vps10p comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos 60% con la SEQ ID NO. 1.

En una realizacion adicional de la presente invencion, el receptor con dominio Vps10p comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos 65% con la SEQ ID NO. 1.
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En una realizacion adicional de la presente invencion, el receptor con dominio Vps10p comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos 70% con la SEQ ID NO. 1.

En una realizacion adicional de la presente invencion, el receptor con dominio Vps10p comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos 75% con la SEQ ID NO. 1.

En una realizacion adicional de la presente invencion, el receptor con dominio Vps10p comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos 80% con la SEQ ID NO. 1.

En una realizacion adicional de la presente invencion, el receptor con dominio Vps10p comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos 85% con la SEQ ID NO. 1.

En una realizacion adicional de la presente invencion, el receptor con dominio Vps10p comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos 90% con la SEQ ID NO. 1.

En una realizacion adicional de la presente invencion, el receptor con dominio Vps10p comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos 91% con la SEQ ID NO. 1.

En una realizacion adicional de la presente invencion, el receptor con dominio Vps10p comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos 92% con la SEQ ID NO. 1.

En una realizacion adicional de la presente invencion, el receptor con dominio Vps10p comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos 93% con la SEQ ID NO. 1.

En una realizacion adicional de la presente invencion, el receptor con dominio Vps10p comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos 94% con la SEQ ID NO. 1.

En una realizacion adicional de la presente invencion, el receptor con dominio Vps10p comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos 95% con la SEQ ID NO. 1.

En una realizacion adicional de la presente invencién, el receptor con dominio Vps10p comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos 96% con la SEQ ID NO. 1.

En una realizacion adicional de la presente invencion, el receptor con dominio Vps10p comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos 97% con la SEQ ID NO. 1.

En una realizacion adicional de la presente invencion, el receptor con dominio Vps10p comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos 98% con la SEQ ID NO. 1.

En una realizacion adicional de la presente invencion, el receptor con dominio Vps10p comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos 99% con la SEQ ID NO. 1.

En una realizacion adicional de la presente invencién, el receptor con dominio Vps10p comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos 99,5% con la SEQ ID NO. 1.

En una realizacion adicional de la presente invencion, el receptor con dominio Vps10p comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos 99,9% con la SEQ ID NO. 1.

En una realizacion de la presente invencion el al menos un antagonista como se define en la presente memoria, es
capaz de inhibir la unién de un agonista seleccionado del grupo que consiste en SEQ ID NO. 6 (proNGF), SEQ ID
NO. 7 (proBDNF), SEQ ID NO. 8 (proNT3), SEQ ID NO. 9 (pro-NT4/5), SEQ ID NO. 14 (ApoE) o SEQ ID NO. 15
(LpL) o un fragmento o variante de los mismos, a dicho receptor con dominio Vps10p.

En ofra realizacion de la presente invencion, el al menos un antagonista como se ha definido antes en la presente
memoria se une a al menos un resto de aminoacido del sitio de unidon que comprende los restos de aminoacidos
R325, S316, Y351, 1353, K260, 1327, F314, F350 a M363, S305, F306, T398 a G400, 1303-G309, Q349-A356, Y395
y T402 de la SEQ ID NO. 1 (sortilina).

En otra realizacion mas de la presente invencion, el al menos un antagonista como se ha definido antes en la
presente memoria se une a al menos un resto de aminoacido del sitio de unién que comprende los restos de
aminoacidos R325, S316, Y351, 1353, K260, 1327, F314, F350 a M363, S305, F306 y T398 a G400 de la SEQ ID
NO. 1 (sortilina).

En oftra realizacion mas de la presente invencion, el al menos un antagonista como se ha definido antes en la
presente memoria se une a al menos un resto de aminoacido del sitio de unién que comprende los restos de
aminoacidos R325, S316, Y351, 1353, K260, 1327, F314 y F350 a M363 de la SEQ ID NO. 1 (sortilina).

En oftra realizacion mas de la presente invencion, el al menos un antagonista como se ha definido antes en la

presente memoria se une a al menos un resto de aminoacido del sitio de unién que comprende los restos de

aminoacidos L572, L114, V112, R109 a S111, S115 a G118, T570, G571, W586, W597, T168-1174, L572, A573 y
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S584 a F588 de la SEQ ID NO. 1 (sortilina).

En otra realizacion mas de la presente invencion, el al menos un antagonista como se ha definido antes en la
presente memoria se une a al menos un resto de aminoacido del sitio de unién que comprende los restos de
aminoacidos L572, L114, V112, R109 a S111, S115 a G118, T570, G571, W586 y W597 de la SEQ ID NO. 1
(sortilina).

En otra realizacion importante de la presente invencion, el al menos un antagonista como se ha definido antes en la
presente memoria se une a al menos un resto de aminoacido del sitio de unién que comprende los restos de
aminoacidos L572, L114 y V112 de la SEQ ID NO. 1 (sortilina).

En una realizacién importante de la presente invencion, el al menos un antagonista como se ha definido antes en la
presente memoria se une a al menos un resto de aminoacido del sitio de unién que comprende los restos de
aminoacidos D403, S420, D422, N423, S424, 1425, Q426, E444, T451, Y466, E470, 1498, S499 y V500 de la SEQ ID
NO. 1 (sortilina).

En una realizacion preferida de la presente invencion, el al menos un antagonista como se ha definido antes en la
presente memoria se une a al menos un resto de aminoacido del sitio de unién que comprende los restos de
aminoacidos D403, N423, S424, 1425, E444, T451, Y466, 1498 y V500 de la SEQ ID NO. 1 (sortilina).

En una realizacion muy preferida de la presente invencion, el al menos un antagonista como se ha definido antes en
la presente memoria se une a al menos un resto de aminoacido del sitio de unién que comprende los restos de
aminoacidos E444, T451, Y466, 1498 y V500 de la SEQ ID NO. 1 (sortilina).

El antagonista, que en este sentido es sinénimo de un inhibidor del receptor con dominio Vps10p, se selecciona,
pero no esta limitado al grupo que comprende proteinas, péptidos, polipéptidos, anticuerpos, ARN de sentido
contrario, ADN de sentido contrario, moléculas organicas pequefias y ARNip.

Anticuerpos contra el receptor con dominio Vps10p

Un anticuerpo se une fuertemente a una molécula diana particular, inactivandola asi directamente o marcandola
para su destruccion. El anticuerpo reconoce su diana (antigeno) con una notable especificidad y fuerza que viene
dada por la suma de muchas fuerzas quimicas, que incluyen enlaces de hidrégeno, fuerzas hidroéfobas y de van der
Waals, asi como interacciones idnicas. En general, cuanto mas compleja quimicamente es la diana, mas
inmundgena sera. El determinante antigénico puede abarcar tramos de aminoacidos lineales cortos o un modulo de
proteina tridimensional mas complicado.

Conceptualmente, los anticuerpos dirigidos contra un receptor diana pueden inhibir la unién del ligando de dos
formas: competitiva o alostérica. La inhibicion competitiva implica la unién directa del anticuerpo a o cerca del sitio
de unién del ligando en el receptor, desplazando de esta forma al ligando de su receptor, o la inhibicion estérica del
acercamiento del ligando al sitio de unién del ligando. La inhibicién alostérica implica la unién del anticuerpo a un
sitio en el polipéptido receptor que es distinto del epitopo de unién del ligando. Sin embargo, la unién a este sitio
inducira un cambio conformacional en la estructura general del receptor que hace mas dificil o incluso imposible para
el ligando unirse a su sitio de reconocimiento cognado.

Los autores de esta solicitud han producido anticuerpos contra varias partes de los receptores con dominio Vps10p.
La presente invencion describe anticuerpos contra la caracteristica unificadora de esta familia de receptores, las de
dominio Vps10p. El alineamiento de secuencias mas adelante de dominios Vps10p demuestra la conservacion
dentro de esta familia de receptores.

Tabla 2: Anticuerpos contra receptores con dominio Vps10p

Receptor [Nombre Antigeno Especie |Western |IH/IC |Ref.
SorLA SORLA cabra Dominio extracelular cabra X X Schmidt et. al.,
J. Biol. Chem. 282:32956-67,
2007
Hale SORLA Dominio citoplasmatico |conejo
SORLA LA Repeticiéon de tipo conejo
complemento
Sol Dominio extracelular conejo X X /Andersen et al., PNAS

103:13461-6, 2005
SORLA
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Receptor [Nombre Antigeno Especie |Western |IH/IC |Ref.
SORLA cola Dominio citoplasmatico |conejo X
SORLA VPS Dominio Vps10p conegjo (X
n° 606870 Sec. de péptido en conegjo (X
dominio Vps10p
n® 642739 C-terminal conegjo (X
n® 643739 Cola citoplasmatica conegjo (X
20C11 Dominio extracelular ratén X X
AG4 Dominio extracelular ratén X
Sortilina n°® 5264 Dominio extracelular conegjo (X X Munck Petersen et al., EMBO
J. 18 :595-604, 1999
n° 5448 Dominio citoplasmatico |conejo X X Jansen et al., Nature Neurosci.
10 :1449-1457, 2007
n°® 5287 Dominio citoplasmatico |conejo X
CP 96 334 Propéptido conegjo (X Munck Petersen et al., EMBO
J. 18 :595-604, 1999
SR 96 204
n° 5438 \Vps10p conegjo (X
Sortilina Dominio extracelular cabra X
cabra/Laika
F9 Dominio extracelular ratén X X
F11 Dominio extracelular ratén X X
AF2934 Dominio extracelular cabra X X R&D Systems, Jansen et al.,
Nature Neurosci. 10:1449-
1457, 2007
AF3154 Dominio extracelular cabra X X R&D Systems; Jansen et al,
Nature Neurosci. 10:1449-
1457, 2007
anti-NTR3 Dominio extracelular ratén X X BD Transduction Laboratories,
ANT-009 Dominio extracelular ratén X X Alomone Labs;
Nykjaer et al., Nature 427 :8
43-848, 2004
SorCS1 AF3457 Dominio extracelular cabra X BD Transduction Laboratories
SorCSl cabra Dominio extracelular cabra
L-SorCS1 Dominio extracelular conegjo (X X Hermey et al., J. Biol. Chem.
279:50221- 50229, 2003
Leu-SorCS1 Dominio rico en leucina |conejo (X X Hermey et al., J. Biol. Chem.
279:50221-50229, 2003
n°® 5466 Dominio extracelular conejo X X
1D Dominio extracelular ratén X
4H Dominio extracelular ratén X
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Receptor [Nombre Antigeno Especie |Western |IH/IC |Ref.
6B Dominio extracelular ratén X
4A Dominio extracelular ratén X
SorCS2  |AF4237 Dominio extracelular oveja X BD Transduction Laboratories

SorCS2 cabra  [Dominio extracelular cabra X X

n° 5422 Dominio extracelular conejo X X Hermey et al., Biochem. J.,
395:285-93, 2006

n°® 5431 28 aminoacidos C- conegjo (X X

terminales

SorCS2-prp Propéptido conegjo (X Schousboe Sjoegaard,
Dissertation, Aarhus University,
2005

M1 Dominio extracelular ratén X Roland Hoist, Master of
Science Thesis, Aarhus
University, 2006

M3 Dominio extracelular ratén X Roland Hoist, Master of
Science Thesis, Aarhus
University, 2006

M4 Dominio extracelular ratén X Roland Hoist, Master of
Science Thesis, Aarhus
University, 2006

M7 Dominio extracelular ratén X Roland Hoist, Master of
Science Thesis, Aarhus
University, 2006

M9 Dominio extracelular ratén X Roland Hoist, Master of
Science Thesis, Aarhus
University, 2006

M10 Dominio extracelular ratén X Roland Hoist, Master of
Science Thesis, Aarhus
University, 2006

M13 Dominio extracelular ratén X Roland Hoist, Master of
Science Thesis, Aarhus
University, 2006

M15 Dominio extracelular ratén X Roland Hoist, Master of
Science Thesis, Aarhus
University, 2006

M18 Dominio extracelular ratén X X Roland Hoist, Master of
Science Thesis, Aarhus
University, 2006

M19 Dominio extracelular ratén X X Roland Hoist, Master of
Science Thesis, Aarhus
University, 2006

S21 Dominio extracelular ratén X Roland Hoist, Master of
Science Thesis, Aarhus
University, 2006

SorCS2-GST-  |Dominio extracelular conegjo (X

73aa
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Receptor [Nombre Antigeno Especie |Western |IH/IC |Ref.
SorCS2-GST-  |Dominio extracelular conegjo (X
100aa
SorCS2-GST-  |Dominio extracelular conegjo (X
172aa

SorCS3  [SorCS3-N Dominio extracelular conegjo (X
SorCS3-C 15 aa C-terminales conejo
Sort3 N-Term Dominio N-terminal conejo X X \Westergaard et al., FEBS Lett.
n° 5389 579:1172-6, 2005
n°® 5432 Dominio extracelular conejo X X
MAB3067 Dominio extracelular raton X BD Transduction Laboratories
MAB30671 Dominio extracelular raton X BD Transduction Laboratories
AF3326 Dominio extracelular cabra X BD Transduction Laboratories
SorCS3 Dominio extracelular cabra X

Uso genérico de un anticuerpo para inhibir la unién de un ligando

Un anticuerpo se une fuertemente a una molécula diana particular, inactivandola asi directamente o marcandola
para su destruccion. El anticuerpo reconoce su diana (antigeno) con una notable especificidad y fuerza que viene
dada por la suma de muchas fuerzas quimicas, que incluyen enlaces de hidrogeno, fuerzas hidréfobas y de van der
Waals, asi como interacciones idnicas. En general, cuanto mas compleja quimicamente es la diana, mas
inmunogena sera. El determinante antigénico puede abarcar tramos de aminoacidos lineales cortos o un médulo de
proteina tridimensional mas complicado.

Procedimiento para hacer anticuerpos

Los anticuerpos policlonales y monoclonales dirigidos contra un antigeno especifico, o epitopo de un antigeno, se
pueden producir de acuerdo con procedimientos convencionales (véase, por ejemplo, Antibodies - A laboratory
Manual de Ed Harlow y David Lane, Cold Spring Harbor Laboratory 1998, ISBN 0-87969-314-2). El procedimiento
para la posterior generacion de anticuerpos humanizados o fragmentos de los mismos también se ha descrito (p. €j.,
A. M. Scott et al., Cancer Research 60:3254-3261, 2000; A. Nissim y Y. Chernajovsky, Handb. Exp. Pharmacol.
181:3-18, 2008; A. Mountain y J. R. Adair, Biotechnol. Genet. Eng. Rev. 10:1-142, 1992).

Expectativas generales de éxito en la preparacion de anticuerpos

Se pueden generan anticuerpos contra cualquier motivo de péptido que se elija usando oligopéptidos sintéticos
cortos que abarcan el epitopo diana deseado. Por lo tanto, se garantiza que se pueden generar anticuerpos contra
sitios de union del ligando en receptores. El que la especie de anticuerpo individual tenga o no el potencial para
inhibir la unién del ligando depende simplemente del hecho de que la afinidad de la inmunoglobulina por el receptor
supere la del ligando. Al final es una cuestion de cribar el potencial inhibidor de una serie de anticuerpos individuales
para encontrar uno con las propiedades deseadas.

Los ensayos de cribado para anticuerpos inhibidores son cominmente conocidos y tipicamente implican un ensayo
de inmunoabsorcion con enzimas ligadas (ELISA). En detalle, el receptor recombinante o un fragmento que abarca
su motivo de unién de ligando, se inmovilizan en pocillos por duplicado de placas de microvaloracion.
Posteriormente, los pocillos se incuban con una soluciéon que contiene el ligando. La unién del ligando al receptor
inmovilizado se confirma usando un anticuerpo que reconoce el ligando y que esta acoplado con una reaccion de
color con colorante. La unidén del ligando al receptor se ensaya en presencia de diferentes anticuerpos para
identificar las especies de inmunoglobulina que bloquean la unién del ligando al receptor, y por lo tanto previenen la
reaccion de color en el respectivo pocillo de la placa de microvaloracion.

Uso clinico satisfactorio de anticuerpos

Hay una serie de anticuerpos terapéuticos que se usan en clinica. Los ejemplos incluyen Rituxan de Genentech, un
anticuerpo dirigido contra el receptor de CD20 (usado en la artritis reumatoide), Remicade de Johnson & Johnson,
un anticuerpo dirigido contra el receptor del TNF alfa (en psoriasis), Avastin de Roche, un anticuerpo anti-VEGF
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usado para el tratamiento del cancer colorrectal y pulmonar, asi como Herceptin, un anticuerpo contra el receptor
HREZ2 usando en la terapia del cancer de mama.

