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DESCRIPCION
Composiciones y usos para tratar proteinosis alveolar pulmonar
ANTECEDENTES

La lisil oxidasa (LO o LOX) es una oxidasa de amina que contiene cobre que oxida sustratos de amina primaria a
aldehidos reactivos. La LOX cataliza la desaminacién oxidativa de residuos de peptidil lisina y de hidroxilisina en
colagenos, y de residuos de peptidil lisina en elastina, y ayuda en la formaciéon de la matriz extracelular. Los
peptidilaldehidos resultantes normalmente condensan y experimentan reacciones de oxidacién para formar las
reticulaciones covalentes derivadas de lisina requeridas para la integridad estructural normal de la matriz
extracelular. Habitualmente se liberan peréxido de hidrogeno (H202) y amonio en cantidades estequiométricas con el
producto de peptidilaldehido.

La LOX puede oxidar ciertos residuos de lisina en colageno y elastina fuera de la célula; sin embargo, también
puede actuar intracelularmente, donde puede regular la expresion génica. Ademas, la LOX puede inducir la
quimiotaxia de monocitos, fibroblastos y células del musculo liso. La propia LOX puede ser inducida por varios
factores y esteroides tales como TGF-3, TNF-a e interferon (Csiszar, Prog. Nucl. Acid Res. 70:1-32 (2001)). La LOX
también se ha implicado en diversas funciones biolégicas tales como la regulacion del desarrollo, la supresiéon de
tumores, la movilidad celular y la senescencia celular. La diversas funciones de la LOX y sus recientemente
descubiertos miembros de la familia de las amino oxidasas, la lisil oxidasa o las proteinas de tipo lisil oxidasa (LOR o
LOXL), pueden desempefiar importantes funciones con respecto a su localizacion intracelular y extracelular.

La expresion o la implicacion de LOX y LOXL en enfermedades también puede variar. Esto puede ser debido a
varias razones, tales como la diferencia en la distribucion tisular, los dominios de procesado, la regulaciéon de la
actividad, asi como a otras diferencias entre las proteinas Por ejemplo, LOX y LOXL participan en enfermedades
fibréticas, ya que tanto LOX como LOXL son altamente expresadas en los miofibroblastos que rodean las areas
fibréticas (Kagen, Pathol. Res. Pract. 190:910-919 (1994); Murawaki et al., Hepatology 14:1167-1173 (1991); Siegel
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 75: 2945-2949 (1978); Jourdan Le-Saux et al., Biochem. Biophys. Res. Comm.
199:587-592 (1994); Kim et al., J. Cell Biochem. 72:181-188 (1999)). La LOX y las diversas LOXL también participan
en varios canceres. Por ejemplo, LOXL y LOXL4 han mostrado estar silenciadas epigenéticamente y pueden inhibir
la via de sefalizacién de la cinasa regulada por ras/sefial extracelular en cancer de vejiga humano (Wu et al.,
Cancer Res. 67:4123-4129 (2007)). Otros han mostrado regulacion por incremento selectiva y una amplificacion del
gen LOXL4 en carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello (Gorough et al., J. Pathol. 212:74-82 (2007)).
LOX y LOX2 también participan en varios tumores, tales como cancer de colon y de eso6fago (Csiszar, Prog. Nucl.
Acid Res. 70:1-32 (2001)). En cancer de mama, la LOX y los miembros de la familia de las LOXL se han relacionado
con el cancer (Kirschmann et al., Cancer Res. 62:448-4483 (2002)).

Tazawa et al., Respirology (2006) 11, S61-S64, describen un estudio piloto de terapia de inhalacién de factor
estimulante de colonias de granulocitos-macréfagos para pacientes con proteinosis alveolar pulmonar idiopatica.

Por lo tanto, hay una necesidad de composiciones y métodos para modular la actividad de LOX y LOXL. Uno de
tales métodos es mediante el uso de interferencia por ARN (iIARN). iIARN se refiere a métodos de silenciamiento
post-transcripcional de genes especificos de secuencia, que esta mediado por un ARN bicatenario (ARNbc)
denominado ARN interferente corto (ARNic). La iARN es un mecanismo enddgeno que usa pequefios ARN no
codificantes para silenciar la expresion génica. Cuando se introduce un ARNic en una célula, se une a la maquinaria
de la iIARN endégena para alterar el nivel del ARNm que contiene secuencias complementarias con alta
especificidad. La respuesta de la iARN implica un complejo de endonucleasa conocido como el complejo silenciador
inducido por ARN (RISC), que media en la escision de un ARN monocatenario complementario a la hebra
antisentido del duplex de ARNic. La escision del ARN diana tiene lugar en el centro de la region complementaria a la
hebra antisentido del duplex de ARNic (Elbashir et al., Genes Dev. 15:188-200, (2001)).

Como resultado, hay una necesidad de composiciones que modulen LOX y LOXL, tal como mediante el uso de
iIARN. También son necesarios métodos de uso de tales composiciones para tratar y diagnosticar afecciones. La
presente divulgacion trata estas necesidades y proporciona también otras ventajas.

SUMARIO

La expresion de la LOXL2 esta correlacionada con la proteinosis alveolar pulmonar, y como tal puede usarse para un
diagndstico y tratamiento precisos de la proteinosis alveolar pulmonar (PAP).

Por consiguiente, la presente invencion proporciona un agente para su uso en inhibir la proteinosis alveolar pulmonar
(PAP) en un sujeto, en el que el agente modula la expresion o actividad de la proteina LOXL2, en el que el agente
comprende un polinucleétido que comprende una primera secuencia hibridable con un polinucleétido que codifica
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LOXL2, una segunda secuencia complementaria a la primera secuencia, y una secuencia de enlace que une la
primera secuencia con la segunda secuencia, en el que la primera secuencia comprende SEQ ID NO: 21.
La invencion se define por las reivindicaciones adjuntas.

Ademas de la presente invencion, la presente divulgacion proporciona composiciones farmacéuticas y métodos
Utiles para modular la angiogénesis y fibrosis, y para tratar cancer, inhibiendo las metastasis y tumores en un sujeto,
tal como tumores primarios. Composiciones y métodos adicionales proporcionados por la presente divulgacion se
tratan en este documento a continuacion.

En un aspecto, la presente divulgacién proporciona un polinucleétido aislado que comprende una primera secuencia
hibridable con una secuencia de polinucleétidos que codifica LOXL2 o la SEQ ID NO. 2, una segunda secuencia
complementaria a la primera secuencia, y una secuencia de enlace que une la primera secuencia con la segunda
secuencia. La secuencia de enlace puede formar una estructura de bucle en horquilla. La primera secuencia puede
comprender la SEQ ID NO. 20 o 21. También se proporciona un polinucleétido aislado que comprende SEQ ID NO.
20 o 21. El polinucleétido aislado puede tener al menos dos veces la longitud de SEQ ID NO. 20 o 21.

El polinucleétido aislado que comprende la SEQ ID NO. 20 puede comprender adicionalmente una segunda
secuencia complementaria a ella. Alternativamente, el polinucleétido aislado que comprende SEQ ID NO. 21 puede
comprender adicionalmente una segunda secuencia complementaria a ella. Los polinucleétidos aislados que
comprenden SEQ ID NO. 20 o 21 también pueden comprender una estructura de bucle en horquilla. Adicionalmente
se proporcionan vectores de expresion que comprenden los polinucleétidos aislados, asi como células huésped que
comprenden los vectores de expresion.

En otro aspecto, se proporcionan composiciones farmacéuticas que comprenden un polinucleétido que comprende
una primera secuencia hibridable con una secuencia de polinucleétidos que codifica LOXL2 o SEQ ID NO. 2, una
segunda secuencia complementaria a la primera secuencia, y una secuencia de enlace que une la primera
secuencia con la segunda secuencia; y un excipiente farmacéutico. También se proporcionan composiciones
farmacéuticas que comprenden un polinucleétido que comprende SEQ ID NO. 20 o 21; y un excipiente farmacéutico.

La presente divulgacion también proporciona métodos de administracion de las composiciones descritas en este
documento. También se desvelan métodos para inhibir el crecimiento tumoral primario, la metastasis, la fibrosis o la
angiogénesis en un sujeto. Los métodos pueden comprender administrar al sujeto una cantidad eficaz de un
polinucleétido para inhibir el crecimiento tumoral primario, la metastasis, la fibrosis o la angiogénesis en el sujeto. El
polinucleétido puede comprender una primera secuencia hibridable con una secuencia de polinucleétidos que
codifica LOXL2 o SEQ ID NO. 2, una segunda secuencia complementaria a la primera secuencia, y una secuencia
de enlace que une la primera secuencia con la segunda secuencia. El polinucleétido puede comprender una
secuencia de enlace que forma una estructura de bucle en horquilla. La primera secuencia puede comprender SEQ
ID NO. 20 o 21. Los métodos también engloban la administracion a un sujeto de un polinucleétido que comprende
SEQ ID NO. 20 o 21 para inhibir el crecimiento tumoral primario, la metastasis, la fibrosis o la angiogénesis en el
sujeto.

También se proporcionan métodos para tratar PAP en un sujeto. La presente divulgacion proporciona métodos que
comprenden administrar al sujeto una cantidad eficaz de un agente para inhibir PAP, en los que el agente modula la
expresion o la actividad de una lisil oxidasa o una proteina de tipo lisil oxidasa. También se proporcionan métodos
para detectar PAP en un sujeto, en los que al sujeto se le administra un agente que detecta la expresién o la
actividad de una lisil oxidasa o de una proteina de tipo lisil oxidasa, en la que la expresion o la actividad se usan para
diagnosticar PAP en el sujeto. El nivel o la actividad de la lisil oxidasa puede ser el de LOXL2, LOXL3, o ambas, y el
agente usado para tratar o diagnosticar PAP puede ser un anticuerpo, una molécula pequefia, molécula antisentido,
ribozima, una ADNzima, oligonucleétidos formadores de triple hélice, ARNic o ARNph. El agente puede ser un
inhibidor de la lisil oxidasa o proteina de tipo lisil oxidasa, tal como LOXL2, LOXL3, o ambas.

La presente divulgacién proporciona un polinucleétido aislado que comprende una primera secuencia hibridable con
una secuencia de polinucleétidos que codifica SEQ ID NO: 2, una segunda secuencia complementaria a la primera
secuencia, y una secuencia de enlace que une la primera secuencia con la segunda secuencia.

La presente divulgacién proporciona un polinucleétido aislado, en el que la secuencia de enlace forma una estructura
de bucle en horquilla.

La presente divulgacion proporciona un polinucleétido aislado, en el que la primera secuencia comprende SEQ ID
NO. 20 o 21.

La presente divulgacion proporciona un polinucleétido aislado que comprende SEQ ID NO. 20. La presente
divulgacion proporciona un polinucleétido aislado, en el que el polinucleétido aislado es al menos dos veces la
longitud de SEQ ID NO. 20.