La evaluacioén de la unién a un receptor es un trabajo rutinario para el experto en el campo de la biotecnologia. En
relacion con esto, debe mencionarse que las proneutrofinas, asi como la familia de receptores con dominio Vps10p,
eran conocidos en la fecha de prioridad de esta invencion, y se han mencionado en la técnica anterior ensayos de
union que implican, por ejemplo, proneurotrofinas, por ejemplo en el articulo de Lee et al. (2001) Science 294:1945-
1948.

Por consiguiente, en una realizaciéon importante, el agonista usado en la presente invencion es un anticuerpo.
En una realizacion adicional, el anticuerpo se dirige contra una parte extracelular del receptor con dominio Vps10p.
En una realizacion adicional, el anticuerpo se dirige contra una parte intracelular del receptor con dominio Vps10p.

En una realizacion adicional, el anticuerpo se dirige contra una parte transmembrana del receptor con dominio
Vps10p.

En una realizacion de la presente invencién, el anticuerpo como se ha definido antes en la presente memoria, se
selecciona del grupo que consiste en: anticuerpos policlonales, anticuerpos monoclonales, anticuerpos
humanizados, anticuerpos de una cadena, anticuerpos recombinantes.

La presente invencion describe ademas un inmunoconjugado que comprende el anticuerpo como se ha definido
antes en la presente memoria y un conjugado seleccionado del grupo que consiste en: un agente citotdxico, tal como
un agente quimioterapéutico, una toxina, o un isétopo radiactivo; un miembro de un par de union especifico, tal como
avidina, o estreptavidina o un antigeno.

Métodos para cribar antagonistas/inhibidores de receptores con dominio Vps10p

La presente invencion se refiere a métodos in vitro e in vivo para identificar un antagonista de un receptor con
dominio Vps10p, siendo capaz dicho antagonista de unirse a dicho receptor con dominio Vps10p y asi inhibir la
union de un agonista enddgeno a dicho receptor, previniendo/inhibiendo por consiguiente una respuesta fisiolégica
asociada con la regulacion de concentraciones de lipidos en el plasma sanguineo.

Por consiguiente, en un aspecto, la invencion se refiere a un método in vitro para cribar un antagonista capaz de
unirse a un receptor con dominio Vps10p, que comprende las etapas de:

a) proporcionar un receptor sortilina, y

b) proporcionar ApoB como agonista,

c) proporcionar una biblioteca de potenciales antagonistas, y

d) proporcionar un ensayo para medir la unién de dicho agonista a dicho receptor, y
e) afnadir la biblioteca de potenciales antagonistas que se van a ensayar al ensayo, y
f) determinar la cantidad de agonista unido al receptor con dominio Vps10p, y

g) comparar la cantidad determinada en la etapa f) con una cantidad medida en ausencia del antagonista que se va
a ensayar,

h) en donde la diferencia en las dos cantidades identifica un antagonista que altera la unién de dicho agonista a
dicho receptor.

En otro aspecto mas, la presente invencion se refiere a un método para determinar el grado de inhibicion de un
antagonista en la actividad de un receptor sortilina en un cultivo celular que expresa dicho receptor, en donde dicho
receptor sortilina comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos 60%
con la SEQ ID NO: 1, comprendiendo dicho método las etapas de:

a) proporcionar un cultivo celular que expresa dicho receptor sortilina, y
b) proporcionar ApoB como agonista de dicho receptor sortilina, y
c) proporcionar una biblioteca de potenciales antagonistas, y

d) proporcionar un ensayo para determinar la union a, internalizacion de y sefializacion a través de, dicho receptor
sortilina, comprendiendo dicho ensayo,

e) afadir la biblioteca de potenciales antagonistas que se van a ensayar c) al cultivo celular a), en presencia de
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dicho agonista b), y

f) determinar
i) la cantidad de antagonista unido a dicho receptor sortilina, y/o
i) la cantidad de antagonista internalizado por dicho receptor sortilina, y/o
iii) el grado de sefalizacion a través de dicho receptor sortilina, y

g) comparar la cantidad determinada en la etapa f) con una cantidad medida en ausencia del antagonista que se va
a ensayar,

h) en donde la diferencia en las dos cantidades identifica un antagonista
i) capaz de unirse a dicho receptor sortilina, y/o
ii) capaz de inhibir la sefalizacion a través de dicho receptor sortilina, y/o
iii) capaz de inhibir la internalizacion de dicho agonista de dicho receptor sortilina.

En un aspecto adicional, la presente invencion se refiere a un método para determinar el grado de inhibicién de un
antagonista en la actividad de un receptor sortilina en un cultivo celular que expresa dicho receptor y con un cultivo
celular que carece de expresion de dicho receptor, comprendiendo el método las etapas de:

a) proporcionar un cultivo celular que expresa un receptor sortilina, y

b) proporcionar un cultivo celular que no expresa un receptor sortilina, y

c) opcionalmente proporcionar un cultivo celular que expresa en exceso un receptor sortilina
d) proporcionar ApoB como agonista del receptor sortilina, y

€) proporcionar una biblioteca de potenciales antagonistas, y

f) proporcionar un primer ensayo que comprende a) y un segundo ensayo que comprende b) y opcionalmente un
tercer ensayo que comprende c), y

g) afnadir la biblioteca de potenciales antagonistas que se van a ensayar a los tres ensayos, y
h) determinar

i) la cantidad de antagonista unido al receptor sortilina, y/o

ii) la cantidad de antagonista internalizado por el receptor sortilina, y/o

iii) el grado de sefializacién a través del receptor sortilina, y

i) comparar la cantidad de antagonista determinada en la etapa g) usando a) con la cantidad determinada en g)
usando b) y la cantidad determinada en g) usando c),

j) en donde la diferencia en las cantidades identifica un antagonista
i) capaz de unirse a un receptor sortilina, y/o
ii) capaz de inhibir la sefalizacion a través de un receptor sortilina, y/o
iii) capaz de inhibir la internalizacion de ApoB como agonista de dicho receptor sortilina.

En una realizacion adicional, el agonista como se ha definido antes en la presente memoria, se selecciona del grupo
que consiste en SEQ ID NO. 6 (proNGF), SEQ ID NO. 7 (proBDNF), SEQ ID NO. 8 (proNT3), SEQ ID NO. 9 (pro-
NT4/5), SEQ ID NO. 14 (ApoE) o SEQ ID NO. 15 (LpL), o un fragmento o variante de los mismos.

En un aspecto adicional, la presente invencion se refiere a un método para determinar el grado de inhibicién de un
antagonista en la actividad de un receptor sortilina en un mamifero no humano que expresa dicho receptor,
comprendiendo dicho método las etapas de:

a) administrar dicho antagonista a un mamifero no humano que expresa el receptor de forma natural,
b) determinar

i) la cantidad de antagonista unido a dicho receptor sortilina, y/o
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ii) la cantidad de antagonista internalizado por dicho receptor sortilina, y/o
iii) el grado de sefalizacion a través de dicho receptor sortilina, y
c) comparar la medicion de la etapa b) con una medicién obtenida en ausencia del compuesto que se va a ensayar,

d) en donde la diferencia en las dos cantidades identifica el efecto de dicho antagonista en dicho mamifero no
humano que expresa el receptor de forma natural.

En otro aspecto mas, la presente invencion se refiere a un método para determinar el grado de inhibicion de un
antagonista en la actividad de un receptor sortilina en un mamifero no humano que expresa dicho receptor con un
segundo mamifero no humano que carece de expresion de dicho receptor y un tercer mamifero no humano que
expresa en exceso dicho receptor, comprendiendo dicho método las etapas de:

a) proporcionar un mamifero no humano que expresa dicho receptor sortilina, y
b) proporcionar un mamifero no humano que no expresa dicho receptor sortilina, y
c) proporcionar un mamifero no humano que expresa en exceso dicho receptor sortilina, y
d) proporcionar ApoB como agonista de dicho receptor sortilina, y
€) proporcionar una biblioteca de potenciales antagonistas, y
f) administrar dicha biblioteca de antagonistas a dicho mamifero no humano de a), b) y c) respectivamente, y
g) determinar
i) la cantidad de antagonista unido a dicho receptor sortilina, y/o
ii) la cantidad de antagonista internalizado por dicho receptor sortilina, y/o

iii) el grado de sefializacion a través del receptor sortilina, en cada uno de los mamiferos no humanos en a),
b)yc),y

h) comparar la cantidad de antagonista determinada en la etapa g) usando a) con la cantidad determinada en g)
usando b) y la cantidad determinada en g) usando c),

i) en donde la diferencia en las cantidades identifica un antagonista

i) capaz de unirse a dicho receptor sortilina, y/o

ii) capaz de inhibir la sefalizacion a través de dicho receptor sortilina, y/o

iii) capaz de inhibir la internalizacion de dicho agonista de ApoB de dicho receptor sortilina.
Descripcion detallada de los dibujos
Figura 1: Familia de receptores con dominio Vps10p. Se indica su organizacion estructural.

Figura 2a. Metabolismo de colesterol y triglicéridos. Los quilomicrones (CM) transportan los triglicéridos de la dieta a
tejidos donde son eliminados por accion de la lipoproteina lipasa (LpL). La apolipoproteina C2 (C2) activa la LpL. Las
particulas remanentes resultantes (CMR) son eliminadas por el higado. Se unen a receptores remanentes que
reconocen la apo E (E) y son internalizadas y catabolizadas. Las apolipoproteinas A (A) y B48 (B48) son sintetizadas
en células intestinales, mientras que la apoE es adquirida de particulas de lipoproteina de alta densidad (HDL) junto
con el colesterol. Cuando los triglicéridos son retirados de los quilomicrones, la apoA, apo C, colesterol y fosfolipidos
son liberados de sus superficies y transferidos a las HDL donde el colesterol es esterificado. El éster de colesterilo
es vuelto a transferir a la particula remanente en un intercambio por triglicéridos por la proteina de transporte de
éster de colesterilo.

Figura 2b. Metabolismo de colesterol y triglicéridos. Las particulas de lipoproteina de muy baja densidad (VLDL) son
sintetizadas en el higado y transportan triglicéridos endégenos desde el higado a otros tejidos donde son eliminados
por accion de la lipoproteina lipasa (LpL). Al mismo tiempo, el colesterol, fosfolipidos y apo C (C2) y apo E (E) son
liberados y transferidos a particulas de lipoproteina de alta densidad (HDL). Mediante este proceso las VLDL son
convertidas en IDL (no se muestra). Algunas IDL son eliminadas por el higado, pero la mayoria tienen mas
eliminacion de triglicéridos por la lipasa hepatica, y asi se convierten en particulas de lipoproteina de baja densidad
(LDL) (no se muestra). Por lo tanto, las particulas VLDL ricas en triglicéridos son precursores de las LDL, que
comprenden principalmente colesterol (ésteres de colesterilo) y apo B100. Las LDL finalmente son eliminadas de la
circulacion por receptores de LDL presentes en el higado y también en tejidos periféricos.
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Figura 3: Niveles de colesterol plasmatico en ratones con inactivacion génica de sortilina. Los niveles de colesterol
se midieron en ratones genéticamente intactos (LDLRxSort; +/+,+/+), ratones que carecian de expresion de sortilina
(LDLRxSort; +/+,-/-), ratones desprovistos de receptor de lipoproteina de baja densidad LDLR (LDLRxSort; -/-,+/+), y
ratones con doble inactivacion génica que carecian de expresion de ambos receptores (LDLRxSort; -/-,-/-). Los
animales se alimentaron con una dieta de tipo occidental rica en lipidos durante 4-6 semanas, se dejaron en ayunas
durante la noche y se analiz6 el colesterol en las muestras de plasma. Los ratones con inactivacion génica de la
sortilina presentan una reduccion significativa mayor del colesterol plasmatico comparado con las crias de la misma
camada de control (genéticamente intactos) (p=0,06). En los ratones deficientes en el receptor de LDL, un modelo
de raton de hipercolesterolemia familiar, los niveles elevados de colesterol disminuyeron en ausencia de sortilina
(LDLRxSort; -/-, -/-) (p=0,02).

Figura 4: Niveles plasmaticos de triglicéridos en ratones con inactivacion génica de sortilina. Se midieron los
triglicéridos en ratones genéticamente intactos (LDLRxSort; +/+,+/+), ratones que carecian de expresion de sortilina
(LDLRxSort; +/+,-/-), ratones desprovistos de receptor de lipoproteina de baja densidad LDLR (LDLRxSort; -/-,+/+), y
ratones con doble inactivacion génica que carecian de expresion de ambos receptores (LDLRxSort; -/-,-/-). Los
animales se alimentaron con una dieta de tipo occidental rica en lipidos durante 4-6 semanas, se dejaron en ayunas
durante la noche y se analiz6 el colesterol en las muestras de plasma. Los ratones con inactivacion génica de la
sortilina presentaban un aumento moderado de los triglicéridos plasmaticos comparado con crias de la misma
camada de control (genéticamente intactos). En los ratones con doble inactivacion génica de receptor LDL y sortilina
(LDLRxSort; -/-, -/-), los niveles de triglicéridos eran considerablemente elevados comparado con los ratones que
carecian solo de LDLR.

Figura 5a: Perfil de lipoproteinas - colesterol (izquierda) y triglicéridos (derecha). Perfiles de FPLC de lipoproteinas
plasmaticas de ratdn, de ratones genéticamente intactos (LDLRxSort; +/+,+/+), ratones que carecian de expresion
de sortilina (LDLRxSort; +/+,-/-), ratones desprovistos de receptor de lipoproteina de baja densidad LDLR
(LDLRxSort; -/-,+/+), y ratones con doble inactivacion génica que carecian de expresion de ambos receptores
(LDLRxSort; -/-,-/-). Los ratones con los genotipos indicados, se alimentaron con una dieta de tipo occidental rica en
lipidos durante 4-6 semanas, y se recogieron muestras de plasma de cada animal y se sometieron a filtracion en gel
en FPLC. Posteriormente se midio el contenido de colesterol y triglicéridos en cada fracciéon. Se indica el tiempo de
retencién de las diferentes particulas de lipoproteinas.

Figura 5b: Caracterizacion de la union de ApoB a sortilina humana recombinante (30). Se inmovilizé sortilina en un
Sensor Chip CM5 de BlAcore con una densidad de 0,078 pmol/mmz. A) Después de calibracion del valor inicial en el
tampon de desarrollo (Hepes 10 mM, NaCl 150 mM, EGTA 1 mM, CaCl; 1,5 mM, P20 al 0,005%, pH 7,4), se aplico
al chip IgG de conejo anti-sortilina 10 pg/ml (12) o tampdn de desarrollo solo. En t = 700 s, las unidades de
respuesta obtenidas en presencia de la IgG anti-sortilina se ajustaron de forma arbitraria a 100 y se aplic6 ApoB 50
nM a la celda de flujo preincubada con anticuerpo o solo con tampén. La asociacion de la union de Apo se midio
hasta 1200 segundos, después de lo cual el soluto se cambié a tampoén para permitir la disociacion. B) Datos
extraidos del panel A. La unién de la ApoB en t = 1200 segundos a la celda de flujo después de preincubacion con
tampon de desarrollo solo (= maxima unién de ApB) se ajustd a 100 unidades de respuesta relativas. Cuando se
preincubd con el anticuerpo anti-sortilina inhibidor, no se observé union de ApoB. C) Andlisis por resonancia de
plasmén de superficie de la union de ApoB (10, 20, 50 nM) a la sortilina inmovilizada. Se registraron las velocidades
de asociacion y disociacion, y el valor de Ky era 0,4 nM para la union a la sortilina en el experimento presentado.

Figura 6: Transcurso de tiempo para el aumento de los niveles de colesterol y perfil de FPLC en ratones que
expresan en exceso la sortilina. Datos normalizados al 100% el dia 0 (t=0). Hay un aumento del colesterol
plasmatico selectivamente en ratones que recibieron adenovirus con sortilina (marcador circular) y no en ratones que
recibieron adenovirus con LacZ (marcador cuadrado). A la derecha hay un FPLC del plasma. Los ratones se
sometieron a dieta de tipo occidental desde el dia -14 al dia 14 (28 dias).

Figura 7: Transferencia Western de apoproteinas en ratones que expresan la sortilina en exceso. Se tomaron
muestras de plasma 14 dias después de inyeccion de adenovirus con sortilina o con LacZ (inyeccién en la vena de
la cola), y posteriormente se llevé a cabo la inmunotransferencia de AopB y ApoE. Hay una concentracion mayor de
ApoB100 y, en menor medida, una concentracion mayor de ApoE en ratones que recibieron adenovirus con sortilina
comparado con el adenovirus con ApoE. Los ratones se sometieron a dieta de tipo occidental desde el dia -14 al dia
14 (28 dias).