La presente divulgacion proporciona un polinucleétido aislado que comprende ademdas una secuencia
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complementaria a SEQ ID NO. 20.

La presente divulgacion proporciona un polinucleétido aislado, en el que el polinucleétido comprende una estructura
de bucle en horquilla.

La presente divulgacién proporciona un polinucleétido aislado que comprende SEQ ID NO. 21.

La presente divulgacion proporciona un polinucleétido aislado, en el que el polinucleétido aislado es al menos dos
veces la longitud de SEQ ID NO. 20.

La presente divulgacion proporciona un polinucleétido aislado que comprende ademas una secuencia
complementaria a SEQ ID NO. 21.

La presente divulgacion proporciona un polinucleétido aislado, en el que el polinucleétido comprende una estructura
de bucle en horquilla.

La presente divulgacion proporciona un vector de expresion que comprende un polinucleétido de SEQ ID NO. 2, 20 o
21.

La presente divulgacion proporciona una célula huésped que comprende el vector de expresion que comprende un
polinucleétido de SEQ ID NO. 2, 20 o 21.

La presente divulgacién proporciona una composicion farmacéutica que comprende:

(@ un polinucleétido que comprende una primera secuencia hibridable con una secuencia de
polinucleétidos que codifica SEQ ID NO. 2, una segunda secuencia complementaria a dicha primera
secuencia, y una secuencia de enlace que une dicha primera secuencia con dicha segunda secuencia; y,
(b) un excipiente farmacéutico.

La presente divulgacién proporciona una composicion farmacéutica que comprende:

(c) un polinucleétido que comprende SEQ ID NO. 20 0 21, y,
(d) un excipiente farmacéutico.

La presente divulgacién proporciona un método para inhibir el crecimiento tumoral en un sujeto que comprende
administrar al sujeto una cantidad eficaz de un polinucleétido para inhibir el crecimiento tumoral, en el que el
polinucleétido comprende una primera secuencia hibridable con una secuencia de polinucleétidos que codifica SEQ
ID NO. 2, una segunda secuencia complementaria a la primera secuencia, y una secuencia de enlace que une la
primera secuencia con la segunda secuencia.

La presente divulgacion proporciona un método para inhibir la metastasis en un sujeto que comprende administrar al
sujeto una cantidad eficaz de un polinucledtido para inhibir la metastasis, en el que el polinucleétido comprende una
primera secuencia hibridable con una secuencia de polinucleétidos que codifica SEQ ID NO. 2, una segunda
secuencia complementaria a la primera secuencia, y una secuencia de enlace que une la primera secuencia con la
segunda secuencia.

La presente divulgacion proporciona un método para inhibir la fibrosis en un sujeto que comprende administrar al
sujeto una cantidad eficaz de un polinucleétido para inhibir la fibrosis, en el que el polinucleétido comprende una
primera secuencia hibridable con una secuencia de polinucleétidos que codifica SEQ ID NO. 2, una segunda
secuencia complementaria a la primera secuencia, y una secuencia de enlace que une la primera secuencia con la
segunda secuencia. La presente divulgacién proporciona un método para inhibir la angiogénesis en un sujeto que
comprende administrar al sujeto una cantidad eficaz de un polinucleétido para inhibir la angiogénesis, en el que el
polinucleétido comprende una primera secuencia hibridable con una secuencia de polinucleétidos que codifica SEQ
ID NO. 2, una segunda secuencia complementaria a la primera secuencia, y una secuencia de enlace que une la
primera secuencia con la segunda secuencia.

La presente divulgaciéon proporciona un método, en el que la secuencia de enlace forma una estructura de bucle en
horquilla.

La presente divulgacion proporciona un método, en el que la primera secuencia comprende SEQ ID NO. 20 o 21.

La presente divulgacion proporciona un método para inhibir el crecimiento tumoral en un sujeto que comprende
administrar una cantidad eficaz de un polinucleétido para inhibir crecimiento tumoral en el sujeto, en el que el
polinucleétido comprende SEQ ID NO. 20 o 21. La presente divulgacién proporciona un método para inhibir la
metastasis en un sujeto que comprende administrar una cantidad eficaz de un polinucleétido para inhibir metastasis
en el sujeto, en el que el polinucledtido comprende SEQ ID NO. 20 o 21.
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La presente divulgacion proporciona un método para inhibir la fibrosis en un sujeto que comprende administrar una
cantidad eficaz de un polinucleétido para inhibir la fibrosis en el sujeto, en el que el polinucleétido comprende SEQ
ID NO. 20 0 21.

La presente divulgacion proporciona un método para inhibir la angiogénesis en un sujeto que comprende administrar
una cantidad eficaz de un polinucleétido para inhibir la angiogénesis en el sujeto, en el que el polinucleétido
comprende SEQ ID NO. 20. La presente divulgacién proporciona un método en el que el polinucleétido es al menos
dos veces la longitud de SEQ ID NO. 20.

La presente divulgacion proporciona un método, en el que el polinucleétido comprende ademdas una secuencia
complementaria a SEQ ID NO. 20.

La presente divulgacion proporciona un método para inhibir el crecimiento tumoral en un sujeto que comprende
administrar una cantidad eficaz de un polinucleétido para inhibir el crecimiento tumoral en el sujeto, en el que el
polinucleétido comprende SEQ ID NO. 21.

La presente divulgacion proporciona un método para inhibir la metastasis en un sujeto que comprende administrar
una cantidad eficaz de un polinucleétido para inhibir la metastasis en el sujeto, en el que el polinucleétido comprende
SEQ ID NO. 21.

La presente divulgacion proporciona un método para inhibir la fibrosis en un sujeto que comprende administrar una
cantidad eficaz de un polinucleétido para inhibir la fibrosis en el sujeto, en el que el polinucleétido comprende SEQ
ID NO. 21.

La presente divulgacion proporciona un método para inhibir la angiogénesis en un sujeto que comprende administrar
una cantidad eficaz de un polinucleétido para inhibir la angiogénesis en el sujeto, en el que el polinucleétido
comprende SEQ ID NO. 21. La presente divulgacion proporciona un método, en el que el polinucledtido es al menos
dos veces la longitud de SEQ ID NO. 21.

La presente divulgacion proporciona un método, en el que el polinucleétido comprende ademdas una secuencia
complementaria a SEQ ID NO. 21.

La presente divulgacién proporciona un método, en el que el polinucleétido comprende una estructura de bucle en
horquilla.

La presente divulgacion proporciona un método para tratar proteinosis alveolar pulmonar (PAP) en un sujeto que
comprende administrar una cantidad eficaz de un agente para inhibir PAP en el sujeto, en el que el agente modula la
expresion o actividad de una lisil oxidasa o proteina de tipo lisil oxidasa.

La presente divulgacion proporciona un método para detectar proteinosis alveolar pulmonar (PAP) en un sujeto que
comprende administrar al sujeto un agente que detecta una expresion o actividad de una lisil oxidasa o proteina de
tipo lisil oxidasa, en el que la expresién o actividad se usa para diagnosticar PAP en el sujeto.

La presente divulgacion proporciona un método, en el que la proteina de tipo lisil oxidasa es LOXL2 o LOXL3.

La presente divulgacién proporciona un método, en el que el agente es un anticuerpo, una molécula pequefia,
molécula antisentido, ribozima, ADNzima, oligonucledtidos formadores de triple hélice, ARNic o ARNph.

La presente divulgacion proporciona un método, en el que el agente es un inhibidor de la lisil oxidasa o proteina de
tipo lisil oxidasa.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Puede obtenerse una mejor comprension de las caracteristicas y ventajas de la presente invencion por referencia a
la siguiente descripcion detallada, que establece realizaciones ilustrativas en las que se utilizan los principios de la
invencion, y los dibujos adjuntos de la misma:

La FIG. 1 ilustra las secuencias del ARNph de LOXL2. Cada secuencia forma una horquilla y las secuencias
subrayadas en cada una son hebras sentido/antisentido. Los ARNph se expresan usando el vector pLKO.1-
puro (disponible de Sigma) para permitir la transfeccion transitoria o estable del ARNph, asi como la produccion
de particulas lentivirales.

La FIG. 2 es un esquema que ilustra el ensayo de invasion tumoral.

La FIG. 3 ilustra la expresion de LOXL2 en (A) células cancerosas MDA-MDB 231/LM2-4 y HT1080 y en (B)
células de cancer de mama MDA-MB 231 y de melanoma YU/PAC2, infectadas con vectores lentivirales que
dirigen la expresion del ARNph especifico de LOXL2 195 o 197 (también denominados sh.LoxI2.195 o
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sh.LoxI2.197, respectivamente)

La FIG. 4 es una microfotografia que ilustra el cambio morfolégico en las células infectadas con vectores
lentivirales que dirigen la expresién de sh.LoxI2.195 o de sh.LoxI2.197.

La FIG. 5 es (A) una microfotografia que ilustra el efecto de los vectores lentivirales que dirigen la expresién de
sh.LoxI2.195 o sh.LoxI2.197 en células de cancer de mama MDA-MB-231 y de fibrosarcoma HT1080 en el
ensayo de invasion tumoral. (B) es una transferencia Western que muestra el silenciamiento de la expresion de
LOXL2 y (C) que muestra el nimero de células invasoras por campo.

La FIG. 6 es una microfotografia que ilustra la expresion de LOXL2 y LOXL3 en tejido de pulmén normal y con
PAP.

La FIG. 7 ilustra la tincion con rodamina faloidina de células MDA-231. (A) Células MDA-231 no mutantes y
células MDA-231 estables lentivirales infectadas de control con tincién con faloidina de F-actina revelan largas
fibrillas tipicas de una célula que ha experimentado una transicién epitelial-mesenquimatosa (EMT). (B) Células
MDA-231 infectadas con sh.LoxI2.195 estan empobrecidas en LOXL2 y revelaron un efecto "borde" cerca de la
membrana celular, mas tipico de una célula epitelial normal.