Figura 8: Niveles de colesterol y triglicéridos en ratones con doble inactivacion génica de SorLA/ApoE. Se midieron
los lipidos (colesterol y triglicéridos en ratones genéticamente intactos (ApoExSorLa; +/+,+/+), ratones que carecian
de expresion de SorLA (ApoExSorlLa; +/+,-/-), ratones que desprovistos de apolipoproteina E (ApoExSorLa; -/-,+/+),
y ratones con doble inactivacion génica que carecian de expresién de ambas proteinas (ApoExSorLa; -/-,-/-). Los
ratones mancho se alimentaron con una dieta de tipo occidental rica en lipidos durante 4-6 semanas, se dejaron en
ayunas durante la noche y se analizaron el colesterol y los triglicéridos en las muestras de plasma. Los ratones con
inactivacion génica de SortLA presentan un aumento significativo del colesterol plasmatico comparado con las crias
de la misma camada de control (genéticamente intactos) (p<0,05). En los ratones deficientes en apoE, los niveles de
colesterol y triglicéridos disminuyeron en ausencia de SorLA (ApoExSorlLa; -/-, -/-) (p=0,001).
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Figura 9: Perfiles de apolipoproteina y lipoproteinas en ratones con doble inactivacion génica SorLA/ApoE. Panel A)
Los sueros de ratones transgénicos con los genotipos indicados, alimentados con una dieta de tipo occidental, se
aplicaron a SDS-PAGE reductora seguido de transferencia Western, usando anticuerpos contra ApoA1, ApoB y
ApoE. Panel B) Perfiles de lipoproteinas - colesterol. Perfiles de FPLC de lipoproteinas plasmaticas de ratén, de
ratones genéticamente intactos (ApoExSorlLa; +/+,+/+), ratones que carecian de expresion de SorLA (ApoExSorlLa;
+/+,-I-), ratones que desprovistos de apolipoproteina E (ApoExSorlLa; -/-,+/+), y ratones con doble inactivacion
génica que carecian de expresion de ambas proteinas (ApoExSorLa; -/-,-/-). Los ratones con los genotipos indicados
se alimentaron con una dieta de tipo occidental durante 4-6 semanas, y se recogieron las muestras de plasma de
cada animal y se sometieron a filtracion en gel en FPLC. Posteriormente se midio el contenido de colesterol en cada
fraccion. Se indican los tiempos de retencion de las diferentes particulas de lipoproteinas.

Figura 10: Competicién de péptidos con Tyr-lle-Leu (YIL) marcado en el extremo C con GST. Se midid la union a la
sSortilina inmovilizada por resonancia de plasmén de superficie. EI 100% corresponde a las unidades de respuesta
medida obtenidas para GST-YIL 100 nM en ausencia de péptido competidor. Los valores de CE50 son la
concentracion de péptido a la que la uniéon de GST-YIL se reduce a 50%. Se dan las secuencias para los péptidos y
para los péptidos que contienen aminoacidos no naturales, también se muestra la estructura.

Resumen de las secuencias
SEC ID NO. 1: Sortilina
SEC ID NO. 2: SorLA

SEC ID NO. 3: SorCS1

SEC ID NO. 4: SorCS2

SEC ID NO. 5: SorCS3

SEC ID NO. 7: pre-pro-BDNF

SEC ID NO.

3
4
5

SEC ID NO. 6: pre-pro-NGF
7
8: Neurotrofina-3
9

SEC ID NO. 9: Neurotrofina-4/5

SEC ID NO. 10: Neurotensina (1-13)

SEQ ID NO 11: PYIL (extremo C de neurotensina)

SEQ ID NO 12: NT69L

SEQ ID NO 13: Péptido asociado a receptor (RAP)

SEQ ID NO 14: Apolipoproteina E (ApoE)

SEQ ID NO 15: Lipoproteina lipasa (LpL)

Ejemplos

Ejemplo 1: Determinacion de la concentracion plasmatica de colesterol y lipoproteinas que contienen colesterol

Ratones de 8-12 semanas de edad se alimentaron durante 4-6 semanas con una dieta de tipo occidental, y después
se llevaron a cabo las mediciones y determinacion del colesterol y particulas de lipoproteinas. Se usaron las
siguientes cepas: ratones genéticamente intactos y ratones que carecian de expresion de sortilina (Jansen et al.,
Nat. Neurosci. (2007) 10:1449-), ratones deficientes en el receptor de LDL (LDLR) (Ishibashi et al. (1993) J. Clin.
Invest. 92:883-), ratones con inactivacion génica de SorLA (Andersen et al., PNAS (2005) 102:13461-) y ratones con
expresion alterada de la ApoE (Zhang et al., Science (1992) 258:468-). Los ratones se entrecruzaron para generar
una linea que carecia de expresion de sortilina y LDLR y una linea desprovista tanto de ApoE como de SorLA. Se
tomaron muestras de sangre por la mafiana después de 12 h de ayuno, por sangrado retroorbital de los animales
anestesiados con éter. La sangre se ftransfirio a tubos recubiertos de heparina sobre hielo. Después de
centrifugacion a 5400 rpm (3000 g) durante 15 min a 4°C, se determin6 el colesterol total usando un kit de
“Cholesterol CHOD-PAP" de Roche/Hitachi. Brevemente, el colesterol se midi® mezclando las muestras con
reactivos CHOD-PAP para el colesterol. Después de incubacién, se midié la densidad o6ptica (D.O.) a 492 nm. Se
hizo una curva de calibracion de una referencia de colesterol en el mismo experimento. La figura 3 representa
niveles menores de colesterol en ratones con inactivaciéon génica de sortilina, comparado con las crias de la misma
camada de control. Ademas, los ratones con doble inactivacion génica de sortilina/LDLR estan protegidos frente al
aumento de los niveles de colesterol observados en los ratones con inactivacion génica de LDLR. En cambio, los
ratones que carecian de SorLA tienen niveles mayores de colesterol plasmatico y la deficiencia tanto de SorLA como
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de ApoE produce niveles mayores de colesterol que la deficiencia de solo ApoE (figura 8).

Se llevaron a cabo mediciones de los perfiles de lipoproteinas por analisis de FPLC usando un aparato AKTA. Las
lipoproteinas se separaron en una columna SuperoseTM 6 PC3.2/30 con un AKTATMpurifier10 usando el método de
tiempo-Superose6 en el programa Unicorn 5.11 (GE Healthcare). Brevemente, se diluy6 el plasma a <5 mmol/l de
colesterol antes de inyeccion. Se inyectaron 50 ul de la muestra diluida en la columna. El analisis se llevo a cabo en
las muestras recién preparadas. Posteriormente se midio el colesterol en las fracciones (véase antes). La figura 5a
muestra dicho experimento. Es evidente que los ratones tipo sortilina-/- se caracterizan por niveles reducidos de LDL
comparado con los ratones de control. Igualmente los ratones que carecen tanto de sortilina como de LDLR tienen
menores concentraciones de LDL comparado con ratones que carecen solo de la expresion de LDLR. Hay que
destacar que los ratones con doble inactivacion génica de SorLA/ApoE se caracterizan por concentraciones de
VLDL notablemente superiores que las observadas para ratones que carecen solo de la expresion de ApoE-/- (fig.
9A y B). Los datos demuestran que la sortilina y SorLA son capaces de modificar los niveles de colesterol y las
concentraciones in vivo de LDL (para la sortilina) y de VLDL (para SorLA).

Ejemplo 2: Determinacion de la concentracion plasmatica de triglicéridos y lipoproteinas que contienen triglicéridos

Ratones de 8-12 semanas de edad se alimentaron durante 4-6 semanas con una dieta de tipo occidental, y se
usaron las mediciones de colesterol y determinacion de particulas de lipoproteinas. Se usaron las siguientes cepas:
ratones genéticamente intactos, ratones que carecian de expresion de sortilina (Jansen et al., (2007) Nat. Neurosci.
10:1449-,), ratones deficientes en el receptor de LDL (LDLR) (Ishibashi et al. (1993) J. Clin. Invest. 92 :883-), ratones
con inactivacion génica de SorLA (Andersen et al., PNAS (2005) 102:13461-) y ratones con expresion alterada de la
ApoE (Zhang et al., Science (1992) 258:468-). Los ratones se entrecruzaron para generar una linea que carecia de
expresion de sortilina y LDLR y una linea desprovista tanto de ApoE como de SorLA. Se tomaron muestras de
sangre por la mafana después de 12 h de ayuno, por sangrado retroorbital de los animales anestesiados con éter.
La sangre se transfiri a tubos recubiertos de heparina sobre hielo. Después de centrifugacion a 5400 rpm (3000 g)
durante 15 min a 4°C, se determinaron los triglicéridos usando un kit disponible en el comercio “Triglycerides GPO-
PAP" (Roche/Hitachi). Los triglicéridos totales se determinaron mezclando las muestras con reactivos GPO-PAP
para triglicéridos de Roche/Hitachi. Después de incubacioén, se midi6 la D.O. a 492 nm.

Se hizo una curva de calibracion de una referencia de glicerol en el mismo experimento. La figura 4 muestra niveles
de ftriglicéridos ligeramente aumentados en ratones LDLR-/- cuando se compararon con las crias de la misma
camada de control. Igualmente, los ratones desprovistos tanto de ApoE como de SorLA se caracterizan por niveles
mayores de triglicéridos que los animales que carecen solo de ApoE, en cambio los ratones que carecen de SorlLa
tienen mayores niveles de colesterol plasmatico y la deficiencia tanto de SorLA como de ApoE produce mayores
niveles de colesterol que la deficiencia de ApoE solo (figura 8). Se llevaron a cabo mediciones de las lipoproteinas
con triglicéridos usando FPLC en un aparato AKTA. Las lipoproteinas se separaron en una columna SuperoseTM 6
PC3.2/30 con un AKTA purifier10 usando el método de tiempo-Superose6 en el programa Unicorn 5.11 (GE
Healthcare). Brevemente, se diluyd el plasma a <5 mmol/l de colesterol antes de inyeccion. Se inyectaron 50 pl de la
muestra diluida en la columna. El anadlisis se llevé a cabo en las muestras recién preparadas. Posteriormente se
midieron los triglicéridos en las fracciones (véase antes). La figura 5a muestra dicho experimento.

Ejemplo 3: Evaluacion del efecto del exceso de expresion de sortilina usando vectores adenoviricos

Ratones de 8 semanas de edad se alimentaron durante 4 semanas (de dia -14 a dia 14) con una dieta de tipo
occidental, después de los cual se hicieron las mediciones y determinacion del colesterol (y triglicéridos y ALAT) y
particulas de lipoproteinas (dia 0, 7 y 14). Se usaron ratones genéticamente intactos. Se tomaron muestras de
sangre por la mafana después de 12 h de ayuno, por sangrado retroorbital de los animales anestesiados con éter.
La sangre se transfirio a tubos recubiertos de heparina sobre hielo. Después de centrifugacion a 5400 rpm (3000 g)
durante 15 min a 4°C, se determiné el colesterol total usando un kit de “Cholesterol CHOD-PAP" de Roche/Hitachi.
El dia 0, se inyecto6 a los ratones en la vena de la cola un vector adenovirico con sortilina o LacZ. Las mediciones del
colesterol se hicieron el dia 7 y 14, para evaluar el efecto de la proteina. En la figura 6 se ilustra el efecto. Los
ratones con exceso de expresion de sortilina presentan un aumento notable del colesterol comparado con el dia 0.
Este aumento no se vio en ratones que recibieron LacZ. Se aplico la transferencia Western a los higados para
verificar la cantidad aumentada de sortilina, y se llevo a cabo la tincién para LacZ para comprobar los ratones que
recibieron el vector virico con LacZ. Una transferencia Western de las apoproteinas B y E (figura 7) muestra un
notable aumento de ApoB100 en ratones que recibieron el adenovirus con sortilina.

Ejemplo 4: Método de cribado in vitro para identificar antagonistas y ligandos del receptor con dominio Vps10p

La determinacion de la union directa del ligando a proteina inmovilizada se puede llevar a cabo por analisis de
resonancia de plasmon de superficie (Biacore, Suecia) usando CaHBS como tampoén de desarrollo convencional
(HEPES 10 mM, pH 7,4, NaCl 140 mM, CaCl, 2 mM, EGTA 1 mM, y Tween-20 al 0,005%). Un chip biosensor de
Biacore (CMS, n° de cat. BR-1000-14) se activa usando el método de NHS/EDC tal como lo describe el proveedor,
seguido de revestimiento con un receptor que pertenece a la familia de receptores con dominio Vps10p. Se pueden
aplicar varias metodologias diferentes: Los antagonistas del receptor candidatos se pueden identificar comparando
la sefial de union (unidades de respuesta) a un chip inmovilizado con uno de los receptores y comparando esta
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sefial con una celda de flujo vacia. En otra metodologia, la inhibicion de un ligando establecido se puede seguir en
ausencia o presencia de inhibidores putativos. La diferencia en la sefal representa el potencial inhibidor del
antagonista. Los datos recogidos se analizaron mediante el ajuste de sensogramas para las estimaciones de
afinidad y potencial inhibidor utilizando el programa Biaevaluation version 3.1.

Se evaluaron las propiedades de unién de ApoB a la sortilina (figura 5b). A) Después de calibraciéon de los valores
iniciales en tampoén de desarrollo (Hepes 10 mM, NaCl 150 mM, EGTA 1 mM, CaCl21,5 mM, P20 al 0,005%, pH 7,4),
se aplico al chip IgG de conejo anti-sortilina 10 pg/ml (Nykjaer et al., Nature (2004) 427:843-848) o tampodn de
desarrollo solo. En t = 700 s, las unidades de respuesta obtenidas en presencia de la IgG anti-sortilina se ajustaron
de forma arbitraria a 100 y se aplicé ApoB 50 nM a la celda de flujo preincubada con anticuerpo o solo con tampén.
La asociacion de la union de ApoB se midié hasta 1200 segundos, después de lo cual el soluto se cambid a tampon
para permitir la disociacion. B) Datos extraidos del panel A. La unién de la ApoB en t = 1200 segundos a la celda de
flujo después de preincubacion con tampén de desarrollo solo (= maxima unién de ApoB) se ajusté a 100 unidades
de respuesta relativas. Cuando se preincubé con el anticuerpo anti-sortilina inhibidor, no se observé uniéon de ApoB.
C) Analisis por resonancia de plasmoén de superficie de la unién de ApoB (10, 20, 50 nM) a la sortilina inmovilizada.
Se registraron las velocidades de asociacion y disociacion, y el valor de Ky era 0,4 nM para la unién a la sortilina en
el experimento presentado. Por lo tanto, la ApoB se puede unir a la sortilina con alta afinidad, y esta union se puede
inhibir con anticuerpos o neurotensina (NT).

El ensayo de resonancia de plasmoén de superficie puede ser faciimente transformado en otros ensayos en los que el
receptor con dominio Vps10p, el ligando o el inhibidor putativo se inmoviliza sobre una fase sélida. Por ejemplo, los
receptores se pueden inmovilizar, por ejemplo en pocillos de microvaloraciéon Maxisorp de Nunc (n° de cat. 439454)
mediante incubacién durante 16 horas a 4°C en NaHCO3 50 mM, pH 9,6. Después del bloqueo usando albumina de
suero bovino al 5% (Sigma, n° de cat. A9647) durante 2 horas a temperatura ambiente, los pocillos se lavan tres
veces con tampén MB (HEPES 10 mM, pH 7,4, NaCl 140 mM, CaCl, 2 mM, y MgCl, 1 mM) antes de la incubacion
con un ligando marcado (por ejemplo, yodado) en ausencia o presencia de varias concentraciones de un inhibidor
candidato. Después de la incubacion (por ejemplo, durante la noche a 4°C) y lavado con tampon MB, la radiactividad
unida es liberada afadiendo SDS al 10%. Se determina la unién no especifica de trazador a pocillos recubiertos so6lo
con albumina de suero bovino y se resta de los valores determinados en los experimentos de unién. El punto de
medicion de la unidn se puede ajustar a ecuaciones de unién usando el software Prism de GraphPad, versién 4. Del
mismo modo, el antagonista se puede marcar y medir directamente la unién al receptor inmovilizado. En otra
configuracion mas, el receptor, ligando o antagonista se pueden inmovilizar sobre perlas de centelleo y medir la
union en un ensayo de centelleo por proximidad en el que la molécula de union al receptor se ha marcado usando
radiactividad.