La FIG. 8 ilustra el desarrollo de un tumor primario en ratones inyectados con células MDA-231 si-control (si-c)
0 con sh.LoxI2.195 (si-195). Las células MDA-231 se infectaron con ARNph de control que codifica lentivirus o
el vector de expresion de lentivirus sh.LoxI2.195. Las células se seleccionaron con puromicina y se determind
la expresion de Loxl2 antes de la inyeccion en los paniculos adiposos mamarios de ratones hembras balb/c
nu/nu. (A) El volumen del tumor se midié 6, 11, 14, 18, 22, 25 y 27 dias después de la inyeccion. (B) llustra el
peso del tumor de ratones MDA-231 si-control frente a sh.LoxI2.195 (si-195) 27 dias después de la inyeccion.
La FIG. 9 ilustra los genes de células cancerosas afectadas por la expresion en exceso de LOXL2 o inhibicion
de la expresion de LoxI2. (A) Genes regulados por incremento en células MCF-7 que expresan en exceso
LOXL2 recombinante. La expresion génica se midi6 por RT-PCR y transferencia Western. Las células se
transfectaron con una construccion regulada por tetraciclina que expresa la LOXL2 (clones 12 y 14), el vector
lentiviral de control que contiene un ARNph (WT) no relacionado o un mutante de LOXL2 que es
enzimaticamente inactivo debido a una mutacién en su motivo LTQ (Y689F). (B) Infeccién con la expresion
dirigida de lentivirus de ARNph dirigida contra LoxI2. C = ARNph de control, L2 = sh.Lox|2.195

La FIG. 10 ilustra que la expresion de LOXL2 se potencia por hipoxia. (A) Las células se incubaron en una
camara de hipoxia. El control se incubé en condiciones normoxicas (estufa de incubacion normal). EI ARN se
preparé a partir de las células al final del experimento, y se amplificd por RT-PCR. PC = células que expresan
LOXL2 recombinante, NC = PCR sin RT. (B) Se evaluaron los niveles de LOXL2 por transferencia Western.
Las células se estimularon durante los tiempos indicados con la concentracién indicaba de CoCl,. Se
prepararon concentraciones iguales de lisados celulares con tampén de lisis. Los lisados celulares se
separaron sobre un gel SDS/PAGE en gradiente, se transfirieron y se sondaron con los anticuerpos anti-LOXL2
de los presentes inventores. Se rasparon las membranas y se volvieron a sondar con un anticuerpo dirigido
contra actina [3 para verificar que la carga era igual.

La FIG. 11 ilustra la expresién de un receptor de LOXL2 unido a la superficie celular en células endoteliales
humanas derivadas de la vena umbilical (HUVEC). (A) Se yodd LOXL2 y se ensayaron cuatro lineas celulares
diferentes para su unién especifica a LOXL2. Se afiadi6 LOXL2 yodada a cada pocillo y se hizo competicion
con LOXL2 no marcada. (B) LOXL2 no se une especificamente a gelatina, laminina ni fibronectina. Se afadio
LOXL2 yodada a cada pocillo y la competicién se hizo con LOXL2 no marcada. No hubo unién especifica,
demostrando que la unién observada a las células no esta causada por la unién a los componentes de ECM
fibronectina, laminina o gelatina. (C) Se afiadié LOXL2 yodada a cada pocillo y se hizo competicién con LOXL2
no marcada. En ausencia, o con la adicién de 100 ug/ml de heparina (la heparina no inhibe la unién) o después
de una digestién previa con heparinasa (no afecta la unién al posible receptor).

La FIG. 12 ilustra la expresion de LOXL2 y LOXL3 en células neuronales del sistema nervioso central (SNC).
Se realiz6 hibridacion in situ sobre secciones de tejido de corteza cerebral humana normal usando sondas
dirigidas a LOX, LOXL1, LOXL2, o LOXL3. S = sentido, as = antisentido.

DESCRIPCION DETALLADA

Los principios y la operacién de la presente divulgacion pueden comprenderse mejor con referencia a los dibujos y la
descripcion adjuntos. Debe entenderse que la divulgacidon no esta limitada en su aplicacién a los detalles de
construccion y la disposicion de los componentes establecidos en la siguiente descripcion o ilustrados en los dibujos
descritos en la seccion de Ejemplos. La divulgacion es susceptible de otras realizaciones o de ser llevada a la
practica o a cabo de diversas formas. Por tanto, debe entenderse que la fraseologia y la terminologia empleada en
este documento es con fines descriptivos, y no deberian interpretarse como limitantes.

La presente divulgacion proporciona composiciones farmacéuticas y métodos que pueden usarse para modular la
angiogénesis y para inhibir el crecimiento tumoral, la invasividad tumoral y la fibrosis tumoral. Por ejemplo, la
presente divulgacién puede usarse para suprimir el crecimiento tumoral y la metastasis, asi como para tratar y
diagnosticar trastornos tales como, por ejemplo, artritis, retinopatia diabética, psoriasis, vasculitis y PAP.

Los innovadores métodos y las composiciones descritas incluyen el uso de un inhibidor de LOX o LOXL, tales como
agentes que inhiben LOXL2. Un ejemplo de LOX o LOXL incluye la enzima que tiene una secuencia de aminoacidos
sustancialmente idéntica a un polipéptido expresado o traducido a partir de una de las siguientes secuencias: EMBL/
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accesos de GenBank: M94054; AAA59525.1 -- ARNm; S45875; AAB23549.1 - ARNm; S78694; AAB21243.1 -
ARNm; AF039291; AAD02130.1 - ARNm; BC074820; AAH74820.1 - ARNm; BC074872; AAH74872.1 - ARNm;
M84150; AAA59541.1 -- ADN gendmico. Ejemplos particulares de LOXL se describen en Molnar et al., Biochim
Biophys Acta. 1647: 220-24 (2003); Csiszar, Prog. Nucl. Acid Res. 70:1-32 (2001); y en el documento WO 01/83702.
(Se menciona que en estas 3 publicaciones, "LOXL1" hacia referencia a "LOXL", mientras que en la presente
invencion "LOXL" se refiere a una proteina de tipo lisil oxidasa en general, no solo a LOXL1.) Estas enzimas incluyen
LOXL1, codificada por el ARNm depositado en GenBank/EMBL BC015090; AAH15090.1; LOXL2, codificada por el
ARNm depositado en GenBank/EMBL U89942; LOXL3 codificada por el ARNm depositado en GenBank/EMBL
AF282619; AAK51671.1; y LOXL4, codificada por el ARNm depositado en GenBank/EMBL AF338441; AAK71934.1.

LOX o LOXL también engloban un fragmento funcional o un derivado que aln conserva sustancialmente su actividad
enzimatica, catalizando la desaminacién de residuos de lisilo. Normalmente, un fragmento o derivado funcional
retiene al menos el 50 % de su actividad de lisil oxidasa. Un fragmento o derivado funcional puede retener al menos
el 60 %, el 70 %, el 80 %, el 90 %, el 95 %, el 99 % o el 100 % de su actividad de lisil oxidasa. Una LOX o LOXL
pueden incluir sustituciones conservativas de aminoacidos que no alteran sustancialmente su actividad.
Sustituciones conservativas de aminoacidos son conocidas por los expertos en esta técnica y pueden hacerse
generalmente sin alterar la actividad biolégica de la molécula resultante. Aquellos expertos en esta técnica
reconocen que, en general, las sustituciones de aminoacidos individuales en regiones no esenciales de un
polipéptido no alteran sustancialmente la actividad bioldgica.

Los inhibidores usados pueden incluir inhibidores de la familia de enzimas de lisil oxidasas, que catalizan la
formacion de reticulaciones covalentes entre residuos de lisina en fibrillas adyacentes de colageno o de elastina. Se
sabe que existen al menos cinco lisil oxidasas diferentes tanto en seres humanos como en ratones, LOX y cuatro
LOX relacionadas, o proteinas de tipo LOX: LOXL1 (o LOL), LOXL2 (o LOR-1), LOXL3 (0o LOR-2) y LOXL4 (o Lox-
C). Las cinco formas de las lisil oxidasas residen en cinco cromosomas diferentes. Los miembros de esta familia
muestran cierto solapamiento en estructura y funcién, pero parecen tener también funciones distintas. Por ejemplo,
LOX parece ser letal en el parto de ratones (Hornstra et al., J. Biol. Chem. 278:14387-14393 (2003)), mientras que
una deficiencia de LOXL no provoca fenotipo de desarrollo grave (Bronson et al., Neurosci. Lett. 390:118-122
(2005)). La familia de las lisil oxidasas incluye cuatro genes, tales como aquellos con SEC ID NO. 1, 4,50 7, 0
enzimas con las secuencias de aminoacidos en SEC ID NO: 2, 3,6, 80 9.

LOX tiene dominios de proteinas altamente conservados, conservados en varias especies que incluyen al ser
humano, ratén, rata, pollo, peces y Drosophila. La familia humana de las LOX tiene una regién del extremo C
altamente conservada que contiene el dominio catalitico de LOX de 205 aminoacidos. La region conservada
contiene la unién al cobre (Cu), el dominio de tipo receptor de citocina (CRL) y el sitio del cofactor de lisil-
tirosilquinona (LTQ). También se han conservado similarmente 20 residuos de cisteina, estando dos presentes en la
region del prepropéptido y diez en la forma procesada cataliticamente activa de LOX (Csiszar, Prog. Nucl. Acid Res.
70: 1 - 32 (2001)).

La region del prepropéptido de LOX contiene un péptido de sefializacién que es escindido. Se ha predicho que el
sitio de escision esta entre Cys21-Ala22, generando una secuencia sefial de 16 (o 21) y una forma de propéptido de
aminoéacido de 48 kDa de LOX, que, sin cefiirse a teoria alguna, todavia es inactivo. Sin quedar limitado por la teoria,
el propéptido se N-glucosila durante su paso a través del Golgi, produciendo una proenzima inactiva de 50 kDa que
es secretada al entorno extracelular, donde la proenzima, o el propéptido, es escindido entre Gly168-Asp169 por una
metaloendoproteasa, una proteinasa C de procolageno, que son productos de los genes Bmpl, TlI1y TlI2. La BMP |
(proteina morfogenética 6sea I) es una proteinasa C de procolageno que procesa el propéptido dando una enzima
funcional de 30 kDa y un propéptido de 18 kDa. La secuencia que codifica del propéptido estd normalmente
moderadamente conservada (aproximadamente el 60-70 %), mientras que la secuencia que codifica la region de 30
kDa del extremo C de la proenzima en la que esta localizado el sitio activo esta habitualmente altamente conservada
(aproximadamente el 95 %). (Kagan y Li, J. Cell. Biochem. 88: 660-672 (2003); Kagan et al., J. Cell Biochem.
59:329-38 (1995)). Las unidades de N-glucosilo son habitualmente posteriormente eliminadas.

Se han predicho posibles péptidos sefial similares en los extremos amino de LOXL, LOXL2, LOXL3 y LOXL4. Los
sitios de escision sefial predichos estan entre Gly25-GIn26 para LOXL, entre Ala25-GIn26 para LOXL2 y entre
Gly25-Ser26 para LOXL3. El consenso para la escision de BMP-1 en procolagenos y pro-LOX esta entre Ala/Gly-
Asp, y frecuentemente esta seguido de un residuo acido o cargado. Un posible sitio de escision para generar LOXL
activa es Gly303-Asp304, sin embargo, a continuacion esta seguido por una atipica Pro. LOXL3 también tiene un
posible sitio de escision en Gly44y-Asp448, que esta seguido por una Asp, el procesamiento en este sitio puede
producir un péptido activo de un tamafo similar a LOX activa. También se identifico un posible sitio de escision de
BMP-1 dentro de LOXL4, en los residuos Ala569-Asp570 (Kim et al., J. Biol. Chem. 278: 52071-52074 (2003)). La
proteina LOXL2 también puede procesarse analogamente a los otros miembros de la familia de LOX.