Ejemplo 5: Un método de cribado basado en células para identificar antagonistas de receptores con dominio Vps10p

La determinacion de la unién, internalizacion o sefalizacién por miembros de la familia de receptores con dominio
Vps10p, se puede llevar a cabo en sistemas celulares. Células que expresan uno de los receptores, sea de forma
enddgena o después, p. €j., de transfeccion con un plasmido que contiene el ADNc del receptor, se incuban con un
ligando radiomarcado, en ausencia y presencia respectivamente, de un compuesto inhibidor/antagonista candidato.
Después de incubacion, las células se lavan para separar la union no especifica y posteriormente se recogen. El
grado de unién del inhibidor/antagonista candidato al receptor se determina usando un ensayo de radioligando
convencional conocido para los expertos en la técnica. Véase, por ejemplo, Bylund y Toews (1993) Am. J. Physiol.
265 (5 Pt1):L421-9 titulado "Radioligand binding methods: practical guide and tips". Igualmente, la
endocitosis/internalizacion se pueden determinar como describen Nykjaer et al. (1992) FEBS 300:13- y Nielsen et al.
(2001) EMBO J., 20:2180-.

Ejemplo 6: Un método de cribado in vivo para identificar antagonistas de receptores con dominio Vps10p

La identificacion de antagonistas candidatos capaces de inhibir la unién y/o internalizaciéon y/o sefializacion de un
receptor con dominio Vps10p, se lleva a cabo en ratones genéticamente intactos u otros animales adecuados para
este fin. Los animales se alimentan con una dieta de tipo occidental rica en lipidos durante un periodo de 4-6
semanas, durante cuyo periodo se administran a dicho animal antagonistas candidatos potencialmente capaces de
inhibir la unién a, internalizacion por, y sefializacion a través de un receptor con dominio Vps10p (seleccionado del
grupo que consiste en las SEQ ID NO. 1 a 5). Los animales de control se alimentan con una comida normal de una
dieta de tipo occidental rica en lipidos durante un periodo de 4-6 semanas en ausencia de compuestos antagonistas
candidatos. Al final del periodo, los animales se dejan en ayunas una noche y se toman muestras de plasma y se
analiza el nivel de colesterol en los dos grupos de animales. La diferencia entre el grupo al que se ha administrado el
antagonista candidato y el grupo de control indican el grado de inhibicion.

Ejemplo 7: Un método de cribado in vivo para identificar antagonistas de receptores con dominio Vps10p

La identificacion de antagonistas candidatos capaces de inhibir la unién y/o internalizacién y/o sefializacion de un
receptor con dominio Vps10p, se lleva a cabo en ratones genéticamente intactos u otros animales adecuados para
este fin. Los animales se alimentan con una dieta de tipo occidental rica en lipidos durante un periodo de 4-6
semanas, durante cuyo periodo se administran a dicho animal antagonistas candidatos radiomarcados
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potencialmente capaces de inhibir la union a, internalizacion por, y sefializacion a través de un receptor con dominio
Vps10p. Los animales de control se alimentan con una dieta de tipo occidental rica en lipidos durante un periodo de
4-6 semanas en ausencia de dichos compuestos antagonistas candidatos radiomarcados. Al final del periodo, los
animales se dejan en ayunas una noche y se sacrifican, después de lo cual se diseccionan tejidos representativos y
se determina la cantidad de ligando radiomarcado unido y/o acumulado usando un ensayo de centelleo
convencional.

Ejemplo 8: Una evaluacion in vivo de la potencia del antagonista del receptor con dominio Vps10p

Un paciente hipercolesterolémico se trata con un tratamiento convencional (p. €j., una estatina) o régimen dietético,
de modo que se determina el nivel de colesterol en el suero. Posteriormente, el paciente sustituye su tratamiento con
estatina durante 1 mes por el antagonista del receptor con dominio Vps10p durante hasta 4-6 semanas con una
preparacion de acuerdo con la presente invencion, de modo que se determina de nuevo el nivel de colesterol y se
compara con el nivel obtenido con o sin el tratamiento convencional (p. €j., una estatina) o régimen dietético.

Ejemplo 9: Método de tratamiento

Se diagnostica a un hombre de 55 afios de edad una hiperlipidemia grave. El médico a cargo decide que el paciente
recibira antagonistas del receptor con dominio Vps10p para reducir los niveles de lipidos plasmaticos anémalos. Se
administra una inyeccion de bolo subcutaneo o intravenosa de un compuesto de esta invencion. La dosis esta en el
intervalo de 0,5 mg/kg a 50 mg/kg. En el hospital se controlan continuamente los niveles plasmaticos de lipidos asi
como el estado general del paciente, hasta que se obtiene un nivel plasmatico de lipidos estable normal. Se
prescribe al paciente inyeccion o un equivalente disponible por via oral del compuesto de la invencion inyectado en
el hospital. La dosis oral esta en el intervalo de 0,5 mg/kg a 50 mg/kg de peso corporal.

Ejemplo 10: Método de tratamiento

Se diagnostica a un hombre de 55 afios de edad hipercolesterolemia durante un periodo mas largo. La intervencion
convencional no ha reducido suficientemente el colesterol plasmatico. Una medicién de la sortilina en el higado
muestra niveles altos. Se decide en el departamento reducir la concentracion de sortilina en el higado usando un
ARNip dirigido al higado. En el hospital, se controlan continuamente los niveles de lipidos plasmaticos asi como el
estado general del paciente hasta que se obtiene un nivel plasmatico de lipidos estable normal. Se prescribe al
paciente inyeccion o un equivalente disponible por via oral del compuesto de la invencion inyectado en el hospital.
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Gln

Tyr

630

Gly

Asn

Thr

Leu

Tyr

710

Arg

Glu

Asn

Leu

Ala

790

Asp

Gly

Ala

val
Ile
val
615
LyS
His
Gly
Arg
ser
695
ser
Gly
Ala
Glu
Ala
775
val
Leu

Gln

Phe

Tyr

Phe

600

AsSn

Leu

Lys

Glu

Glu

680

Leu

Pro

Tyr

Arg

Phe

760

ser

Ala

Ala

Glu

Glu
840
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Gly

Gly

Ala

Trp

Thr

Asp

665

Asp

Glu

Pro

Arg

Leu

Leu

Ser

Thr

ser

val

650

Phe

Tyr

val

val

745 -

Ile

Gly

Leu

Leu

val

825

Pro

Leu

Ala

ASD

ASp

810

Ile

Leu

r
Leu

ASnH

"ASp

Pro
635

Phe

Asp

Glu

Cys
Pro
715
Ile
Gly
TYr

Thr

phe
795

val

Ila

ser

Thr

LysS

Ala

620

Ser

Lys

Arg

Cys

val

700

Cys

Ser

Glu

Ala

Glu

780

ASp

Ile

AsnN

Gln

43

Glu

Glu

€05

Leu

Asp

Arg

Pro

Asp

685

Pro

Pro

Gly

Leu

val

765

Gln

Tyr

Gln

Ser

Ley
845

Pro

590

ASNn

Gly

Glu

Arg

val

670

Phe

Asp

val

Asp

val

750

Arg

Leu

Glu

Arg

Gly

Leu

Gly
val
val
Ar'g
Thr
655
val
Gly
Pro
Gly
Thr
735
Pro
LyS
Pro
His
Lau
815

Leu

Tyr

Glu
His
Pro
Gly
Fro
val
Phe
Glu
ser
720
Cys
cys
ser
Leu
Asn
800
Cys
Glu

Trp
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val Asp Ala Gly Phe Lys Lys Ile Glu val Ala Asp Pro Asp Gly Asp
850 855 860 .

Phe Arg eu Thr Ile val Asn Ser Ser val Leu Asp Arg Pro Arg Ala
865 870 875 880

Leu val Leu val Pro GIn Glu Gly val Met Phe Trp Thr Asp Trp Gly
885 890 895

Asp Leu Lys Pro Gly Lle Tyr Arg Ser Asn Met Asp Gly Ser ala Ala
: 900 905 910

Tyr His Leu val Ser Glu Asp val Lys Trp Pro Asn Gly Ile Ser val
915 920 925

Asp Asp GIn Trp Ile Tyr Trp Thr asp Ala Tyr Leu Glu Cys Ile Glu
930 935 940

Arg Ile Thr phe Ser Gly GIn GIn Arg Ser val Ile Leu Asp Ash Leu
945 950 955 960

Pro His Pro Tyr Ala Ile Ala val Phe Lys Asn Glu Ile Tyr Trp Asp
965 970 975

Asp Trp Ser Gln Leu Ser Ile Phe Arg'A1a ser Lys Tyr Ser Gly Ser
- 980 98 990

GIn Met Glu Ile Leu Ata Asn GIn Leu Thr Gly Leu Met ASp Met Lys
995 1000 1005

Ile phe Tyr Lys Gly Lys Asn Thr Gly Ser Asn Ala <Cys val Pro
1010 . 1015 1020

Arg Pro Cys Ser Leu Leu Cys Leu Pro Lys Ala Asn Asn Ser Arg
1025 : 1030 1035

Ser Cys Arg Cys Pro Glu Asp val Ser Ser Ser val Leu Pro Ser
1040 1045 1050

Gly Asp Leu Met Cys Asp Cys Pro GIn Gly Tyr Glh Leu Lys Asn
1055 1060 1065 ‘

Asn Thr Cys val Lys Glu Glu Asn Thr Cys Leu Arg Asn Gln Tyr
1070 . 1075 1080

Arg Cys 5Ser Asn Gly Asn Cys Ile Asn Ser Ile Trp Trp Cys Asp
1085 1090 1095

Phe Asp Asn Asp Cys Gly Asp Met Ser ASp Glu Arg Asn Cys Pro
1100 1105 1110

44



Thr

Gly

Cys

Arg

ser

Glu

Phe

Asp

Asn

Cys

AsSp

met

Met

Asp

val

Ser

Ser

Ser

Thr
1115

Thr
1130

Gly
1145

ser
1160

Trp
1175

Ala
1190

Gln
1205

Cys
1235

Ile
1250

Gly
1265

Asp
1280

val
1295

Ala
1310

Cys
1325

Leuy
1340

ASp
1355

Arg

Ile

Cys

ASp

AsSp

val

Asn

Cys

Asp

Glu

Pro

ser

Phe

cys

Ala

ASD

Ile

Glu

Tyr

Cys

Ile

Asn

Glu

Cys

Cys

Arg

Thr

Lys

ser

Asp

val

Asp

Phe

Glu’