Una caracteristica que puede diferir entre las lisil oxidasas y las proteinas de tipo lisil oxidasas son los receptores
con dominios ricos en cisteinas de tipo scavenger (SRCR). LOX y LOXL parecen carecer de dominios SRCR,
mientras que las LOXL2, LOXL3 y LOXL4 tienen cada una cuatro dominios SRCR en el extremo N. Los dominios
SRCR median en la union del ligando de varias proteinas secretadas y de receptor (Hoheneste et al., Nat. Struct.
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Biol. 6: 228-232 (1999); Sasaki et al., EMBO J. 17: 1606-1613 (1998)). Otro dominio que parece ser el Unico de las
LOXL es la presencia de un dominio rico en prolina (Molnar et al., Biochimica Biophsyica Acta 1647: 220-224
(2003)).

La distribucion tisular también puede diferir entre LOX y las diversas LOXL. Por ejemplo, como se muestra en la FIG.
12, LOXL2 y LOXL3 estan altamente expresadas en células neuronales, mientras que LOX y LOXL1 no lo estan.
Asi, en un aspecto, la presente divulgacion engloba la modulacién de la expresién de LOX o LOXL en el SNC, tal
como en el cerebro, o mas especificamente, en células neuronales.

Cada miembro de la familia de enzimas de las LOX incluye un dominio de lisil oxidasa altamente conservado, cuya
actividad es altamente dependiente de la presencia de cobre. La eliminacion de cobre de los tejidos tumorales
conduce a la inhibicion de la angiogénesis (Rabinovitz, J. Natl. Cancer Inst. 91: 1689-1690 (1999); Yoshida et al.,
Neurosurgery 37: 287-292 (1995)). Esto apoya adicionalmente la funcién de la familia de enzimas de las lisil
oxidasas en la angiogénesis, ya que sin cefiirse a teoria alguna, la eliminacién de cobre conduce a la inhibicion de
las lisil oxidasas.

Un apoyo adicional a la actividad angiogénica de las lisil oxidasas se proporciona por los ensayos de unién de PF4-
LOXL2. El PF4 es un inhibidor de la angiogénesis. Como tal, la actividad antiangiogénica mostrada por PF4 puede
ser, sin cefiirse a teoria alguna, efectuada por la inhibicion de LOXL2, que se expresa altamente en las células
endoteliales que revisten los vasos sanguineos. Asi, segun un aspecto de la presente divulgacion, se proporcionan
métodos de modulacién de la angiogénesis.

Angiogénesis

En un adulto, la formacion de nuevos vasos sanguineos en tejidos normales o enfermos esta normalmente regulada
por dos procesos, la vasculogénesis recapitulada (la transformacion de arteriolas preexistentes en pequefias arterias
musculares) y la angiogénesis, el brote de vasos sanguineos existentes (que se produce tanto en el embrién como
en el adulto). Adicionalmente, la expresion de LOXL2 se induce en condiciones hipéxicas (FIG. 10), ya que se cree
gue la angiogénesis es estimulada en los canceres para superar las condiciones hipoxicas.

El proceso de la angiogénesis esta regulado por estimulos biomecéanicos y bioquimicos. Factores angiogénicos tales
como el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y el factor basico de crecimiento de fibroblastos (bFGF)
son liberados por células vasculares, macréfagos y células que rodean a los vasos sanguineos. Estos factores
angiogénicos activan proteasas especificas que participan en la degradacion de la membrana basal. Como resultado
de esta degradacion, las células vasculares migran y proliferan, conduciendo asi a la formacién de nuevos vasos
sanguineos. Se reclutan células peri-endoteliales, tales como los pericitos en los capilares, las células de musculo
liso en vasos mayores y los miocitos cardiacos en el corazén, para proporcionar funciones de mantenimiento y de
modulacion al vaso que se forma.

El establecimiento y la remodelacién de los vasos sanguineos estan controlados por sefiales paracrinas, muchas de
las cuales estan mediadas por ligandos de proteinas que modulan la actividad de los receptores de la tirosina cinasa
transmembranarios. Entre estas moléculas estan el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y sus familias
de receptores (VEGFR-1, VEGFR-2, neuropilina-1 y neuropilina-2), las angiopoyetinas 1-4 (Ang-1, Ang-2, etc.) y sus
receptores respectivos (Tie-1 y Tie-2), el factor basico de crecimiento de fibroblastos (bFGF), el factor de crecimiento
derivado de plaquetas (PDGF) y el factor de crecimiento transformante (3 (TGF-p).

El crecimiento de tumores solidos esta limitado por la disponibilidad de nutrientes y oxigeno. Cuando las células
dentro de los tumores solidos comienzan a producir factores angiogénicos o cuando disminuyen los niveles de los
inhibidores de la angiogénesis, se perturba el equilibrio entre las influencias antiangiogénicas y angiogénicas,
iniciando el crecimiento de nuevos vasos sanguineos a partir del lecho vascular existente en el tumor. Este
acontecimiento en la progresiéon del tumor se conoce como cambio angiogénico. Los inhibidores de la angiogénesis
tumoral son capaces de inhibir el crecimiento tumoral en ratones, en algunos casos, parecen inhibir completamente
el crecimiento tumoral e inhibir también la metastasis tumoral, un proceso que se basa en el estrecho contacto entre
la vasculatura y las células tumorales. La angiogénesis desempefia una funcion importante en la progresion del
cancer de mama.

Tales hallazgos han motivado el uso de factores antiangiogénicos conocidos en la terapia del cancer de mama
(Klauber et al., Cancer Res. 57:81-86 (1997); Harris et al.,, Breast Cancer Res. Treat. 38, 97-108 (1996);
Weinstatsaslow et al., Cancer Res. 54: 6504-6511 (1994)). Durante la pasada década se han aislado varios
inhibidores de la angiogénesis novedosos, que incluyen los inhibidores de la sefializaciéon por el VEGF (Neufeld et
al., FASEB J. 13:9-22 (1999)) e inhibidores de procesos que conducen a la maduracion y la estabilizacién de nuevos
vasos sanguineos. Se han usado anticuerpos anti-integrinas como inhibidores de la maduracion de los vasos
sanguineos (Brooks et al., Cell 79:1157-1164 (1994); Brooks et al., Cell 92: 391 - 400 (1998)).

Aunque ahora estan disponibles comercialmente varios farmacos antiangiogénicos, los mecanismos
antiangiogénicos de la mayoria de estos farmacos (por ejemplo, angiostatina y endostatina) siguen siendo confusos
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(O'Reilly et al., Cell 88: 277-285 (1997); O'Reilly et al., Nature Med. 2: 689-692 (1996)). Dado que la angiogénesis
puede ser iniciada por muchos factores angiogénicos (posiblemente compensatorios), es probable que los factores
antiangiogénicos que se dirigen a los Ultimos procesos en la respuesta antiangiogénica, tal como la maduracion de
los vasos, 0 una combinacion de factores antiangiogénicos, sean eficaces para detener la formacion de vasos.

El factor plaquetario 4 (PF4) es una proteina antiangiogénica normalmente secuestrada en las plaquetas (Tanaka et
al., Nature Med. 3:437-442 (1997); Maione et al., Science 247:77-79 (1990); Neufeld et al., The Cytokine Reference:
A compendium of cytokines and other mediators of host defence (Oppenheim, J. J. y Feldmann, M. eds) Academic
Press (2000)). El PF4 inhibe la angiogénesis usando mecanismos poco definidos (Gengrinovitch et al., J. Biol. Chem.
270:15059-15065 (1995); Brown y Parish, Biochemistry 33:13918-13927 (1994); Gupta y Singh, J. Cell Biol.
127:1121-1127 (1994); Watson et al., J. Clin. Invest. 94:261-268 (1994)). Previamente se habia especulado con que
el PF4 se une a los proteoglucanos de sulfato de heparano de la superficie celular, y de esta forma inhiben la
actividad de los factores de crecimiento angiogénicos tales el factor basico de crecimiento de fibroblastos (Watson et
al., J. Clin. Invest. 94: 261-268 (1994)).

Por ejemplo, las composiciones y los métodos descritos en la presente divulgacion pueden usarse para suprimir el
crecimiento tumoral mediante la inhibicion de la angiogénesis, o mediante la inhibicién directa del crecimiento
tumoral (tal como del crecimiento tumoral primario), suprimiendo la metastasis, asi como para tratar y diagnosticar
trastornos tales como, por ejemplo, artritis, retinopatia diabética, psoriasis y vasculitis, y proteinosis alveolar
pulmonar primaria.

Tumores metastasicos y primarios

La prevencion, la reduccion y el diagnéstico de tumores son importantes en la prevencion y el tratamiento del cancer.
La transicion desde un tumor localizado hasta un tumor invasivo y metastasico representa un punto de referencia en
el desarrollo de la enfermedad maligna, ya que habitualmente esta asociado con un pronéstico notablemente peor.
La comprensién de los procesos que gobiernan esta transicion es, por tanto, de importancia fundamental, y las
funciones de LOX y LOXL en estos procesos pueden usarse no solo para una comprension adicional de este
proceso, sino usarse también para tratar, prevenir o diagnosticar tumores primarios y metastasicos.

Por ejemplo, la expresion de LOXL2 puede disminuirse en células de cancer de mama, células de melanoma y
células de fibrosarcoma usando ARNph o ARNic (FIGS. 3, 5B). La administracion de ARNph o ARNic que se dirijan
a LOXL2 conducen a una transicién de tipo EMT hacia MET (FIG. 4, FIG. 7), asi como a una disminucién en la
invasion celular (FIG. 5), apoyando ademas la funcion de LOXL2 en la metastasis tumoral, y la modulacién de la
expresion de LOXL2 puede ayudar a inhibir la actividad metastasica. La inhibicion de LOXL2 también puede usarse
en inhibir el crecimiento tumoral y reducir tumores primarios. La inhibicion del crecimiento tumoral puede ser
preventiva. Alternativamente, la inhibicion del crecimiento tumoral primario puede ser una reduccion de la masa del
tumor, por ejemplo, puede reducirse la masa del tumor en comparacion con el tamafio o el volumen del tumor
cuando se detecté inicialmente. La inhibicién puede ser en la velocidad de crecimiento del tumor primario, por
ejemplo, la masa o el volumen del tumor primario aumenta a una velocidad menor en comparacion con un sujeto no
tratado con las composiciones desveladas en este documento, por ejemplo, como se muestra en la FIG. 8.