Trp

Ala

rhe

Asp

Pro

ser

Tyr

ASp

Thr

Asn

ASpP

Lys

Ser

Glu

Cys

Gly

Ala

Phe

Lys

AsSn

Gln

Leu

Leu

Asp

ASN

Gly

Ala

Gly

Cys

Cys

Lys

Gln

Lys

Ile

Gly

Gly

cys

cys

Phe

ASp
1120

ser
1135

Glu
1150

Cys
1165

ASp
1180

Ile
1195

His
1210

Gln
1225

Asn
1240

His
1255

His
1270

Asn
1285

Ile
1300

Cys
1315

Phe
1330

Asp
1345

Glu
1360

Arg

Thr

Tyr

ser

ser

Asn

TYr

Cys

ASp

Gly

cys

Cys

Arg

Gln

Ser

Gln

Gly

ASn

Cys
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Gln

Lys

His

Ser

AsSp

His

Ile

Gly

Phe

Asp

Glu

GlIn

Cys

Gln

cys

Met

Pro

Glu

Phe

Cys

Cys

Gly

cys

Thr

Pro

Ser

Arg

Gly

Pro

Gln

Arg

Asp

Gln

ASp

Thr

Asn

Arg

Asp

Glu

Met

Arg

Cys

Gln

ASH

Cys

Leu

Leu

Cys

ASp

Pro

AsSn

ASp

Glu

Gly

Cys
1125

Leu
1140

Met
1155

Cys
1170

ASp
1185

Glu
1200

Arg
1215

Glu
1230

Pro
1245

Ar
1260

Cys
1275

Leu
1290

Gly
1305

Glu
1320

Gl
1335

%30

Ala
1365

His

45

Gln
Glu
His
Ile
Tfp
Ala
Trp
Asp
ASD
ASp
Thr
Phe
ser
Phe
val

Gly
Pro

Cys

Glu

AsSp

Gln

Arg

Ser

ser

Ala

Pro

Gly

Cys

His

His

ASp

His

cys

Asp,

Asn

Ile

ser

Asp

Cys

Ser

Asp

ASn

Cys

val
Thr
ser
phe
Ser
Glu
Lys
De
TYr
Cys

Pro



Asn

Asp

Pro

Gly

cys

val

Phe

Lys

Ala

Phe

Cys

Cys

Thr

LyS

val

Lys

Glin

1370

Ar
1385

Glu
1400

Thr
1430

Ala
1445

Thr
1460

Glu
1475

Arg
1430

ASN
1505

GIn
1520

Asp
1535

sér
1550

Ala
1565

LyS
1580

val
1595

Thr
1610

val
1625

Trp

Lys

Pro

cys

Asp

Ala

Phe

Cys

Ccys

cys

Gly

ASp

Asp

Met

Gly

AsSn

Lys

Lys
Asp
ser
val
Gly
A1é
Glu
Asp
Pro
Glu
Phe
Glu
Phe
Pro
Glu
Thr

val

Cys

Cys

Thr

Met

Ser

Ser

Cys

Gly

Thr

Asp

Leu

Leu

ser

ser

Ser

val

Gln

Asp

Gly

Cys

Asp

Asp

Thr

His

His

His

Gly

Asp

Thr

Gly

‘Ala

Ile

Leu

val

1375
Ar
1390
ASD

1405

Leu
1420

Thr
1435

Glu
1450

Pro
1465

GIn
1480

Gln
1495

ser
1510

Glu
1525

Cys
1540

val
1555

Ser
1585

Trp
1600

Lys
1615

GlIn
1630

Glu

ser

Pro

Trp

Glu

Thr

Pro

Asp

Thr

Ala

ser

Tyr

vai

Cys

Lys

val

Cys
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Asn

His

ASn

val

Ala

Gin

Lys

Cys

Leu

Cys

Asp

Lys

Thr

val

Thr

Leu

Leu

Asp

Ile

Tyr

Cys

Cys

Leu

Thr

Gln

Thr

Ile

Glu

val

Leu

Tyr

Leu

Lys

Ser

cys
]_eu
Tyr
Asp
Pro
Gly
Cys
ASp
Ccys
val
Sar
Gln
Thr
Asn
Glu
Pro

Lys

Pro
1410

Ar
1425
Gly

1449

Leu
1455

Ar
1470
Ile

1485

Gly
1500

Met
1515

Leu
1530

Asp
1545

Asn
1560

Trp
1575

val
1590

Thr
1605

Asp
1620

Ala
1635

46

ASp

Phe

Cys

Tyr

Leu

Cys

Pro

Arg

Ser

ser

Glu

Leu

Met

Tyr

His

Thr

His

Trp

Ser

Ser

Arg

Ala

Asp

Asn

Asp

Arg

Glu

Lys

Gln

Arg

Tyr

ser

Thr

Asn

ser
Thr
ser
Asp
Asn
Arg
Trp
Glu
Glu
Arg
Ala
Trp
Pro
Arg
Asn
Tyr

Thr



Asn

Pro

Ile

Arg

Ala

Leu

Arg

Lys

Gly

Lys

His

Ser

Ser

Glu

Lys

Gly

Leu

Asp
1640

Arg
1655

val
1670

Glu
1685

ser
1700

val
1715

Glu
1760

val
1775

Lys
1790

His
1805

Ala
1820

His
1835

Ala
1850

Pro
18635

Asp
1880

Phe

AsSn

Gly

Tyr

Gln

Asn

Ile

Lys

AsSD

Asn

Gln

Lys

Trp

val

Lys

Arg

Leu

val

Leu

His

Ile

Arg

Thr

Gly

val

TYyr

Gly

Glu

val

Ala

Met

Ala

Asnh

Thr

Gln

Trp

val

Ala

Leu

Asn

Ile

Leu

Tyr

Arg

Gly

Lys

Thr

Ile

val

Arg

Leu

Leu

Ala

Glu

Ala

Tyr

Trp

Pro

Ser

val

Arg

AsSn

Thr

ser
1660

Pro
1675

TYr
1690

Ser
1705

Thr
1720

Ser
1735

Pro
1750

Phe
1765

val
1780

Thr
1795

Leu

1810

ASp

1825

Arg

ASnH

val

Asn

Gly
1840

Gln
1855

TYr
1870

Pro
1885

Thr

Leu

Pro

Ser

Asn

val

Asp

Pro

Thr

AsSn

Leu

Thr

Leu

val

Thr

Gly

Lys
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Pro

Pro

Ile

Arg

Phe

Arg

ser

Asp

Leu

Leu

AsSn

Ala

Gly

Arg

Ala

Ile

ser

Gclu

Arg

His

ser

Thr

val

LysS

Ile

Thr

Phe

Phe

His

ASp

Pro

val

Phe

Leu

Gly

Glu

Thr

Gly

Glu

Ala

ser

His

Met

Trp

Arg

Thr

Ser

Pro

Glu

Tyr

Thr

‘Leu
1650

Ala
1665

His
1680

Ser
1695

1le
1710

Ala
1725

Ile
1740

Ile
1755

Glu
1770

ala’
1785

Gly
1800

Ser
1815

Pro
1830

Ala
1845

Cys
1§60

Ala
1875

Thr
1890

47

Pro Asp Ala

Glu
Gly
Lys
Lys
val
Thr
Asp
Ser
Phe
Ser
Tyr
Leu
Pro
Thr
Thr

Ser

Gly

Leu

Met

Asn

Thr

Thr

Ser

Asp

Asp

Ile

Glu

Ala

Ser

Trp

ser

Leu

val

Ile

Trp

Leu

Ser

Ile

Tyr

ITe

Thr

Leu

Ile

Phe

Leu

Thr

Phe

His



Asn

val

val

His

ser

val

sSer

Gly

Asp

Ala

Lys

Tyr

Leu

Met

Gly

Leu

Thr

Lys
1895

Arg
1910

val
1925

val
1940

Pro
1955

LYS
1970

Ar
1985

ser
2015

Leu
2030

ser
2045

Glu
2060

Thr

val

Lys

val

TYrPR

Asp

Asn

Lys

ser

Lys

Leu

Ile

Asn

His

Gln

ser

val

val
val
Met
His
AsSp
Leu
ser
TYP
Ile
Ile
Ala
His
Thr
Asn
Ile
GTy

Ala

Ile
val
Ile
Thr
Ser
Ile
Thr
His
Lys
Ile
Leu
Met
The
Tyr
Cys
A1a

Ala

val

Pro

Pro

Gly

Pro

Arg

val

Ile

Ite

Thr

Lys

Phe

AsSp

Thr

Gly

Asp

val

ser
1900

Tyr
1915

ASp
1930

Lys
1945

ASp
1960

Glu
1990

ile
2005

Thr
2020

Glu
2035

Glu
2050

ASp
2065

ASN
2080

Phe
2095

Glu
2110

Ala
2125

val
2140

Lys

Gln

ser

Thr

Gln

Thr

Tyr

val

Thr

AsSn

Lys

ser

Phe

Thr

Pro

ser

val
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ASp
Gly
Arg
Ser
Asp
Asp
Thr
Gln
val
ASp
His
Ala
phe
val
Ala
Ala

Pro

Gly

Pro

Leu

val

Leu

Arg

Leu

Leu

ser

His

Phe

Met

LyS

GIn

Ile

Thr

ITe

Gin Tyr
1905

Ser Ser
1920

Pro Pro
1935

val 1le
1950

Leu Tyr

Ser Tyr
1980

AsSn Lys
1995

Gly Asn
2010

Ley Ser
2025

val Leu
2040

Asn Glu
2055

Asn 1le
2070

Ile ser
2085

Ala Ar
2100

Leu Leu
2115

G1n Ala
2130

Leu Phe
2145

48

Leu

Asp

Arg

Lys

Ala

Lys

Leu

Met

Ala

Leu

ser.

Thr

Asn

cys

Tyt

Ala

Leu

Phe

Tyr

His

Trp

Ile

val

Glu

ser

Pro

Phe

Arg

Ala

Leu

Leu

Asp

Arg

Ile

Leu
val
Leu
Glu
Ala
LysS
Pro
Lys
ASp
Trp
Gly
Tyr
LyS
Phe
Glu
ser

Leu



10

Leu Ser
2150

Arg Leu
2165
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Leu Gly val Gly Phe Ala Ile Leu Tyr Thr Lys His Arg
2155 . 2160

Gln ser Ser Phe Thr Ala Phe Ala Asn Ser His Tyr Ser
2170 2175

Ser Arg Leu Gly Ser Ala Ile Phe Ser Ser Gly Asp Asp Leu Gly
2180 2190

Glu Asp Asp Glu Asp Ala
2195

2185

val Pro Met val Ile Ala
2210

<210> 3
<211> 1168
<212> PRT
<213> Homo Sapiens

<400> 3
Tet Gly Lys val §1y Ala Gly Gly Gly ser Gln Ala Arg

Leu

Gly

Ser

Ala

65

Ala

Ala

Ala

arg

Leu

Gly

Ala

50

Pro

Pro

Ser

Asp

Gly

Asp

ser

10

Ala géy Ala Gly Leu Leu %}e Leu Cys Ala Pro

Gly ser Cys Cys Pro Ser Pro His Pro Ser Ser
35 40 45

Ser Thr Pro Arg g}y Phe Sser His GIn gAy Arg

Ala Thr Pro %gu Pro Leu val val ;;gg Pro Leu

Gly Asp Arg Ala Leu Ser Leu SAu Arg Ala Arg
85

mMet Ala val Ala Ala Arg Ser Gly Arg Arg Arg
100 105

GIn Glu Lys Ala Glu Arg Gly Glu Gly Ala ser
115 12 125

val Leu arg Asp Gly Gly GIn GIn Glu Pro Gly
135 140

Pro Asp Lys Ala Thr Arg Phe Arg Met Glu Glu
150 155

Thr Thr phe Ala Leu Thr Gly Asp Ser Ala His
165 170

49

Leu

Gly

30

Ala

Pro

Phe

Gly

Ar

11

Arg

Thr

Leu

Asn

Ser

15

val

Pro

Gly

Ser

Thr

95

ser

Ser

Arg

Arg

Gln
175

Pro Met Ile Thr Gly Phe Ser Asp Asp
2200 2205

Ala

Cys

Arg

Arg

val

80

Gly

Gly

Pro

Glu

Leu

160

Ala



Met

Lys

Arg

Arg

Ile

Tyr

Ala

305

ser

Arg

Cys

ASp

ser

ASn

val
Leu
Ser
210
Leu
LyS
Sar
Ile
TYyr
290
Trp
val
Thr
Thr
Ser
370
Gly
Met

Thr

ASp

His
TYr
195
Thr
Lys
Ile
Ser
Gln
ser
Gln
Met
val
6lu
Leu
Arg
Lys

Asp

Thr

180

Asp
Asp
Thr
Met
Asp
?.60
Ser
Gln
Leu
Gly
340
Ala
Ile
Pro
Leu
Glu

420

Tyr

ser

Tyr

Tyr

Ile

Leu

245

Glu

Leu

ASp

Ile

ser

325

Gly

ASN

val

His

Pro

405

Asn

AsSn

Gly

Asn

Gly

Leu

230

Leu

Gly

Leu

Gln

His

Arg

Gln

Tyr

390

Lys

GIn

Leu

His

Leu

Thr

215

Gly

Thr

Ala

Phe

Lys

Glu

Lys

Ser

ASn

Asp

375

TYyr

Tyr

val

Tyr

Asn

Gly

Thr

Tyr

Asp

Thr

His

280

Leu

Gly

Glu

His

Gin

360

His

val

Ala

Phe

Ile
440
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Ser
185
ser
Tyr
Leu
Pro
Tyr
265
Pro
Tyr
val
Pro
Tyr
345
Pro
TYr
ser
Leu
Ala

ser

ser

Ile

Glu

Tyr

Glu

Gln

Lys

Ser

val

AsSp

330

Leu
Phle
val
Tyr
ore

Ala

Asp

val

Thr

Lys

val

235

Ile

Lys

Gln

Ser

Pro

315

Leu

Thr

Pro

Phe

Ar

39

Lys

val

Thr

Ile

Glu

Leu,

220

Cys

Glu

Tyr

Glu

Leu

Ser

205

Asn

Pro

ser

Arg

Asp

. 285

Ala

300

Asn

val

Cys

Gly

val

380

Arg

Asp

GTn

Arqg

50

Glu
Arg
His
Arg
Tyr
365
Gl n
Asn

Met

Glu

S

Ile

190

ser

Asp

Thr

ser

Leu

270

Trp

‘ Phe

Phe

Leu

Met

350

Ile

Leu

Ala

His

Trp

430

val

Leu

Leu

Lys

Asn

Leu

255

AsSn

Ile

Gly

TYr

Glu

335

Gln

AsSp

Thr

Phe

val

415

ASD

Tyt

Thr

Trp

val

Phe
Leu
Arg
Trp
Ala
Asn
Pro
ser
Ala
400
Ile

Gln

Phe



Thr
Ile
465
Ala
LyS
Gly
Leu
545
Leu
Thr
GIn
His
Phe
625
Glu
Glu
Cys

Ala

703

Leu

450

Met

AsSn

Gly

Asp

LYS

Thr

ser

Trp,

Gly

Ley

610

Thr

Glu

Trp

Ala

Cys

690

Lys

Ala

Ile

Lys

Arg

Pro

515

val

Ala

ASp

Arg

Gly

Trp

Ser

Thr

GIn

Glu

673

Ile

Cys

Leu

AsSp

Lys

Glu

Leu

Ile

485

500

val

Ser

Pro

Thr

Gln

580

val

Leu

Ile

Leu

Leu

660

Glu

Met

Met

Trp
His
Glu
Ser
ASp
565
Ile
Leu
ser
Pro
Ile
645
val
Asp

Gly

Gln

Asn
Tyr
470
Asp
Arg
Cys
Asn
Ile
Ile
Phe
val
Phe
Leu
630
Met
Lys
Tyr

Ala

Gly

val

455

Glu

Tyr

Leu

Leu

Pro

535

ile

ser

Glu

Ala

Asp

GIn

val

GIn

Leu

Leu

520

Tyr

val

Met

Glu

Met

600

Glu

615

Phe

Thr

val

Arg

Lys

695

Lys

val

val

Asp

Pro

680

Arg

Tyr
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Ser

Ala

val

Gln

505

Pro

Thr

Ala

Phe

Glu

Lys

Gly

AsSp

Phe

TYr

665

Trp

Ile

Ala

ser

Gly

TYr

ser

ser

val

570

His

His

Arg

Gly

Gly

Lys

Gln

Tyr

Arg

Ile

475

Thr

Pro

Cys

Gly

Gly

ser

Ser

Thr

Ser

val

635

His

Ser

Leu

Lys

Gly Ala

715

G]g Pro Glu
46

Lys

Phe

Asp

ser

Ile

540

ASN

ser

val

Ser

Trp

620

Leu

Phe

Ile

His

LysS

Met

51

Gly

Ile

Thr

Leu

525

Ile

Ile

Asp

Leu

Leu

605

Ser

Gly

ser

Phe

ser

685

Arg

Glu

Met

Thr

ASp

510

His

Ala

Gly

Ala

530

Pro

Lys

Glu

His

ASp

670

Gln

Lys

Ser

Gly

Phe

Tyr

Leu

Leu

sSer

Ser

Gly

Leu

Ile

Tyr

Pro

Arg

Arg

Gly

ser

Glu

AsSN

Leu

480

Asn

Arg

His

LYS

Glu

560

Asn

ASp

Arg

ser

Gly

ser

Arg

Glu

Glu

Pro
720
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Cys val Cys Thr Glu Ala Asp Phe Asp Cys Asp Tyr Gly Tyr Glu Arg
725 730 . _ 735

His ser Asn Gly Gln Cys Leu Pro Ala phe Trp Phe Asn Pro Ser Ser
740 745 750

Leu Ser Lys Asp Cys Ser Leu Gly Gln Ser Tyr Leu Asn Ser Thr Gly
755 760 765

Tyr Arg Lys val val Ser Asn Asn Cys Thr Asp Gly val Arg Glu Gln
77 775 780

Tyr Thr Ala Lys Pro G1n Lys Cys Pro Gly Lys Ala Pro Arg Gly Leu
785 790 795 800

Arg Ile val Thr Ala Asp Gly Lys Leu Thr Ala Glu GIn Gly His Asn
805 810 815

val Thr Leu Met val GIn Leu Glu Glu Gly Asp val GIln arg Thr Leu
820 825 B30

ITe GIn val Asp Phe Gly Aasp Gly Ile Ala val Ser Tyr val Asn Leu
835 840 845

ser Ser Met Glu Asp Gly Ile Lys His val Tyr GIn Asn val Gly Ile
850 855 860

Phe Aarg val Thr val Gln val Asp Asn Ser Leu Gly Ser Asp Ser Ala
865 870 875 880

val Leu Tyr Leu His val Thr Cys Pro Leu Glu His val His Leu Ser
885 890 895

Leu Pro Phe val Thr Thr Lys Asn Lys Glu val Asn Ala Thr Ala val
900 905 910

Leu Trp Pro Ser GIn val Gly Thr rLeu Thr Tyr val Trp Trp Tyr Gly
915 920 925

Asn Asn Thr Glu Pro Leu Ilé Thr Leu Glu Gly Ser Ile Ser Phe Arg
930 935 i 940

phe Thr ser Glu Gly Met Asn Thr Ile Thr val Gln val ser Ala Gly
945 950 955 960

Asn Ala Ile Leu GIn asp Thr Lys Thr Ile Ala val Tyr Glu Glu Phe
965 970 975

Arg Ser Leu Arg Leu Ser Phe Ser Pro Asn Leu Asp AsSp Tyr Asn Pro
980 985 : 990

Asp 11e Pro Glu Trp Arg Arg Asp Ile Gly Arg val Ile Lys Lys Ser

52
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995 1000 1005

Leu val Glu Ala Thr Gly val Pro Gly GIn His Ile Leu val Ala

) 1010 1015 1020

val Leu Pro Gly Leu Pro Thr Thr Ala Glu Leu Phe wval Leu Pro
1025 1030 1035

Tyr GIn Asp Pro Ala Gly Glu Asn Lys Arg Ser Thr Asp Asp Leu
1040 1045 1050

Glu GIn 1Ile Ser Glu Leu Leu Ile His Thr Leu Asn Gln Asn Ser
1055 1060 1065

val His Phe Glu Leu Lys Pro Gly val Arg val Leu val His Ala
1070 1075 1080

Ala His Leu Thr Ala Ala Pro Leu val Asp Leu Thr Pro Thr His
1085 ' 1090 1095

ser Gly Ser Ala Met Leu Met  Leu Leu Ser val val rhe val Gly
1100 1105 1110

Leu Ala val phe val Ile Tyr Lys Phe Lys Arg Arg val Ala Leu
1115 1120 1125

Pro Ser Pro Pro Ser Pro Ser Thr Gin Pro Gly Asp Ser Ser Leu
1130 1135 - 1140

Arg Lteu Gln Arg Ala Arg His Ala Thr Pro Pro Ser Thr Pro Lys
1145 1150 1155 .

Arg Gly ser Ala Gly Ala GIn Tyr Ala Ile
1160 1165

<210>4

<211> 907

<212> PRT

<213> Homo Sapiens

<400> 4

Leu Ile Phe His Pro Lys Glu Glu Asp Lys val Leu Ala Tyr Thr Lys

1 5 10 15

Glu Ser Lys Eeu Tyr val Ser Ser ggp Leu Gly Lys Lys ;gp Thr Leu
o

Leu GlIn g;u Arg val Thr Lys 23” His val phe Trp igr val ser Gly

val Agp Ala Asp Pro Asp %gu val His val Glu ega GIn Asp Leu Gly
5

53



Gly
65

Met
val

Lys

Pro

Asn

Gln

Ile

Ile

225

AsSn

Asp

Gly

Lys

val

305

Ile

Asp
Leu
Gln
Tyr
LYyS
130
Gln
Leu
ASp
teu
210
Asp
Cys
Asn
Leu
s

Phe

val

Phe

Thr

Asp

Tyr

115

Tyr

val

Tyr

val

Glu

195

Gly

Tyr

Lys

Pro

Ile

275

Glu

Glu

Ala

Arg

Ala

100

val

Ala

Phe

Gln

180

val

Lys

Leu

Pro

TY">r

260

Met

Met

Glu

Ile

Tyr
Pro
85

Tyr
Ser
Leu
val
Ser
165
ser
Arg
val
Arg
Pro
245
val
Gly
Tyr

Glu

Lys
325

val
70

Phe‘

Ile

Tyr

Pro

Ala

150

Asp

Ser

Gly

Met

Pro

230

ASp

ser

Ala

Ile

His

310

Asp

Thr

Ala

Phe

Arg

Lys

val

Pro

Arg

val

Thr

215

Pro

Cys

Gly

Gly

Thr

295

His

Thr

Cys

Gly

Phe

Ar

12

Asp

Gln

Arg

Gln

Lys

Leu

Ser

His

Thr

Asn

280

Ser

Ile

ser
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Ala
Pro
LYS
Asn
Leu
Glu
G'Iy
Ala
185
Gly
Ile
Met
Leu
£
Leu
Asp

Leu

Ile

Ile

Ile

90

Ala

Glu

GIn

Trp

val

His
Asp
Thr
Phe
Ile

e

Arg

170 -

Glu

val

Thr

Asp

His

His

Gly

cys

TYr

Pro
330

Glu

Phe

TYyr

Met

235

Leu

Thr

Ser

Gly

Leu

315

Leu

Ash

His

ser

val

Ile

140

Gln

Tyr

Ser

Leu

Asn

220

Asn

His

Lys

Gn

His

300

ASp

Lys

54

cys

Gly

Ala

Leu

125

ser

Met

Ala

val

aAla

205

Lys

Gly

Leu

Asp

Leu

285

Thr

His

Ile

ser

Ser

ASh

110

Met

Thr

AsSp

Leu

Leu

190

ASNn

Gly

Lys

Arg

Thr

val

Trp

Gly

Leu

Glu
Leu
95

Gln
Lys
Asp
Thr
)
Ile
Gln
Arg
Pro
Trp
Ala
Glu
Arg

Gly

Lys

Thr

Leu

Glu

Tyr

160

Leu

Asp

Lys

Asp

Thr

240

Ala

Pro

TYrF

GIn

val

320

Phe



Ser

Ser

val

val

385

Asp

Met

Ile

Cys

ser

465

Pro

Ser

Asp

Arg

Gly

Thr

val

Pro

Asp

val
val
Met
370
Lys
Tyr
Gly
LysS
Ar

45

ser
Leu

Leu

Met

Thr

AsSn

Gly

Glu

AsSp

Phe

355

Thr

val

ser

GIn

Gly

Asp

Glu

ser

Gly

Gln

515

Leu

ASp

Lys

Leu

Ile

Ala

Glu

340

val

val

ASp

ser

Gln

420

Arg

Ser

ser

Pro

Tyr

500

Gln

Gln

val

TYr

Thr

580

TYr

val

Gly

Asp
Phe
Phe
Trp
405
Arg
Ser
Asp
ser
Pro
485
Arg
sSer
val
Leu
GlIn
565
Ley

Arg

Leu

Leu

Gly

Gly

Ser

phe

Phe

Thr

470

ASp

Lys

Gln

Ser

Phe

550

val

Thr

val

Phe

Thr

Leu

His

375

Pro

Leu

Phe

Thr

Leu

455

Asn

ASp

val

val

Ile

535

val

Asp

Gly

Ser

val

Trp

Leu

360

Ile

ser

Ser

Arg

ser

440

Cys

Lys

cys

val

GIn

520

GIn

val

Leu

Glu

val

600

GIn

ser

345

ser

Ser

Phe

Asn

LYS

Ala

ASD

Cys

Ala

ser

505

Leu

Gly

Arg

Gly

Pro

585

Arg

val
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Thr
Glu
Phe
ser
Leu
410
Arg
Leu
Tyr
ser
Leu
490
Asn
Gln
Glu
Gln
ASD
570
Ile

Ala

AsSn

His

Pro

Arg

Arg

395

Gln

Lys

Thr

Gly

Ala

475

Gly

val

Cys

Ala

Glu

Gly

Arg

Glu

ser

Asn

Gly

ser

380

Gln

Gly

ser

Ser

Phe

460

Asn

Gln

Cys

Pro

val

540
Gln
Phe
His
Asn

Pro

55

Phe

Asp

365

Asp

Cys

Asp

Thr

Ar

44

Glu

Phe

Thr

Glu

Leu

525

Ala

Gly

Lys

Arg

Thr

605

Leu

Thr
350

Glu

Trp

‘Gly

Arg

Ser

430

val

Arg

Trp

Tyr

Ser

Thr

Glu

Glu

Cys

415

Trp

Cys

Ser

Phe

Thr

- 495

Gly
510
Thr
val
ASD
Ala
TYr
5%0

Ala

Gln

Gly

Pro

Arg

val

Met

575

Glu

Gly

Ala

Thr

Leu

Leu

Glu

400

Ile

Ccys

Glu

Pro

Asn

480

ser

val

Pro

Pro

Ley -

560

Tyr

ser

His

Leu



655
Thr
Trp
Thr
Ala
705
Tyr
Thr
Thr
Leu
788
Leu
Thr
val
Lys
Asn

865

val

610

Leu

Ala

Ile

Thr

Cys

Gln

Asn

Arg

val

Pro

770

Leu

Leu

Gly

Leu

Phe

850

Glu

Gln

Glu
val
Gly
Ar

67

Gly
Phe
Pro
Leu
val
755
Pro
Ala
Arg
Ala
rhe
835
Lys

Lys

Gly

val

Leu

His

660

Phe

Asn

Gln

Asn

Leu.

740

Lys

Pro

Ala

Gly

Glu

820

val

Arg

Glu

Ala

val
Leu
645
Ser
ser
Ser
val
s
ser
Pro
Arg
Ile
Gly
Gln
Ile
Lysl

Glin

val
885

Pro
630
Pro
Leu
ASp
val
Met
710
Pro
LyS
Gly
Pro
Glin
790
val
Leu
Gly
Arg
Glu

870

Gln

615

val

Leu

Glin

Thr

Leu

695

Pro

Glu

Glu

Leu

Thr

Ile

Asn

Pro

Gly

Gln

Leu

Trp

Thr

Pro

760

Arg

775

Gln

Arg

Gly

Leu

Pro

855

met

Gly

val
val
Gly
Phe
8B40
Gly
Thr

AsSn
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Gly
Pro
Leu
665
Asp
ASp
Gln
Arg
ser
745
Thr
Lys
Leu
Leu
Gly
Ala
Arg

ser

His

Leu

Asn

650

Leu

val

ser

Phe

Glu

730

val

Leu

Arg

Asn

val

810

Gly

Ala

Thr

Pra

ser
890

Asn
635
Ley
ser
Arg
Arg
ser
715
Asp
Pro
Ala
Ser
Ala
795
Ala
Gly
Gly
val
val
875

Gly

620
Gln
Thr
Leu
val
val
700
Lys
val
Gln
Asp
Leu
780
Gln
Leu
Tyr'
Ala
Tyr
860

ser

val

56

Glu

val

AsSp

Thr

685

Leu

Glu

Gly

Glu

Leu

765

ser

Lys

Arg

Trp

Phe

845

Ala

His

val

val

Phe

ASnh

870

val

Arg

Leu

Leu

Ley

750

TYyr

Ser

Ile

Asp

Ala

830

Ile

Gln

ser

Leu

Asn

Tyr

ser

Glin

val

ASp

val

735

Leu

val

AsSp

ser

Thr

815

val

Leu

Met

Glu

Ser

Leu
640
Trp
val
Ala
Leu
Ala
720
val
val
Leu
Lys
phe
800
Gly
val .
Tyr
His
Asp

Ile -



Asn Ser Arg

<210>
<211l>
<212>

<213>

<400>
Tet Glu Ala

Leu

Ala

Prae

Ala

65

Leu

Arg

Glu

Arg

Ala

145

Ala

Ala

Asp

ser

val
Glu
Ala
50

Ser
Gly
Gly
Arg
Ar

13

Trp
Lys
Ala

ser

val
210

5
1222
PRT

5

Homo

Arg

Ile

35

ser

Gln

Arg

Gly

Ar

11

ser

Ala

Gly

Glu

Ala

195

Ile

Glu
900

Met

sapiens

Ala

Thr

20

Thr

Arg

Trp

Arg

Arg
5

Gly
Trp
Pro
Pro

Ala

- 85

Glu
100

Gly

Al'g

Thr

Ser

180

His

Leu

Met

Arg

Arg

Ala

Ar

16

Leu

AsSn

Ile

His

Thr

Leu

Asp

Pro

Glu

70

Gly

GIn

Gly

Ala

Pro

150

Glu

Arg

Gln

Leu

Ser

Glu
Leu
Ala
Ala
55

Glu
Pro
val
Ile
Gln
135
Ala
Glu
Leu

Ala

Thr
215

Tyr

Arg
Leu
Thr
40

Leu
Leu
Glu
Glu
Pro
120
Pro
ASp
val
Pro
Met

200

Lys

Leu
905

Pro
Leu
25

Gly
ser
Ala
Leu
Ala
105
Ala
Pro
Gly
Lys
ser
185

val

Leu
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val

Ala
10

Ser

Gly

Pro-

Ser
Leu
90

Gly
Pro
Ile
Ser
Ala
170
Thr

His

Tyr

Ser

Gly
Thr
Pro
Leu
Ala
75

Pro
Gly
Ala
Thr
Arg
155
Pro
ser

Trp

ASp

Arg
Trp
Gly
ser
60

Arg
GIn
Thr
LYS
Gln
140
Gly
Arg
Phe

ser

Phe
220

57

Pro Gly Ala

val

Arg

45

Pro

Arg

Gln

Ser

Leu

125

Glu

Ser

Ala

Ala

Gly

Asn

Leu
30

Pro
Arg
Ala
Gly
Pro
110

Gly

Arg

Arg

Gly
Leu
190

His

Leu

15

Ala

Ala

Ala

Ala

Gly

95

Ala

Gly

Gly

Pro

Gly

Thr

ASn

Gly

Pro

Gly

Ala

val

val

80

Gly

Gly

Ala

ASp

Leu

160

Ser

Gly

Ser

Ser



val

225

Glu

TYr

Glu

Gln

Thr

Asp

Leu

Phe

385

Ile

Tyr

Pro

Ala

Asp

465

Ser

Gly

Thr
LyS

val

Met.

Lys

Gln

Ser

Pro

Leu

Thr

370

Ala

phe

Arg

LYS

val

Glu

Leu

ASn

Gtu

275

Tyr

Glu

Met

Asn

val

355

Cys

Arg

Ile

Arg

ASp

Gln

450 -

Thr
Arg

Ile

Arg

Gly

Lys

ser

Asn

Pro

260

Ser

Arg

Asp

Asp

340

His

Arg

ser

Gln

Glu

420

Met

Glu

Gly

Leu

Gly

ser
Asp
245
Thr
Ser
Leu
Trp
Phe
325
Phe
Met
Ile
Ile
val
405
Ala
His
Trp
Ile
Met

485

Ile

Leu

230

Lys

AsSn

Ile

Thr

val

310

Gly

Tyr

Glu

Gln

Asp

390

Thr

Phe

Ile

Asn

Tyr

470

Gly

Phe

Trp

val

Lys

Leu

Phe

295

Leu

Arg

Trp

val

Glu

Ile

Thr

Ala

Ile

GIn

455

Phe

Asn

Leu

Arg
Gly
Arg
Ile
280
Tyr
Ala
Arg
ser
Ar

36

Cys
ser

Ser

G1n

ser

440

Asn

Thr

Ile

Ala
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Ser

Leu

LyS

ser

Ile

Tyr

Trp

val

345

Thr

Ala

ser

Gly

Ile

Thr

AsSp

Leu

Ile

Asn

Thr
Lys
250
Ile
Ser
Gln
ser
Gln
Ala
Thr
GTu
Leu
Ar

41

Lys
ASp
Thr

Ala

Ile

490

Lys

Asp Tyr Gly
235

Thr

Met

ASp

Ser

Leu

315

Leu

Gly

ASDP

Thr

val

395

Ala

Leu

Glu

Tyr

Met

475

Glu

Lys

val

Leu

Glu

Leu

300

ASpP

Met

Leu

Gly

Thr

380

val

ser

Pro

Asn

AsSn

460

Glu

Leu

val

58

Leu

Leu

Gly

Leu

Gln

His

ASp

Tyr

Arg

Gln

Tyr

Lys

Gln

445

Leu

AsSn

Tyr

Asp

Thr
Ser
ser
270
Ala
Phe
LYS
Glu
LYS
Ala
ser
Asp
Tyr
250
val
Tyr
Ile

Glu

Asp

Thr

Tyr

255

Asp

Thr

His

Leu

Ar

33

Glu

His

Gly

Glu

val

415

Ser

Phe

Ile

Lys

val

495

Gln

TYr
240
Leu
Pro
Tyr
Pro
TYr
320
Ile
Ala
Tyr
Pro
Tyr
400
ser
Leu
Ala
ser
ser
480

Ala

val



LysS

Ala

Phe

545

Ser

Thr

Ile

Tyr

His

625

His

Gly

Gly

Lys

His

705

Phe

Ser

Glu

Ala

Thr

Pro

530

Cys

Gly

Gly

Ser

Asp

610

Thr

Ser

Ala

His

ser

690

Leu

Lys

Gly

Cys

Phe
770

Tyr

515

Asp

ser

Arg

Asn

ser

595

val

Pro

Trp

teu

Phe

675

ITe

Leu

Lys

ser

ASp

755

Trp

500

Ile
val
Leu
Ile
Ile
580
Asp
Trp
Leu
Asp
val
660
ser
Phe
ASh
Arg
val
740

TYyr

Tyr

Thr

AsSp

His

ser

565

Gly

Gly

phe

Pro

Leu

ser

Gln

Gly

Asn

Tyr

Leu

Leu

550

Ser

Pro

Gly

Leu

val

630

Tyr

Ala

Arg

Arg

Gly

Pro

Ser

Tyr

Pro

ASn

Ar

53

His

Lys

Glu

Asn

615

Arg

Gly

Gly

Ser

His
695

Glu.

Gly

Glu

Glu

Ala
775

LysS

520

Gly

Leu

Glu

Leu

Thr

600

Trp

His

Phe

Met .

Glu

680

Cys

Pro

Ala

Pro

Ar

76

ser

505

Gly
Ser
Gln
Thr
ser
585
Trp
Gly
Leu
Thr
Glu
Trp
Thr
Cys
Gln
5%
His

Pra

ES 2 533 787 T3

Arg
Pro
Leu
Ala
570
TYr
Arg
Gly
Trp
Ser
650
Thr
Gln
Lys
val
Cys
730

val

Gly

Ser

Asp
val
Ser
558
Pro
Thr
Gin
Ala
val
635
val
His
Leu
Glu
Met
715
Ala
Cys

Glu

Lys

Trp
His
540
Glu
Gly
AsSp
Ile
Leu
620
Ser
Pro
Ile
val
700

Gly

Leu

‘Ala

ser

ASp
780

59

Al

52

Cys
AsSn
Leu
Ile
Phe
605
val
Phe

Leu

Met

Tyr
Glu
Gly
Asn
Gln

765

Cys

510

Leu

Leu

Pro

val

Gly

ASD

Ala

AsSp

Phe

Thr

670

val

Gln

Arg

Arg

Trp

Cys

sSer

Leu
Leu
Tyr
val
575
val
Glu
Met
Glu
val
655
val
Asp
Thr
LyS
ASp
735
Asp
val

Leu

Gln

Pro

ser

560

Ala

rhe

Glu

Lys

Gly

640

Asp

Phe

Tyr

Trp

Ile

720

His

Phe

Pro

Gly
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GIn Ser Tyr Leu Asn Ser Thr Gly Tyr Arg Arg ITe val Ser Asn Asn
785 790 79 800

Cys Thr Asp Gly Leu Arg Glu Lys Tyr Thr ala Lys Ala Gln Met Cys
805 810 815

Pro Gly Lys Ala Pro Arg Gly Leu His val val Thr Thr asp Gly Arg
820 825 830

Leu val Ala Glu GIn Gly His Asn Ala Thr phe Ile ITe Leu Met Glu
835 840 . 845

Glu Gly Asp Leu GIn Arg Thr Asn Ile GIn Leu Asp Phe Gly Asp Gly

ITe ala val Ser Tyr Ala Asn Phe Ser Pro Ile Glu Asp Gly Ile Lys
865 870 ‘ 875 880

His val Tyr Lys Ser aAla Gly Ile Phe GIn val Thr Ala Tyr aAla Glu
: 885 890 835

Asn Asn Leu Gly Ser Asp Thr Ala val Leu Phe Leu His val val Cys
900 905 . 910

pro val Glu His val His Leu Arg val Pro Phe val Ala Ile Arg Ashn
915 920 925

Lys Glu val asn Ile Ser Ala val val Trp Pro Ser GIn Leu Gly Thr
930 935 _ 940

Leu Thr Tyr Phe Trp Trp Phe Gly Asn Ser Thr Lys Pro Leu Ile Thr
945 950 955 960"

Leu Asp Ser ser Ile ser Phe Thr phe Leu Ala Glu Gly Thr Asp Thr
965 970 975

Ile Thr val GIn val Ala Ala Gly Asn Ala Leu Ile GIn Asp Thr Lys
980 985 990

Glu Ile Ala val His Glu Tyr Phe Gln Ser GIn Leu Ley Ser Phe Ser
995 1000 . 1005 .