Cancer de mama

En el cancer de mama, la transiciéon desde un tumor localizado hacia un tumor invasivo/metastasico esta asociada
en muchos casos a la formacién de focos fibréticos y desmoplasia, que es la presencia de estroma de colageno
excepcionalmente denso, dentro del tumor primario (Colpaert et al., Am. J. Surg. Pathol. 25, 1557 (2001); Hasebe et
al., Pathology International 50: 263-272 (2000)). Puede existir una correlacion similar en otros tipos de canceres,
tales como los canceres de colon y de pancreas (Nishimura et al., Virchows Arch. 433:517-522 (1998); Ellenrieder et
al., Int. J. Cancer 85:14-20 (2000)). Estas observaciones representan aparentes paradojas a primera vista, dado que
la invasividad se ha asociado durante mucho tiempo con la destruccién de matriz extracelular por enzimas de
degradacion de la matriz extracelular como las metaloproteasas (Stamenkovic, Semin. Cancer Biol. 10:415-433
(2000); Duffy et al., Breast Cancer Res. 2: 252-257 (2000)) y la heparanasa (Vlodavsky y Friedmann, J. Clin. Invest
108:341-347 (2001)). Sin embargo, es posible que la deposicion de exceso de matriz extracelular pueda estimular a
su vez la expresion de las enzimas de degradacion de la matriz extracelular, que contribuird en ciertas circunstancias
a la invasion tumoral. De hecho, existen ciertas pruebas de que un aumento en la deposicién de matriz extracelular
puede efectivamente influir en la produccion de enzimas de degradacion de la matriz extracelular (Schuppan et al.,
Semin. Liver Dis. 21:351-372 (2001); Swada et al., Int. J. Oncol. 19:65-70 (2001)).

Cancer de colon

El cancer del tracto gastrointestinal (Gl), especialmente el cancer de colon, es una enfermedad altamente tratable y a
menudo curable cuando estéa localizada en el intestino. La cirugia es el tratamiento primario y produce una curacion
en aproximadamente el 50 % de los pacientes. Las recidivas tras la cirugia es un problema importante y a menudo
es la causa final de la muerte. Practicamente todos los casos de cancer colorrectal surgen a partir de poélipos
adenomatosos, algunos de los cuales maduran hacia poélipos grandes, que experimentan un crecimiento y un
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desarrollo anormales, y finalmente progresan hasta cancer. Esta progresién pareceria tardar al menos 10 afios en la
mayoria de los pacientes, convirtiéndola en una forma facilmente tratable de cancer si se diagnostica
tempranamente, cuando el cancer esta localizado.

Los procedimientos estandar habitualmente usados para establecer un diagnéstico definitivo de un cancer del tracto
Gl incluyen estudios con bario, endoscopia, biopsia y tomografia computerizada (Brennan et al., Cancer: Principles
and Practice of Oncology, Cuarta Edicion, pags. 849-882, Filadelfia, Pa.: J. B. Lippincott Co. (1993)).

El pronéstico del cancer de colon esta normalmente relacionado con el grado de penetracién del tumor a través de la
pared intestinal y la presencia o ausencia de una implicacion ganglionar. Estas dos caracteristicas forman
habitualmente la base de los sistemas de estadificacion desarrollados para esta enfermedad. La estadificacion se
realiza habitualmente por un patélogo sobre secciones tisulares obtenidas mediante biopsia y/o cirugia y tiene como
objetivo determinar la extensiéon anatémica de la enfermedad. La estadificacion precisa es critica para predecir el
desenlace del paciente y proporcionar criterios para disefiar una terapia éptima. Una estadificacion poco precisa
puede producir malas decisiones terapéuticas, y es un problema clinico importante en el cancer de colon.

Proteinosis alveolar primarla (PAP)

La PAP es un trastorno pulmonar raro de etiologia desconocida caracterizado por alveolos llenos de material
floculado que se tifie positivamente usando el método del acido peryddico-Schiff (PAS) y se deriva de fosfolipidos
tensioactivos y componentes de proteina. Es probable que LOXL2 y LOXL3 desempefien una funcion en PAP, ya
gque ambas se expresan en tejido de PAP, pero no en tejido pulmonar normal (FIG. 6).

Se reconocen dos formas, (1) la primaria (idiopatica) y (2) la secundaria (debida a infecciones pulmonares; tumores
malignos hematolégicos; e inhalacién de polvos de minerales tales como silice, 6xido de titanio, aluminio e
insecticidas). La incidencia de la PAP es elevada en pacientes con tumores malignos hematoldgicos y SIDA, lo que
sugiere una relaciéon con una disfuncién inmunitaria.

En la PAP los alveolos estan llenos de material proteinaceo, que ha sido ampliamente analizado y se ha
determinado que es tensioactivo normal compuesto de lipidos y las proteinas asociadas a tensioactivo A, B, Cy D
(SP-A, SP-C, SP-D). Existen pruebas de un defecto en el mecanismo homeostatico bien de la produccion del
tensioactivo o bien en su eliminacién por los macrofagos alveolares y el elevador mucociliar. Se ha demostrado una
clara relacion entre la PAP y una alteracién en la maduracién de macrofagos.

La PAP tiene una prevalencia estimada de 1 caso por 100.000 de poblacion, y previamente se ha informado de
tasas de mortalidad tan altas como del 30 % durante varios afios desde el inicio de la enfermedad. La tasa de
mortalidad real puede ser menor del 10 %. La incidencia en machos es 4 veces mayor que en hembras. Los
pacientes tienen normalmente 20-50 afios de edad en el momento de presentacion.

Los pacientes con PAP normalmente se presentan con un inicio gradual de los sintomas. Tanto como el 30 % de los
pacientes son asintomaticos, incluso con anomalias difusas en una radiografia de térax (CXR). Los sintomas pueden
incluir los siguientes: tos seca persistente (0 produccion de esputo escaso), disnea progresiva, fatiga y malestar,
pérdida de peso, febricula intermitente y/o sudoracion nocturna, dolor pleuritico de pecho, cianosis y hemoptisis.

La etiologia de la PAP es desconocida. Las causas pueden incluir inhalacién de polvo de silice (silicoproteinosis
aguda), exposicion a insecticidas, polvo de aluminio, diéxido de titanio y otros polvos inorganicos, tumores malignos
hematolégicos, trastornos mieloides, intolerancia a la proteina lisindrica, infeccién por VIH (SIDA), caso clinico de
leflunomida y terapia de la artritis reumatoide modificadora de la enfermedad. Los diagnosticos diferenciales pueden
incluir neumonitis por hipersensibilidad, cancer de pulmén, cancer de pulmén no microcitico, cancer de pulmén
microcelular (microcitico), neumonia por Pneumocystis carinii, edema pulmonar y sarcoidosis cardiégena. El
diagnostico puede realizarse mediante un lavado si se requiere una tincion de PAS. Por lo tanto, la PAP esta
probablemente subdiagnosticada.

Clasicamente se usan biopsias pulmonares en el diagndstico de la PAP: los alveolos llenos de un material no
espumoso. Las biopsias transbronquiales son adecuadas, y no se requiere biopsia abierta de pulmén.

El tratamiento de la PAP depende de la progresion de la enfermedad, infecciones coexistentes y grado de deterioro
fisiolégico. El tratamiento de referencia de la PAP es la eliminacién mecanica del material lipoproteinaceo mediante
lavado pulmonar completo, que a menudo se repite. Histdricamente, los pacientes ha sido tratados con esteroides
sistémicos, mucoliticos (en aerosol) y proteinasa (en aerosol) sin mucho éxito. En la PAP secundaria también se
garantiza el apropiado tratamiento de la causa subyacente. Se ha mostrado que el GM-CSF mejora la PAP en varios
pacientes, y se esta investigando. La PAP congénita responde favorablemente al trasplante de pulmon.

El trasplante de pulmon es el tratamiento de eleccién en pacientes PAP congénita y en pacientes adultos con fibrosis

intersticial en estadio terminal y cardiopatia pulmonar. Las principales complicaciones son infecciones de pulmén por
N asteroides, Pneumocystis carinii y/o Mycobacterium avium-intracellulare. La fibrosis pulmonar y/o la cardiopatia
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pulmonar también pueden complicar la PAP.

Asi, para aumentar la precision de la terapia y la tasa de supervivencia de los pacientes con PAP hay una necesidad
de desarrollar métodos de diagnostico y de tratamiento precisos de la PAP, y las composiciones y los métodos
descritos en este documento pueden usarse en el diagnéstico y el tratamiento de la PAP.

Métodos y composiciones

Los métodos descritos en este documento se efectian administrando a un sujeto composiciones farmacéuticas que
comprenden una molécula capaz de modificar un nivel tisular y/o la actividad de al menos un tipo de LOX para asi
modular la angiogénesis en el tejido de mamifero. La administracion puede ser en el tejido de un mamifero. La
modificacién del nivel tisular y/o actividad de al menos un tipo de LOX o LOXL puede modular la angiogénesis, el
desarrollo de un tumor primario, la metastasis tumoral y/o la PAP. También puede detectarse el nivel de expresion o
actividad de LOX o LOXL y usarse para diagnosticar una afeccion, tal como PAP.

Como se usa en este documento, la expresion "nivel tisular" se refiere al nivel de proteina LOX o LOXL presente en
el tejido en un momento de tiempo dado. A veces puede ser ventajoso medir los niveles tisulares de las formas
activas de LOX o LOXL. Los niveles de proteina se determinan mediante factores tales como las tasas de
transcripcion y/o de traduccion, el recambio de ARN o de proteinas y/o la localizacion de proteinas dentro de la
célula. Como tal, cualquier molécula que efectle cualquiera de estos factores puede modificar el nivel tisular de LOX
o LOXL.

Como se usa en este documento, el término "actividad" se refiere a una actividad enzimatica de LOX o LOXL. Una
molécula que puede modificar la actividad enzimatica puede alterar directa o indirectamente la especificidad de
sustrato de la enzima o la actividad del sitio catalitico de la misma.

Existen numerosos ejemplos de composiciones que pueden comprender moléculas que pueden modificar
especificamente el nivel tisular y/o la actividad de una lisil oxidasa. Tales moléculas pueden clasificarse en
“reguladores por disminucion” o “reguladores por incremento” de la lisil oxidasa.

Reguladores por disminucion

Un ejemplo de un agente capaz de regular por disminucion una proteina lisil oxidasa es un anticuerpo o fragmento
de anticuerpo capaz de unirse especificamente a la lisil oxidasa o al menos a parte de la proteina lisil oxidasa (por
ejemplo, region que atraviesa el sitio catalitico) y de inhibir su actividad cuando se introduce en el tejido de
mamifero. Como tal puede usarse un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo dirigido a una lisil oxidasa para
suprimir o detener la formacion de vasos sanguineos, y para inhibir la fibrosis y la metastasis tumoral.