Pro Asn Leu Asp Tyr His Asn Pro Asp Ile Pro Glu Trp Arg Lys
1010 1015 1020

Asb Ile Gly Asn val Ile Lys Arg Ala Leu val Lys val Thr ser
1025 1030 1035

val Pro Glu Asp GIn Ile Leu Ile Ala val Phe Pro Gly Leu Pro
1040 1 1050

60



10

15

20

25

Thr Ser Ala Glu Leu Phe Ile Leu
1055 1060

Arg Arg Lys Gly Asn Glu Gly Asp
1070 1075

teu Phe Asn Ala Leu Asn GIn Ash
1085 1090

pro Gly val Gln val Ile val Tyr
1100 1105

Pro Leu val Asp Ser Ser Ala Gly
1115 1120

Met Leuy Leu Ser val val phe .val
1130 1135

Tyr Lys pPhe Lys Arg Lys Ile Pro
Y 1{45 9 1150

val GIn His Asp Lys Glu GIn Glu
1160 1165

ser Glu Asn Ala Pro Lys Ile Thr
1175 1180

Glu Glu Leu Leu Asp Lys Glu Leu
1190 1195

ITe Ala Thr Ile Ala Asn Ser‘ Glu
1205 1210

Cys Thr Ser val
1220

<210> 6

<211> 241

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> SENAL

<222> (1)..(18)

<223> Péptido sefial de NGF

<220>

<221> PROPEP

<222>(19)..(121)

<223> Propéptido de NGF (NGFpro)

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANEA
<222> (19)..(241)

<223> proNGF

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANEA
<222> (122)..(241)

<223> NGF maduro

<400> 6
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Pro

Leu

Leu

val

His

Gly

Trp

Met

Leu

ASp

Ser

Pro

Glu

val

Thr

ser

Leu

Ile

Ile

ser

Thr

Thr

Lys

GTn

Gin

Gln

ser

Ala

ASn

Gly

Asp

Arg

Lys

AsSn
‘1065

Ile
1080

Phe
1095

Leu
1110

Ser
1125

val
1140

Ile
1155

ser
1170

Phe
1185

val
1200

Glu
1215

61

Leu

val

Glu

Thr

Ala

Phe

Tyr

val

Thr

Ile

Ile

Thr

Glu

Leu

Leu

Met

Leu

Ala

Ser

Glu

Gly

Pro

Glu
Thr
Lys
A.‘l a
Leu
Ile
Gln
Gln
Pro
Gly

Asn
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Met Ser Met Leu Phe Tyr Thr Leu Ile Thr Ala Phe

GIn Ala Glu PBO His ser Glu ser gsn val Pro Ala
2 )

Pro Gln val His Trp Thr Lys Lgu GIn His Ser Leu
35 : 4

Arg Arg Ala Arg Ser Ala Pro Ala Ala Ala Ile Ala
50 .55 60

Gly GIn Thr Arg asn Ile Thr val Asp Pro Arg Leu
65 70 75

Arg Leu Arg Ser gro Arg val Leu Phe SSr Thr G1n
5 9

Ala Ala Asp Thr GIn Asp Leu Asp Phe Glu val Gly
100 105

phe Asn Arg Thr His Arg Ser Lys Arg Ser Ser Ser

His Arg Gly Glu-Phe ser val Cys Asp Ser val Ser
13 135 140

Asp Lys Thr Thr Ala Thr Asp Ile iys Gly Lys Glu
145 150 155

Gly Glu val Asn Ile Asn Asn Ser val Phe Lys Gln
165 170

Thr Lys Cys Arg Asp Prao Asn Pro val Asp Ser Gly
18 185 -

Asp Ser Lys His Trp Asn Ser Tyr Cys Thr Thr Thr
195 200

Lys Ala Leu Thr Met Asp Gly Lys GIn Ala Ala Trp
210 215 220

Ile Asp Thr Ala Cys val Cys val Leu Ser Arg Lys
225 230 235

Ala

<210>7

<211> 246

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> SENAL

<222> (1)..(18)

<223> Péptido sefial de BDNF

<220>

<221> PROPEP

<222>(19)..(127)

<223> Propéptido de BDNF (BDNFpro)

<220> , ,
<221> CARACTERISTICA MISCELANEA

62

Leu

Gly

Asp

45

Ala

Phe

Pro

Gly

His

val

val

Tyr

Cys

His

205

Arg

Ala

Ile

His

30

Thr

Arg

Lys

Pro

Ala

110

Pro

Trp

Met

Phe

Ar

19

Thr

Phe

val

Gly
15

Thr

Ala
val
Lys
Arg
95

Ala
1le
val
val
Phe
175
Gly
Phe

Ile

Arg

Ile
Ile
Leu
ala
2’
Glu
Pro
lfhe
Gly
Leu
160
G.l u
Ile
val

Arg

Ar
24
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<222> (19)..(246)
<223> proBDNF

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANEA
<222> (128)..(246)
<223> Péptido maduro de BDNF

<400>7
nldet Thr Ile

Lys

Ala

Pro

val

65

Glu

ser

Lys

Ser

Glu
145

Gly

Lys

Glu

Thr

Ile

225

Thr

Ala

Tyr

LYS

50

Ile

Asn

Gln

Asn

Asp

Trp

Thr

Gln

Gly
Thr
210

Gly

Ile

<210>8
<211> 257
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<220>

<221> SENAL

Ala

Leu

Pro

_ 20

Pro
35

Ala
Glu
ASN
val
Tyr
115

Pro

val

val
Tyr
Cys
195
Gln

Trp

Lys

Gly

Gly

Glu

Lys

Pro

100

Leu

Ala

Thr

Thr

Phe

180

Arg

ser

Arg

Arg

ghe Leu Thr

Met LyS Glu

val

ser

Leu

Asp

85

Leu

AsSp

Arg

Ala

val

165

Tyr

Gly

Tyr

phe

Gly

Arg

Gly

Leu

70

Ala

Glu

Ala

Arg

Ala
150

Leu

Glu

Ile

val

Ile

230

Arg

Thr

Leu

55

ASp

Asp

Pro

Ala

Gly

Asp

Glu

The

Asp

Met

Ala

His

40

Thr

Glu

Leu

Pro

AsSh

120

Glu

Lys

Lys

LysS

Ile

val
Asn
25

Gly
ser
Asp
Tyr
Leu
105
Met

Leu

Lys

val
Cys
185
Arg

Leu

Asp

ES 2 533 787 T3

Ile

10

Ile

Thr

Leu

Gln

Thr

90

Leu

Ser

ser

Thr

Pra

170

ASh

His

Thr

Thr

Ser

Arg

teu

Ala

Lys

Ser

Phe

Met

val

Ala
155

val

Pro

Trp

Met

ser
235

TYyr
Gly
Glu
Asp
60
val
Arg
Leu
Arg
Cys
140
val
ser
Met
ASN
ASp
220

Ccys

63

Phe

Gln

ser

Thr

Arg

val

Leu

val

125

ASD

Asp

Lys

Gly

ser

205

Ser

val

Gly

Gly

30

val

Phe

Pro

Met

Glu

110

Arg

ser

Met

Gly
Tyr
190
Gln

Lys

Cys

Cys
15

Gly

Asn

Glu

ASn

Leu

95

Glu

Arg

Ile

Ser

Gln

175

Thr

Cys

Lys

Thr

Met
Leu
Gly
His
Glu
80
Ser
Tyr
His
Ser‘
Gly
Leu
Lys
Arg

Arg

Leu
240
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<222> (1)..(16)
<223> Péptido sefial de NT3

<220>

<221> PROPEP

<222> (17)..(140)

<223> Propéptido de NT3 (NT3pro)

<220>

<221> CARACTERISTICA MISCELANEA
<222> (17)..(257)

<223> proNT3

<220>

<221> CARACTERISTICA MISCELANEA
<222> (141)..(257)

<223> Péptido maduro de NT3

<400> 8

Met Ser Ile Leu Phe Tyr val Ile Phe Leu Ala Tyr Leu Arg Gly Ile
1 5 10 15

cln Gly Asn ggn met Asp GIn Arg ggr teu Pro Glu Asp ggr Leu Asn

ser Leu Js:;e ITe Lys Leu Ile g;l)n Ala Asp Ile Leu kgs Asn Lys Leu

ser Lys GIn Met val Asp \;g] Lys Glu Asn Tyr g?)n Ser Thr Leu Pro
50 .

64
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Lys Ala Glu Ala Pro Arg Glu Pro Glu arg Gly Gly
65 70 75

Ala Phe Gln Pro ggl Ile Ala Met Asp ;gr Glu Leu

Arg Arg Tyr Asn Ser Pro Arg val Leu Leu Ser Asp
9 100 105

Glu Pro Pro Pro Leu Tyr Leu Met Glu Asp Tyr Val
115 120

val Ala Asn Arg Thr Ser Arg Arg Lys Arg Tyr Ala
130 135 140

His Arg Gly Glu Tyr Ser val Cys Asp Ser Glu Ser
145 150 155

Asp Lys Ser Ser Ala Ile Asp Ile Arg Gly His Gln
165 170

Gly Glu Ile Lys Thr Gly Asn Ser Pro val Lys GlIn
180 185

Thr Arg Cys Lys Glu Ala arg. Pro val Lys Asn Gl
9 195 Y 9 200 Y Y

Asp Asp Lys His Trp Asn Ser GIn Cys Lys Thr Ser
210 215 220

Arg Ala Leu Thr Ser Glu Asn Asn Lys Leu val Gly
22 230 235

Arg Ile Asp Thr Ser Cys val Cys Ala Leu Ser Arg
245 250

Thr

<210>9

<211> 210

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> SENAL

<222> (1)..(24)

<223> Péptido sefial de NT4/5

<220>

<221> PROPEP

<222> (25)..(80)

<223> Propéptido de NT4/5

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANEA
<222> (25)..(210)

<223> proNT4/5

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANEA
<222> (81)..(210)

<223> Péptido maduro de NT4/5

<400> 9
65

Pro
Leu
ser
Gly
Glu
Lau
val
Tyr
Cys
GlIn
Trp

Lys

Ala

Arg

Thr

110

Ser

His

Trp

Thr

Phe

150

Arg

Thr

Arg

Ile

Lys

Gln

95

Pro

Pro

Lys

val

val

175

Tyr

Gly

Tyr

Trp

Gly

ser

80

Gln

Leu

val

Ser

Thr

160

Leu

Ile

val

Ile

240

Arg
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Met

Leu

Pro

ser

Gly

65

Gly

cys

Leu

Gly

Asn

145

val

val

Ile

Arg

Leu

Pro

Phe

Arg

50

Ala

val

ASp

Arg

sar

130

Ala

Asp

Arg

Arg

Ala
210

<210>10
<211>13
<212> PRT
<213> Homo Sapiens

<220> , ,
<221> CARACTERISTICA MISCELANEA

<222> (1)..(13)
<223> Neurotensina

<400> 10
GIn Leu Tyr Glu g.sn Lys Pra Arg Arg ;En Tyr Ile Leu
1

<210> 11
<211>4
<212> PRT
<213> Homo Sapiens

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANEA
<222> (1)..(4)
<223> Cuatro aminoacidos C-terminales de Neurotensina

Pro

Ser

Leu

35

Gly

Phe

ser

Ala

Gly

Pro

Glu

Arg

Ala

Ije
195

Leu

val

20

Ala

Ala

Arg

Glu

val
100

Arg

Leuy

Glu

Arg

Leu

130

Asp

Pro

Pro

Pro

Pro

Glu

Thr

85

ser

Glu

Al“g

Gly

His

165

Thr

Thr

ser
Ile
Glu
Ala
ser
70
Ala
Gly
val
Gln
Gly
1
Trp

Ala

Ala

cys

Glu

Trp

Gly

55

Ala

Pro

Trp

Glu

Tyr

135

Pro

val

Asp

Cys

Ser

Ser

Asp

40

Pro

Gly

Ala

val

val

120

Phe

Gly

ser

Ala

val
200

ES 2 533 787 T3

Leu

Gln

25

Leu

Pro

Ala

ser

Thr

105

Leu

Phe

Ala

Glu

Gln

185

Cys

Pro

10

Pro

Leu

Leu

Pro

Arg

90

Asp

Gly

Glu

Gly

Cys

170

Gly

Thr

Ile

Pro

Ser

Leu

Ala

75

Arg

Arg

Glu

Thr

Gly

Lys

Arg

Leu

Leu
Pro
Pro
Phe
60
Asn
Gly
Arg
val
Arg
14
Gly
Ala

val

Leu

66

Leu

Ser

Arg

45

Leu

Arg

Glu

Thr

Pro

125

Ccys

Gly

LyS

Gly

ser
205

Leu

Thr

30

val

Leu

ser

Leu

Ala

110

Ala

Lys

Cys

Glin

Phe

15

Leu

val

Glu

Arg

Ala

95

val

Ala

Ala

Arg

Ser

175

Arg

Thr

Leu

Pra

Leu

Ala

Arg

80

val

ASp

Gly

Asp

Gly

Tyr

Trp

Gly
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<400> 11
Pro Tyr Ile Leu
1

<210> 12

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Péptido generado sintéticamente

<220>

<221> VARIANTE
<222> (1)..(1)

<223> xaa = N-metil-Arg

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANEA
<222> (1)..(6)
<223> NT69L

<220>

<221> VARIANTE
<222> (4)..(4)

<223> Xaa = L-neo-Trp

<220>

<221> VARIANTE
<222> (5)..(5)
<223> xaa = tert-Leu

<400> 12
Xaa Lys Pro Xaa Xaa Leu
1 5

<210> 13

<211> 357

<212> PRT

<213> Homo Sapiens

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANEA
<222> (1)..(357)

<223> RAP

<400> 13

67



Met

Leu

Gly

Glu

65

Ala

Lys

Arg

AsSp

Gly

ser

Leu

Leu

Leu

Lys

Ala
Leu
LYys
ser
50

Ala
ASp
Leu
AsSN
Ala
130
Leu
Gly
His
ser
ser

210

Glu

Pro

Leu

TYP

Gly

Gln

Leu

ASp

Leu

115

Arg

Asp

Lys

His

ASp

Lys

Arg

Leu

20

Ser

Glu

Arg

Lys

Gly

Asn

Gln

ASp

Phe

Ile

Leu

Al'g
5
Leu
Arg
Glu
Leu
Ile
85
Ley
val
val
Pro
ser
165
Glu
Glu

Lys

Arg

val

Phe

Glu

Phe

His

70

Gln

ASp

Ile

Thr

150

Gly

Lys

Glu

Gly

Ser

Arg

Leu

Lys

Arg

55

Leu

Glu

Glu

Leu

Ser

135

Leu

Glu

val

Ile

Ser

215

Ile

Ser

Gly

ASD

40

Met

Pro

Arg

ASp

ala

120

AsSn

Glu

Glu

His

His

200

val

Asn

phe

Pro

25

Gln

Glu

Pro

Asp

Gly

Lys

ser

LyS

Leu

Glu

185

Glu

Leu

Gln

ES 2 533 787 T3

Leu

10

Trp

Pro

Lys

val

Glu

90

Glu

Tyr

Leu

Leu

AsSp

170

Tyr

Asn

Hts

Gly

Arg
Pro
Lys
Leu
55
Leu
LYyS
Gly
ser
Trp
155
Lys
Asn
val

ser

Leu

Gly
A'I a
Pro
Asn
60

Leu
Ala
Glu
Leu
Gly
His
Leu
val
Ile
Ar

22

ASp

68

Leu

Ala

ser

45

Gln

Ala

Trp

Ala

ASp

125

Thr

Lys

Trp

Leu

Ser

205

His

Arg

Pro

ser

30

Pro

Leu

Glu

Lys

Al

il

Gly

Gln

Ala

Arg

Leu

190

Pro

Thr

Leu

Ala
15

His
Lys
Trp
Leu
Lys
Leu
Lys
Glu
Lys
Glu
Glu
ser

Glu

Arg

Leu
Gly
Arg
Glu
His
80

Leu
Ile
LYyS
AsSp
Thr
160
Phe
Thr
ASp

Leu

Arg
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225 230 235 240
val Ser His GIn Gly Tyr Ser Thr Glu Ala GTu Phe Glu Glu Pro Arg
245 250 - 255
val Ile Asp Leu Trp Asp Leu Ala Gln Ser Ala Asn Leu Thr Asp Lys
260 265 270
Glu Lteu Glu Ala phe Arg Glu Glu Leu Lys His Phe Glu Ala Lys Ile
275 280 : 285
Glu Lys His Asn His Tyr GIn Lys GIn Leu Glu Ile Ala His Glu Lys
290 295 300
Leu Arg His Ala Glu ser val Gly Asp Gly Glu Arg val Ser Arg Ser
305 310 315 320
Arg Glu Lys His Ala Leu teu Glu Gly Arg Thr Lys Glu Leu Gly Tyr
325 330 335
Thr val Lys Lys His Leu GIn Asp Leu Ser Gly Arg Ile Ser Arg Ala
340 345 350
Arg His Asn Glu Leu
355
<210> 14
<211> 475
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220> ) )
<221> CARACTERISTICA MISCELANEA
<222> (1)..(475)
<223> LPL
<400> 14
Met Glu Ser Lys Ala Leu Leu val Leu Thr Leu Ala val Trp Leu Gin
1 5 10 15
ser Leu Thr Ala Ser Arg Gly Gly val Ala Ala Ala Asp GIn Aarg Arg
20 25 30
Asp Phe Ile Asp Ile Glu ser Lys Phe Ala Leu arg Thr Pro Glu Asp
35 40 45
Thr Ala Glu Asp Thr Cys His Leu Ile Pro Gly val Ala Glu Ser val
50 55 60
Ala Thr Cys His Phe Asn His Ser Ser Lys Thr Phe met val Ile His
65 75 80
Gly Trp Thr val Thr Gly Met Tyr Glu Ser Trp val Pro Lys Leu val

69



Ala
Trp
Lys
Glu
145
Gly
Asn

Glu

Leu

Leu
His
Tyr
Cys
305
Arg
Pro

Glu

Ala

Leu

Leu

130

Phe

Ala

Arg

Ala

His

210

Pro

Gly

Gly

Leu

Ar

29

Arg

Ala

Tyr

Ser

Leu

Ser

115

val

AsSN

His

Ile

Pro

195

Thr

val

Cys

ASD

Phe

275

Cys

LysS

Lys

Lys

Glu
355

TYr

100

Arg

Gly

TYr

Ala

Thr

180

ser

Phe

Gly

Asn

val

260

Ile

Ser

Asn

Arg

val

340

Thr

85
Lys

Ala

Gln

Pro

Ala

165

Gly

Arg

Thr

His

Ile

245

ASp

ASp

Ser

Arg

Ser

325

Phe

His

Arg
GIn
A;p
Leu

150

Gly

Leu

Leu

Arg

val

230

Gly

GIn

sSer

Lys

Cys

310

Ser

His

Thr

Glu
Glu
val
135
ASp
Ile
ASp
ser
Gly
Asp
§1u
Leu
Leu
Glu
Asn
Lys
Tyr

Asn

Pro
His
120
Ala
Asn
Ala
Pro
Pro
200
ser
Ile
Ala
val
Leu
280
Ala
Asn
Met

Glin

Glin
360
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AsSp

105

Tyr

Arg

val

Gly

Ala

185

Asp

Pro

Tyr

Ile

Phe

Leu

Tyr

val

345

Ala

90

ser

Pro

Phe

His

ser

170

Gly

ASD

Gly

Pro

Ar

250.

Cys

Glu

Glu

Gly

Leu

330

LYS

Phe

ASNn

val

Ile

Leu

155

Leu

Pro

Ala

Arg

Asn

235

val

Ser

Glu

LyS

Tyr

315

Lys

Ile

Glu

val

Ile

val
110

Ser Ala Gly

Asn

140

Leu

Thr

Asn

Asp

ser
220

Gly'

I1g
His
Asn
Gly
Glu
Thr
His

Ile

70

125

Trp
Gly
Asn
Phe
Phe
205
Ile
Gly
Ala
Giu
Pro
285
Leu
Ile
Arg

Phe

Ser
365

Met
Tyr
Lys
%
vatl
Gly
Thr
Glu
Arg
Ser
Cys
Asn
Ser
Ser

350

Leu

95

val

Tyr

Glu

ser

LYyS

175

Tyr

Asp

Ile

Phe

Arg

255

Ser

Lys

Leu

Tyr

Asp

Thr

Glu

‘Leu

160

val
Ala
val
Gln
Gln
240
Gly
Ile
Ala
ser
val
320
Met

Thr

Gly
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Thr

Thr

385

Glu

Trp

val

LYsS

Cys
465

val

370

Asn

Leu

ser

Lys

val

450

His

<210> 15

<211> 317
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANEA
<222> (1)..(317)
<223> Apo E

<400> 15

Met
1
Gln
Arg
Gly
val
65

Leu

Glu

Lys

Ala

GlIn

Arg

50

Gln

Met

Glu

Ala

Lys

Leu

ASp

Ala

ser

Asp

val

LyS

Gln

35

Phe
Glu
Asp

Gln

Glu
Thr

Met

His

LysS

Leu
val
20

Thr
Trp
Glu
Glu

Leu
100

Ser

Tyr

Leu

405

Trp

Glu

Leu

ser

Trp

Glu

Glu

Asp

Leu

Thr

85

Thre

Glu
Se-r
390
LyS
ser
Thr

Gln

Leu
470

Ala
Gln
Trp
Tyr
5

Met

Pro

Asn

375

Phe

Leu

Ser

Gln

LysS

Asn

Ala

Ala

Gln

Leu

55

Ser

Lys

val

Ile

Leu

LYS

Pro

LysS

440

Gly

Lys

Leu

val

ser

40

Arg

ser

Gtu

Ala

Pro
Ile
Trp
Gly
Lys
Lys

Lys

Leu
Glu
Gly
Trp
Gin
Leu

Glu
105

ES 2 533 787 T3

Phe

Tyr

LysS

Phe

val

Ala

Ser

val

10

Thr

Gln

val

val

Lys

Glu

Thr

Thr

395

Ser

Ala

ile

Pro

Gly

Thr

Glu

Arg

Gln

Thr

75

Ala

Thr

LEu

380

Glu

ASp

Ile

Phe

Ala
460

Phe

Pro

Trp

Thr

60

Gln

TYr

Arg

71

Pro

val

ser

Gln

cys

435

val

Leu

Glu

Glu

45

Leu

Gtu

LyS

Ala

Glu

Asp

Tyr

Lys

ser

Phe

Ala
Pro
30

Leu

Ser

Leu

ser

118

val

Ile

Phe

415

Ile

Arg

val

Gly
15

Glu
Ala
Glu
Arg
Glu
95

Leu

Ser

Gly

Ser

Arg

Glu

Lys

Cys

Leu

Leu

Gln

Ala

80

Leu

ser



Lys

val

Gly

Lys

Leu

Ser

Arg

Ala

225

ser

val

Glu

Asp

val
305

Glu

130

GIn

Leu

Ala

Ala

Ala

210

Gln

Arg

Arg

Ala

Met

290

Gly

Leu

115

Gly

Ser

Arg

val

Ile

195

Ala

Ala

Thr

Ala

Phe

275

Gln

Thr

Gln

Arg

Thr

Lys

Tyr

180

Arg

Thr

Trp

Arg

Lys

260

Gln

Arg

Ser

Ala

Leu

Glu

165

Gln

Glu

val

Gly

Ala

Gln

Ala

Ala

val

Glu

150

Leu

Ala

Arg

Gly

Arg

Glu

Arg

Trp

Ala
310

Gln
GIn
135
Leu
Leu
Gly
Leu
ser
215
Arg
Leu
Glu
Leu
Ala

295

Pra

Ala

120

Tyr

Arg

Arg

Ala

Gly

Leu

Leu

Asp

Gin

Lys

Gly

val

Arg

Arg

val

Asp

185

Pro

Ala

Arg

Glu

Ala

265

ser

Leu

Pro
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Leu
Gly
Arg
Ala
170
Glu
Leu
Gly
Ala
val
250
Gin
Trp

val

ser

Gly Ala Asp Met

Glu

Leu

155

AsSp

Gly

val

GIn

Arg

Lys

Gln

Phe

Glu

Asp
315

val
140
Ala
ASp
Ala
Glu
Pro
220
Met
Glu
ITe
Glu
Lys
300

Asn

72

125

Glu

ASp

GIn Ala Met Leu

Ser

Leu

Glu

Gln

205

Leu

Glu

GIn

Arg

Pro

285

val

His

His
Gln
Ar

19

Gly
Gin
Glu
val
Leu
270

Leu

GIn

Leu

Lys

Gly

Arg

Glu

Met

Ala

255

Gln

val

Ala

Ar

16

Arg

Leu

val

Arg

Gly

Glu

Ala

Glu

Ala
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REIVINDICACIONES

1.- Un método in vitro para cribar un antagonista seleccionado de proteinas, péptidos, polipéptidos,
anticuerpos, ARN de sentido contrario, ADN de sentido contrario, moléculas organicas pequefias o ARNip, capaz de
unirse a un receptor sortilina, que comprende las etapas de:

a) proporcionar un receptor sortilina, y

b) proporcionar ApoB como agonista,

c) proporcionar una biblioteca de potenciales antagonistas, y

d) proporcionar un ensayo para medir la unioén de dicho agonista a dicho receptor, y
e) afnadir la biblioteca de potenciales antagonistas que se van a ensayar al ensayo, y
f) determinar la cantidad de agonista unido a dicho receptor, y

g) comparar la cantidad determinada en la etapa f) con una cantidad medida en ausencia del antagonista que se va
a ensayar,

h) en donde la diferencia en las dos cantidades identifica un antagonista que altera la unién de dicho agonista a
dicho receptor.

2.- Un método para determinar el grado de inhibicion de un antagonista, seleccionado de proteinas, péptidos,
polipéptidos, anticuerpos, ARN de sentido contrario, ADN de sentido contrario, moléculas organicas pequefias o
ARNip, en la actividad de un receptor sortilina en un cultivo celular que expresa dicho receptor, en donde dicho
receptor sortilina comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos 60%
con la SEQ ID NO: 1, comprendiendo dicho método las etapas de:

a) proporcionar un cultivo celular que expresa dicho receptor sortilina, y
b) proporcionar ApoB como agonista de dicho receptor sortilina, y
c) proporcionar una biblioteca de potenciales antagonistas, y

d) proporcionar un ensayo para determinar la union a, internalizacion de y sefializacion a través de, dicho receptor
sortilina, comprendiendo dicho ensayo,

e) afadir la biblioteca de potenciales antagonistas que se van a ensayar c) al cultivo celular a), en presencia de
dicho agonista b), y

f) determinar
i) la cantidad de antagonista unido a dicho receptor sortilina, y/o
ii) la cantidad de antagonista internalizado por dicho receptor sortilina, y/o
iii) el grado de sefalizacion a través de dicho receptor sortilina, y

g) comparar la cantidad determinada en la etapa f) con una cantidad medida en ausencia del antagonista que se va
a ensayar,

h) en donde la diferencia en las dos cantidades identifica un antagonista
i) capaz de unirse a dicho receptor sortilina, y/o
ii) capaz de inhibir la sefalizacion a través de dicho receptor sortilina, y/o
iii) capaz de inhibir la internalizacién de dicho agonista de dicho receptor sortilina.

3.- Un método para determinar el grado de inhibicién de un antagonista seleccionado de proteinas, péptidos,
polipéptidos, anticuerpos, ARN de sentido contrario, ADN de sentido contrario, moléculas organicas pequefias o
ARNip, en la actividad de un receptor sortilina en un cultivo celular que expresa dicho receptor y con un cultivo
celular que carece de expresion de dicho receptor, comprendiendo el método las etapas de:

a) proporcionar un cultivo celular que expresa un receptor sortilina, y
b) proporcionar un cultivo celular que no expresa un receptor sortilina, y

c) opcionalmente proporcionar un cultivo celular que expresa en exceso un receptor sortilina
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d) proporcionar ApoB como agonista del receptor sortilina, y
€) proporcionar una biblioteca de potenciales antagonistas, y

f) proporcionar un primer ensayo que comprende a) y un segundo ensayo que comprende b) y opcionalmente un
tercer ensayo que comprende c), y

g) afhadir la biblioteca de potenciales antagonistas que se van a ensayar a los tres ensayos, y
h) determinar

i) la cantidad de antagonista unido al receptor sortilina, y/o

ii) la cantidad de antagonista internalizado por el receptor sortilina, y/o

iii) el grado de sefalizacion a través del receptor sortilina, y

i) comparar la cantidad de antagonista determinada en la etapa g) usando a) con la cantidad determinada en g)
usando b) y la cantidad determinada en g) usando c),

j) en donde la diferencia en las cantidades identifica un antagonista
i) capaz de unirse a un receptor sortilina, y/o
ii) capaz de inhibir la sefalizacion a través de un receptor sortilina, y/o
iii) capaz de inhibir la internalizacion de ApoB como agonista de dicho receptor sortilina.

4.- Un método para determinar el grado de inhibicién de un antagonista seleccionado de proteinas, péptidos,
polipéptidos, anticuerpos, ARN de sentido contrario, ADN de sentido contrario, moléculas organicas pequefias o
ARNip, en la actividad de un receptor sortilina en un mamifero no humano que expresa dicho receptor,
comprendiendo dicho método las etapas de:

a) administrar dicho antagonista a un mamifero no humano que expresa el receptor de forma natural,
b) determinar
i) la cantidad de antagonista unido a dicho receptor sortilina, y/o
ii) la cantidad de antagonista internalizado por dicho receptor sortilina, y/o
iii) el grado de sefalizacion a través de dicho receptor sortilina, y
c) comparar la medicion de la etapa b) con una medicién obtenida en ausencia del compuesto que se va a ensayar,

d) en donde la diferencia en las dos cantidades identifica el efecto de dicho antagonista en dicho mamifero no
humano que expresa el receptor de forma natural.

5.- Un método para determinar el grado de inhibicién de un antagonista seleccionado de proteinas, péptidos,
polipéptidos, anticuerpos, ARN de sentido contrario, ADN de sentido contrario, moléculas organicas pequefias o
ARNip, en la actividad de un receptor sortilina en un mamifero no humano que expresa dicho receptor con un
segundo mamifero no humano que carece de expresion de dicho receptor y un tercer mamifero no humano que
expresa en exceso dicho receptor, comprendiendo dicho método las etapas de:

a) proporcionar un mamifero no humano que expresa dicho receptor sortilina, y
b) proporcionar un mamifero no humano que no expresa dicho receptor sortilina, y
c) proporcionar un mamifero no humano que expresa en exceso dicho receptor sortilina, y
d) proporcionar ApoB como agonista de dicho receptor sortilina, y
€) proporcionar una biblioteca de potenciales antagonistas, y
f) administrar dicha biblioteca de antagonistas a dicho mamifero no humano de a), b) y c) respectivamente, y
g) determinar
i) la cantidad de antagonista unido a dicho receptor sortilina, y/o

ii) la cantidad de antagonista internalizado por dicho receptor sortilina, y/o
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iii) el grado de sefializacion a través del receptor sortilina, en cada uno de los mamiferos no humanos en a),
b)yc),y

h) comparar la cantidad de antagonista determinada en la etapa g) usando a) con la cantidad determinada en g)
usando b) y la cantidad determinada en g) usando c),

i) en donde la diferencia en las cantidades identifica un antagonista
i) capaz de unirse a dicho receptor sortilina, y/o
ii) capaz de inhibir la sefializacion a través de dicho receptor sortilina, y/o
ii) capaz de inhibir la internalizacion de dicho agonista de ApoB de dicho receptor sortilina.

6.- El método segun las reivindicaciones 1-5, en donde dicho antagonista es un anticuerpo seleccionado del grupo
que consiste en: anticuerpos policlonales, anticuerpos monoclonales, anticuerpos humanizados, anticuerpos de una
cadena, anticuerpos recombinantes.

7.- El método segun las reivindicaciones 1-6, en donde dicho antagonista es un anticuerpo dirigido contra la parte
extracelular de la sortilina.
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Competicién por la unién a sSortilina inmovilizada entre YIL marcado con
GST (GST-YIL) 100 nM Y los péptidos especificados
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Fig. 10
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Competicién por la unién a sSortilina inmovilizada entre YIL marcado con
GST (GST-YIL) 100 nM Y los péptidos especificados
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Fig. 10, continuacién
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Competicidn por la unidn a sSortilina inmovilizada entre YIL marcado con
GST (GST-YIL) 100 nM vy los péptidos especificados
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Fig. 10, continuacién
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Competicidon por la unién a sSortilina inmovilizada entre YIL marcado con
GST (GST-YIL) 100 nM y los peptidos especificados
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Fig. 10, continuacion
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