El anticuerpo puede unirse especificamente a al menos un epitope de LOX o LOXL. Como se usa en este
documento, el término "epitope" se refiere a cualquier determinante antigénico sobre un antigeno al que se une el
paratope de un anticuerpo.

Los determinantes epitdpicos consisten habitualmente en agrupamientos superficiales quimicamente activos de
moléculas tales como aminoacidos o cadenas laterales de hidratos de carbono, y habitualmente tienen
caracteristicas estructurales tridimensionales especificas, asi como caracteristicas de carga especificas.

Como se usa en este documento, el término "anticuerpo” incluye moléculas intactas, asi como fragmentos
funcionales de las mismas, tales como Fab, F(ab"), y Fv, que son capaces de unirse a los macrofagos. Estos
fragmentos funcionales de anticuerpos se definen como sigue: (1) Fab, el fragmento que contiene un fragmento de
uniéon al antigeno monovalente de una molécula de anticuerpo, puede producirse mediante la digestion del
anticuerpo completo con la enzima papaina para producir una cadena ligera intacta y una porcién de una cadena
pesada; (2) Fab', el fragmento de una molécula de anticuerpo que puede obtenerse tratando el anticuerpo completo
con pepsina, seguido de reduccion, para producir una cadena ligera intacta y una porcién de la cadena pesada; se
obtienen dos fragmentos Fab' por molécula de anticuerpo; (3) F(ab")z, el fragmento del anticuerpo que puede
obtenerse tratando el anticuerpo completo con la enzima pepsina sin posterior reduccion; F(ab'), es un dimero de
dos fragmentos Fab' que se mantienen juntos por dos enlaces disulfuro; (4) Fv, definido como un fragmento
modificado genéticamente que contiene la region variable de la cadena ligera y la regiéon variable de la cadena
pesada expresadas como dos cadenas; y (5) anticuerpo monocatenario ("SCA"), una molécula modificada
genéticamente que contiene la region variable de la cadena ligera y la region variable de la cadena pesada, unidas
por un conector de polipéptido adecuado como una molécula monocatenaria fusionada genéticamente.

Los métodos de produccion de anticuerpos policlonales y monoclonales, asi como fragmentos de los mismos, son
bien conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, Harlow y Lane, Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring
Harbor Laboratory, Nueva York, 1988).

Los fragmentos de anticuerpos segln la presente divulgacion pueden prepararse por hidrélisis proteolitica del
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anticuerpo o por la expresion en E. coli o células de mamifero (tal como en cultivo de células de ovario de hamster
chino u otros sistemas de expresion de proteinas) del ADN que codifica el fragmento. Los fragmentos de anticuerpo
pueden obtenerse por digestion con pepsina o papaina de anticuerpos completos mediante métodos
convencionales. Por ejemplo, los fragmentos de anticuerpo pueden producirse mediante la escisién enzimatica de
anticuerpos con pepsina para proporcionar un fragmento de 5S denominado F(ab'),. Este fragmento puede
escindirse adicionalmente usando un agente reductor de tiol, y opcionalmente un grupo bloqueante de los grupos
sulfhidrilo resultantes de la escisién de los enlaces disulfuro, para producir fragmentos monovalentes Fab' de 3,5S.
Alternativamente, una escision enzimatica usando pepsina produce directamente dos fragmentos Fab' monovalentes
y un fragmento Fc. Estos métodos se describen, por ejemplo, por Porter, Biochem. J. 73:119-126 (1959), y las
patentes de EE.UU. N.° 4.036.945 y 4.331.647, y referencias contenidas en esos documentos. También pueden
usarse otros métodos de escision de anticuerpos, tales como separacion de las cadenas pesadas para formar
fragmentos de cadenas ligera-pesada monovalentes, escision adicional de los fragmentos, u otras técnicas
enzimaticas, quimicas o genéticas, siempre que los fragmentos se unan al antigeno que es reconocido por el
anticuerpo intacto.

Los fragmentos Fv comprenden una asociacién de cadenas VH y VL. Esta asociacion puede no ser covalente, como
se describe en Inbar et al., Proc. Nat. Acad. Sci. USA 69:2659-62 (1972). Alternativamente, las cadenas variables
pueden estar conectadas por un enlace disulfuro intermolecular o reticuladas por compuestos quimicos tales como
gluteraldehido. Los fragmentos Fv pueden comprender cadenas VH y VL conectadas mediante un conector de
péptidos. Estas proteinas de union al antigeno monocatenarias (sFv) pueden prepararse construyendo un gen
estructural que comprenda secuencias de ADN que codifican los dominios de VH y VL conectados por un
oligonucledtido. El gen estructural se inserta en un vector de expresion, que posteriormente se introduce en una
célula huésped tal como E. coli. Las células huésped recombinantes sintetizan una cadena de polipéptido individual
con un péptido conector que une los dos dominios V. Los métodos de produccién de sFv se describen, por ejemplo,
por Whitlow y Filpula, Methods 2:97-105 (1991); Bird et al., Science 242:423-426 (1988); Pack et al., Bio/Technology
11:1271-77 (1993); y patente de EE.UU. N.° 4.946.778.

Otra forma de un fragmento de anticuerpo es un péptido que codifica una region determinante de la
complementariedad (CDR) individual. Los péptidos CDR ("unidades minimas de reconocimiento") pueden obtenerse
construyendo genes que codifican la CDR de un anticuerpo de interés. Tales genes se preparan, por ejemplo,
usando la reaccién en cadena de la polimerasa para sintetizar la regién variable a partir del ARN de células
productoras del anticuerpo, por ejemplo, como se describe en Larrick y Fry, Methods, 2:106-10 (1991).

Las formas humanizadas de anticuerpos no humanos (por ejemplo, murinos) son moléculas quiméricas de
inmunoglobulinas, cadenas de inmunoglobulinas o fragmentos de las mismas (tales como Fv, Fab, Fab', F(ab'), u
otras subsecuencias de union al antigeno de anticuerpos), que contienen una secuencia minima derivada de una
inmunoglobulina no humana. Los anticuerpos humanizados incluyen inmunoglobulinas humanas (anticuerpo
receptor) en las que los residuos que forman una CDR del receptor son sustituidos por residuos de una CDR de una
especie no humana (anticuerpo donante) tal como ratdn, rata o conejo, que tiene la especificidad, afinidad y
capacidad deseadas. En algunos casos, los residuos de la regién estructural Fv de la inmunoglobulina humana son
sustituidos por residuos no humanos correspondientes. Los anticuerpos humanizados también pueden comprender
residuos que no se encuentran ni en el anticuerpo receptor ni en las secuencia de la CDR o de la regién estructural
importadas. En general, el anticuerpo humanizado comprende sustancialmente todo de al menos uno, y
normalmente de dos, dominios variables, en los que todas o sustancialmente todas las regiones de CDR se
corresponden con las de una inmunoglobulina no humana, y todas o sustancialmente todas las regiones de FR son
las de una secuencia consenso de inmunoglobulina humana. El anticuerpo humanizado también puede comprender
Optimamente al menos una porcién de una region constante de inmunoglobulina (Fc), normalmente la de una
inmunoglobulina humana (Jones et al., Nature, 321:522-525 (1986); Riechmann et al., Nature, 332:323-329 (1988);
Presta, Curr. Op. Struct. Biol., 2:593-596 (1992)).

Los métodos para humanizar anticuerpos no humanos son bien conocidos en la técnica. Generalmente, un
anticuerpo humanizado tiene uno o mas residuos de aminoacidos introducidos en él a partir de una fuente que no es
humana. Estos residuos de aminoacidos no humanos se denominan a menudo residuos importados, que
normalmente se toman de un dominio variable importado. La humanizacién puede realizarse esencialmente
siguiendo el método de Winter y colaboradores (Jones et al., Nature, 321: 522-525 (1986); Riechmann et al., Nature
332: 323-327 (1988); Verhoeyen et al., Science, 239: 1534-1536 (1988)), sustituyendo CDR o0 secuencias de CDR
de roedor por las secuencias correspondientes de un anticuerpo humano. Por consiguiente, tales anticuerpos
humanizados son anticuerpos quiméricos (patente de EE.UU. N.° 4.816.567), en los que se ha sustituido
sustancialmente menos un dominio variable humano intacto por la secuencia correspondiente de una especie no
humana. En la practica, los anticuerpos humanizados son normalmente anticuerpos humanos en los que algunos
residuos de CDR y posiblemente algunos residuos de FR son sustituidos por residuos de sitios analogos en
anticuerpos de roedor.

Los anticuerpos humanos también pueden producirse usando varias técnicas conocidas en la técnica, que incluyen

bibliotecas de expresion en fago (Hoogenboom y Winter, J. Mol. Biol., 227:381-388 (1991); Marks et al., J. Mol. Biol.,
222:581-597 (1991)). También estan disponibles las técnicas de Cole et al. y Boerner et al. para la preparacién de
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anticuerpos monoclonales humanos (Cole et al., Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, pag. 77
(1985); Boerner et al., J. Immunol., 147:86-95 (1991)). Similarmente, pueden prepararse anticuerpos humanos
mediante la introduccién de loci de inmunoglobulinas humanas en animales transgénicos, por ejemplo, ratones en
los que los genes de inmunoglobulina endégena han sido parcial o completamente inactivados. Tras la exposicion se
observa la produccion de anticuerpos humanos, que se parece mucho a la observada en los seres humanos en
todos los aspectos, incluyendo la reordenacién génica, el ensamblaje y el repertorio de anticuerpos. Este enfoque se
describe, por ejemplo, en las patentes de EE.UU. N.° 5.545.807; 5.545.806; 5.569.825; 5.625.126; 5.633.425;
5.661.016, y en las siguientes publicaciones cientificas: Marks et al., Bio/Technology 10:779-783 (1992); Lonberg et
al., Nature 368:856-859 (1994); Morrison, Nature 368:812-13 (1994); Fishwild et al., Nature Biotechnology 14:845-
851 (1996); Neuberger, Nature Biotechnology 14:826 (1996); y Lonberg y Huszar, Intern. Rev. Immunol. 13: 65-93
(1995).

Como se describe a continuacién, pueden usarse varios enfoques para reducir o anular la transcripcion o la
traduccién de una lisil oxidasa.

Polinucleétidos

Un enfoque es el uso de polinucleétidos para regular por disminucion la expresién o actividad de LOX o LOXL.
"Polinucleétido”, "nucledtido”, "acido nucleico” y "oligonucleétido" se usan de forma intercambiable en este
documento. Se refieren a una forma polimérica de nucledtidos de cualquier longitud, tanto desoxirribonucleotidos
como ribonucledtidos, o analogos de los mismos. Los polinucledtidos pueden tener cualquier estructura
tridimensional, y pueden realizar cualquier funcién, conocida o desconocida. Los siguientes son ejemplos no
limitantes de polinucleétidos: regiones codificantes o no codificantes de un gen o fragmento de gen, loci (locus)
definidos a partir del analisis de enlace, exones, intrones, ARN mensajero (ARNm), ARN de transferencia, ARN
ribosémico, ribozimas, ADNc, polinucleétidos recombinantes, polinucle6tidos ramificados, plasmidos, vectores, ADN
aislado de cualquier secuencia, ARN aislado de cualquier secuencia, sondas de acidos nucleicos y cebadores. Un
polinucleétido puede comprender nucleétidos modificados, tales como nucleétidos metilados y analogos de
nucleétidos. Si estan presentes, las modificaciones a la estructura del nuclettidos pueden impartirse antes o
después del ensamblaje del polimero. La secuencia de nucleétidos puede estar interrumpida por componentes no
nucleotidicos. Un polinucleétido puede modificarse adicionalmente después de la polimerizacion, tal como mediante
conjugacion con un componente marcador. Un oligonucleétido puede estar aislado, de forma que el oligonucleétido
se separa de los otros constituyentes, celulares y demds, que normalmente estan asociados en la naturaleza con el
polinucleétido, péptido, polipéptido, proteina, anticuerpo o fragmentos de los mismos.

En la presente invencion pueden usarse polinucleétidos modificados. Los polinucleétidos modificados pueden tener
semivida y/o penetracion en la membrana mejoradas. En las técnicas se conoce un gran nimero de variaciones en
los esqueletos de polinucleétidos. Los oligonucledtidos pueden ser modificados en la base, en el azlcar o en la
fraccion de fosfato. Estas modificaciones incluyen, por ejemplo, el uso de metilfosfonatos, monotiofosfatos,
ditiofosfatos, fosforamidatos, ésteres de fosfato, fosforotioatos con puentes, fosforamidatos con puentes,
metilenofosfonatos con puentes, andlogos de desfosfointernucledtidos con puentes de siloxano, puentes de
carbonato, puentes de carboximetil éster, puentes de carbonato, puentes de carboximetil éster, puentes de
acetamida, puentes de carbamato, puentes de tioéter, puentes de sulfoxi, puentes de sulfono, varios ADN
"plasticos", puentes anoméricos y derivados de borano, tal como en Cook, Anti-Cancer Drug Design 6: 585 (1991).

La solicitud de patente internacional WO 89/12060 desvela varios elementos estructurales para sintetizar analogos
de oligonucleétidos, asi como analogos de oligonucledtidos formados uniendo tales elementos estructurales en una
secuencia definida. Los elementos estructurales pueden ser tanto "rigidos" (es decir, que contienen una estructura
anular) como "flexibles" (es decir, que carecen de una estructura anular). En ambos casos, los elementos
estructurales contienen un grupo hidroxi y un grupo mercapto, a través de los que los elementos estructurales se
dice que se unen para formar analogos de oligonucleétidos. El residuo de enlace en los analogos de oligonucleétidos
se selecciona del grupo que consiste en sulfuro (-S-), sulféxido (-SO-) y sulfona (-SO2-).

La solicitud de patente internacional WO 92/20702 describe un oligonucleétido aciclico que incluye un esqueleto
peptidico sobre el que estan encadenadas cualquiera de las nucleobases o analogos quimicos seleccionados y sirve
como caracteres codificantes al igual que lo hacen en ADN o ARN natural. Estos nuevos compuestos, conocidos
como acidos nucleicos peptidicos (PNA), no solo son mas estables en las células que sus homélogos naturales, sino
que también se unen al ADN y ARN natural entre 50 y 100 veces mas estrechamente que los acidos nucleicos
naturales se adhieren entre si. Los oligdmeros de PNA pueden sintetizarse a partir de los cuatro monémeros
protegidos que contienen timina, citosina, adenina y guanina mediante sintesis peptidica en fase sélida de Merrifield.
Con el fin de aumentar la solubilidad en agua y prevenir la agregacion, puede colocarse un grupo lisinoamida en la
region del extremo C.

Una secuencia lineal, o secuencia, es un orden de nucle6tidos en un polinucleétido en una direcciéon 5' a 3' en la que
los residuos que son vecinos entre si en la secuencia estan contiguos en la estructura primaria del polinucleétido.
Una secuencia parcial es una secuencia lineal de parte de un polinucleétido que se sabe que comprende residuos
adicionales en una o ambas direcciones.

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2572955713

Una secuencia lineal de nucleétidos es idéntica a otra secuencia lineal si el orden de nucleétidos en cada secuencia
es el mismo, y aparece sin ninguna sustitucion, delecién o sustitucion de material. Se entiende que las bases
nitrogenadas de purina y pirimidina con estructuras similares pueden ser funcionalmente equivalentes en términos
de apareamiento de bases de Watson-Crick; y la intersustitucién de bases nitrogenadas similares, particularmente
de uracilo y de timina, o la modificacion de bases nitrogenadas, tal como mediante metilacién, no constituye una
sustitucion de material. Un polinucle6tido de ARN y uno de ADN tienen secuencias idénticas cuando la secuencia
para el ARN refleja el orden de bases nitrogenadas en los polirribonucleétidos, la secuencia para el ADN refleja el
orden de bases nitrogenadas en los polidesoxirribonucleétidos, y las dos secuencias satisfacen los otros requisitos
de esta definiciébn. Cuando uno o ambos de los polinucleétidos que se estdn comparando es bicatenario, las
secuencias son idénticas si una hebra del primer polinucleétido es idéntica a una hebra del segundo polinucledtido.

Un vector puede comprender los polinucledtidos de la presente divulgacion. El vector, una molécula de &acido
nucleico que normalmente es autorreplicante, transfiere una molécula de acido nucleico insertada dentro y/o entre
células huésped. Los vectores incluyen aquellos que funcionan principalmente para la insercion de ADN o ARN en
una célula, la replicacion de vectores que funcionan principalmente para la replicacion de ADN o ARN, y vectores de
expresion que funcionan para la transcripcion y/o la traduccién del ADN o ARN. También se incluyen vectores que
proporcionan mas de una de las funciones anteriores. Un vector de expresion es un polinucleétido que, cuando se
introduce en una célula huésped apropiada, puede transcribirse y traducirse en un polipéptido(s). Un sistema de
expresion habitualmente connota una célula huésped adecuada que comprende un vector de expresion que puede
funcionar para producir un producto de expresion deseado.

Las células huésped en las que se ha introducido un vector o polinucleétido de la invencion, por ejemplo, un vector
de expresion o una molécula de acido nucleico aislada de la divulgacion, se refieren no solo a la célula particular,
sino también a la progenie o posible progenie que una célula tal. Una célula huésped puede ser cualquier célula
procariota o eucariota. Por ejemplo, las células huésped pueden incluir células bacterianas tales como E. coli,
células de insecto, células de levadura o células de mamifero (tales como células de ovario de hamster chino (CHO)
o células COS). Otras células huésped adecuadas son conocidas por aquellos expertos en la técnica. Aquellos
expertos en la técnica conocen muchos métodos para introducir acidos nucleicos en células huésped, tanto in vivo
como in vitro, e incluyen, sin limitacion, precipitacion con fosfato calcico, electroporacion, choque térmico,
lipofeccion, microinyeccion y transferencia de acidos nucleicos mediada por virus. Las estrategias de administracion
se describen en Luft, J. Mol. Med. 76:75-76 (1998); Kronenwett et al., Blood 91:852-862 (1998); Rajur et al.,
Bioconjug. Chem. 8:935-940 (1997); Lavigne et al., Biochem. Biophys. Res. Commun. 237:566-571 (1997) y Aoki et
al., Biochem. Biophys. Res. Commun. 231:540-545 (1997). La administracion de los polinucleétidos de la presente
divulgacion también puede realizarse a sujetos, incluyendo mamiferos. Por ejemplo, los polinucleétidos de la
presente divulgacién pueden suministrarse o administrarse a tejidos de mamifero.

Los polinucledtidos de la presente divulgacion incluyen oligonucleétidos antisentido, ribozimas, ADNzimas,
moléculas de ARNic que incluyen ARNph y oligonucleétidos formadores de hélices triples, para regular por
disminucion la expresién o la actividad de una o mas lisil oxidasas.

Polinucleétidos antisentido

Segun un aspecto, la regulacién por disminucion de los niveles o actividad de LOX o LOXL puede efectuarse usando
un polinucledtido antisentido capaz de hibridarse especificamente con un transcrito de ARNm que codifica LOX o
LOXL, tal como LOXL2.

El disefio de moléculas antisentido que pueden usarse para regular eficazmente por disminucién LOX o LOXL2 se
efectia normalmente teniendo en consideracion dos aspectos o factores usados en el enfoque antisentido. El primer
aspecto es la administracion del oligonucleétido dentro del citoplasma de las células apropiadas, mientras que el
segundo aspecto es el disefio de un oligonucleétido que se une especificamente al ARNm designado dentro de las
células de una forma que inhiba la traduccién del mismo.

Normalmente se tienen en cuenta varias consideraciones cuando se disefian oligonucle6tidos antisentido. Para la
eficaz inhibicién in vivo de la expresién génica usando oligonucleétidos antisentido o analogos, los oligonucleétidos o
analogos normalmente cumplen los siguientes requisitos (i) especificidad suficiente en la union a la secuencia diana;
(ii) solubilidad en agua; (iii) estabilidad frente a nucleasas intra y extracelulares; (iv) capacidad de penetracion a
través de la membrana celular; y (v) cuando se usan para tratar un organismo, baja toxicidad. Estan disponibles
algoritmos para identificar aquellas secuencias con la mayor afinidad de union predicha para su ARNm diana
basandose en un ciclo termodinamico que tiene en cuenta la energia de alteraciones estructurales tanto en el ARNm
diana como en el oligonucleétido, por ejemplo, como se describe en Walton et al., Biotechnol Bioeng 65: 1-9 (1999).

Tales algoritmos se han usado con éxito para implementar un enfoque antisentido en células. Por ejemplo, el
algoritmo desarrollado por Walton et al. permitio a los cientificos disefiar con éxito oligonucleétidos antisentido para
globina 3 de conejo (RBG) y transcritos del factor de necrosis tumoral a de raton (TNF a). El mismo grupo de
investigacion también ha informado de que la actividad antisentido de oligonucleétidos elegidos racionalmente contra

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2572955713

tres ARNm diana modelos (deshidrogenasa de lactato humana Ay B y gp130 de rata) en cultivo celular, como se
evalla mediante una técnica de PCR cinética, demostré ser eficaz en practicamente todos los casos, incluyendo los
ensayos frente a tres dianas diferentes en dos tipos de células con quimicas de oligonucleétidos de fosfodiéster y
fosforotioato.

Ademas, también se han publicado varios enfoques para disefiar y predecir la eficiencia de oligonucle6tidos
especificos usando un sistema in vitro (Matveeva et al., Nature Biotechnology 16: 1374-1375 (1998)).

Una molécula antisentido que puede usarse con la presente divulgacion incluye un polinucleétido o un analogo de
polinucleétido de al menos 10 bases, por ejemplo, entre 10 y 15, entre 15 y 20 bases, al menos 17, al menos 18, al
menos 19, al menos 20, al menos 22, al menos 25, al menos 30, o incluso al menos 40 bases, que es hibridable in
vivo, en condiciones fisiol6gicas, con una porciéon de una hebra de un polinucleétido que codifica un polipéptido
homologo al menos el 50 % a SEQ ID NO: 1, 4, 5 0 7, u homologo al menos el 75 % a una porcion del extremo N de
las mismas, como se determina usando el software BestFit del paquete de analisis de secuencias Wisconsin,
utilizando el algoritmo de Smith y Waterman, en el que la penalizacion por la creacién de huecos es igual a 8 y la
penalizacién por la extensién de huecos es igual a 2.

Los oligonucledtidos antisentido usados por la presente divulgacién pueden expresarse a partir de una construccion
de acido nucleico administrada en el tejido, en cuyo caso pueden usarse promotores inducibles, de forma que la
expresion antisentido pueda ser activada y desactivada, o alternativamente, tales oligonucledtidos puedan
sintetizarse quimicamente y administrarse directamente en el tejido como parte de, por ejemplo, una composicion
farmacéutica.

La capacidad de sintetizar quimicamente oligonucleétidos y analogos de los mismos que tienen una secuencia
predeterminada seleccionada ofrece un medio para modular por disminucion la expresion génica. Pueden
considerarse cuatro tipos de estrategias de modulacion de la expresion génica.

Al nivel de la transcripcion, los oligonucleétidos antisentido o sentido, o los analogos que se unen al ADN gendémico
mediante un desplazamiento de hebra o la formacién de una hélice triple, pueden prevenir la transcripcion. Al nivel
del transcrito, los oligonucledtidos antisentido o los analogos que se unen a las moléculas de ARNm diana,
conducen a la escisiéon enzimatica del hibrido mediante una RNasa H intracelular. En este caso, mediante la
hibridacion con el ARNm diana, los oligonucleétidos o los analogos de oligonucle6tidos proporcionan un hibrido
duplex reconocido y destruido por la enzima RNasa H. Alternativamente, tal formacion del hibrido puede conducir a
interferencia con el correcto corte y empalme. Como resultado, en ambos casos, el nUmero de transcritos intactos de
ARNmM diana listos para su traduccion se reduce o se elimina.

Al nivel de la traduccidn, los oligonucledtidos antisentido o los analogos que se unen a las moléculas de ARNm diana
previenen, mediante impedimento estérico, la unién de factores de traduccion esenciales (ribosomas), al ARNm
diana, un fenbmeno conocido en la técnica como detencién de la hibridacién, inactivando la traduccion de tales
ARNmM.

Los oligonucleétidos no modificados no son normalmente practicos para su uso como secuencias antisentido ya que
tienen semividas in vivo cortas, durante las cuales son degradados rapidamente por nucleasas. Adicionalmente, a
menudo son dificiles de preparar en cantidades mayores de miligramos. Ademas, tales oligonucleétidos son
habitualmente malos penetrantes de la membrana celular. Asi, los andlogos de oligonucleétidos se conciben
habitualmente de una forma adecuada.

Por ejemplo, los problemas que surgen en relacién con el reconocimiento de ADN bicatenario (ADNbc) a través de la
formacion de la hélice triple han sido disminuidos mediante un inteligente enlace quimico de "conmutacion inversa”,
por el cual se reconoce una secuencia de polipurina en una hebra, y mediante "conmutacién inversa”, puede
reconocerse una secuencia de homopurina en la otra hebra. Es decir, se ha obtenido una buena formacion de
hélices usando bases artificiales, mejorando asi las condiciones de unién con respecto a la fuerza iénica y el pH.

También pueden usarse oligonucleétidos de ARN para la inhibicion antisentido, ya que forman un duplex de ARN-
ARN estable con la diana, sugiriendo una inhibicion eficiente. Sin embargo, debido a su baja estabilidad, los
oligonucledtidos de ARN se expresan normalmente dentro de las células usando vectores disefiados para este fin.
Este enfoque puede usarse cuando se intenta dirigirse a un ARNm que codifica una proteina abundante y de vida
larga.

Pueden usarse terapéuticos antisentido para tratar muchas enfermedades potencialmente mortales con varias
ventajas sobre los farmacos tradicionales. Normalmente, los farmacos tradicionales intervienen después de formarse
una proteina causante de enfermedad. Sin embargo, los terapéuticos antisentido, pueden bloquear la
transcripcion/traduccion de ARNm e intervenir antes de que se forme la proteina, y dado que los terapéuticos
antisentido solo se dirigen a un ARNm especifico, pueden ser mas eficaces con menores efectos secundarios que la
actual terapia de inhibicién de proteinas.
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Numerosos ensayos clinicos han demostrado la seguridad, viabilidad y actividad de los oligonucle6tidos antisentido.
Por ejemplo, se han usado con éxito oligonucleétidos antisentido adecuados para el tratamiento del cancer
(Holmund et al., Curr. Opin. Mol. Ther. 1:372-385 (1999)), mientras que el tratamiento de tumores malignos
hematolégicos mediante oligonucledtidos antisentido que se dirigen al gen c-myb, p53 y Bcl-2 ha entrado en ensayos
clinicos y ha demostrado ser tolerado por los pacientes (Gerwitz, Curr. Opin. Mol. Ther. 1: 297-306 (1999)).

Mas recientemente se ha informado de que la supresion mediada por antisentido de la expresion del gen de la
heparanasa humana inhibe la diseminacion pleural de las células de cancer humanas en un modelo de ratén (Uno et
al., Cancer Res 61: 7855-60 (2001)).

El primer farmaco antisentido ha sido recientemente aprobado por la FDA. El farmaco, Fomivirsen, fue desarrollado
por Isis, y esta indicado para el tratamiento local de citomegalovirus en pacientes con SIDA que son intolerantes o
gue tienen una contraindicacién a otros tratamientos para la retinitis por CMV o que no respondian lo suficiente a
tratamientos previos para retinitis por CMV (Pharmacotherapy News Network).

Asi, el consenso actual es que los recientes desarrollos en el campo de la tecnologia antisentido que, como se ha
descrito anteriormente, han conducido a la generacion de algoritmos de disefio antisentido altamente precisos y una
gran variedad de sistemas de administraciéon de oligonucleétidos, permiten que un experto habitual en la técnica
disefie e implemente enfoques antisentido adecuados para la regulacion por disminucidon de la expresién de
secuencias conocidas sin tener que recurrir a experimentacion de ensayo y error indebida.

Ribozima

Otro agente capaz de regular por disminucidon una lisil oxidasa es una molécula de ribozima capaz de escindir
especificamente un transcrito de ARNm que codifica una LOX o LOXL. Las ribozimas estan siendo cada vez mas
usadas para la inhibicidon especifica de secuencia de la expresion génica mediante la escision de ARNm que
codifican proteinas de interés (Welch et al., Curr. Opin. Biotechnol. 9:486-496 (1998)). La posibilidad de disefiar
ribozimas para escindir cualquier ARN diana especifico las ha convertido en valiosas herramientas tanto en la
investigacion basica como en aplicaciones terapéuticas. En el area terapéutica, se han explotado ribozimas para
dirigirlas contra ARN virales en enfermedades infecciosas, oncogenes dominantes en canceres y mutaciones
somaticas especificas en trastornos genéticos (Welch et al., Clin. Diagn. Virol. 10:163-171 (1998)). Lo mas notable,
varios protocolos de terapia génica con ribozimas para pacientes con VIH ya estan en ensayos de fase 1. Mas
recientemente se han usado las ribozimas para la investigacion con animales transgénicos, la validacion de dianas
génicas y la elucidacion de vias. Varias ribozimas estan en diversas etapas de ensayos clinicos. ANGIOZYME fue la
primera ribozima quimicamente sintetizada en ser estudiada en ensayos clinicos humanos. ANGIOZYME inhibe
especificamente la formacion del VEGF-r (receptor del factor de crecimiento endotelial vascular), un componente
clave en la via de la angiogénesis. Ribozyme Pharmaceuticals, Inc., asi como otras compafiias, han demostrado la
importancia de la terapéutica antiangiogénesis en modelos animales. HEPTAZYME, una ribozima disefiada para
destruir selectivamente el ARN del virus de la hepatitis C (VHC), se encontr6 eficaz en disminuir el ARN viral de la
hepatitis C en ensayos con cultivos celulares (Ribozyme Pharmaceuticals, Inc.).

ADNzima

Otro agente capaz de regular por disminucion una lisil oxidasa es una molécula de ADNzima capaz de escindir
especificamente un transcrito de ARNm o secuencia de ADN de LOX o LOXL. Las ADNzimas son polinucleétidos
monocatenarios que son capaces de escindir secuencias diana tanto monocatenarias como bicatenarias (Breaker y
Joyce, Chemistry and Biology, 2:655-660 (1995); Santoro y Joyce, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 943:4262-4266
(1997)). Se ha propuesto un modelo general (el modelo "10-23") para la ADNzima. Las ADNzimas "10-23" tienen un
dominio catalitico de 15 desoxirribonucledétidos, flanqueado por dos dominios de reconocimiento de sustrato de siete
a nueve desoxirribonucleétidos cada uno. Este tipo de ADNzima puede escindir eficazmente su ARN de sustrato en
uniones de purina:pirimidina (Santoro y Joyce, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 943:4262 -4266 (1997); Khachigian, Curr.
Opin. Mol. Ther. 4:119-121 (2002)).

Ejemplos de construccion y amplificacion de ADNzimas manipuladas por ingenieria sintéticas que reconocen sitios
de escision diana mono y bicatenarios se han desvelado en la patente de EE.UU. N.° 6.326.174. Recientemente se
observd que las ADNzimas de disefio similar dirigidas contra el receptor de la urocinasa humano inhiben la
expresion del receptor de la urocinasa, e inhiben con éxito la metéastasis de células de cancer de colon in vivo (Itoh et
al., 2002, Abstract 409, Ann Meeting Am. Soc. Gen. Ther. www.as-gt.org). En otra aplicacion, ADNzimas
complementarias a oncogenes bcr-abl tuvieron éxito en inhibir la expresion de oncogenes en células de leucemia, y
en disminuir las tasas de recaidas en trasplantes aut6logos de médula 6sea en casos de CML y ALL.

ARNic
Otro mecanismo de regulaciéon por disminucion de una lisil oxidasa al nivel del transcrito es interferencia por ARN

(IARN), un enfoque que utiliza moléculas de ARNbc interferente pequefio (ARNic o ARN pequefio en horquilla,
ARNph) que son homologas al ARNm diana y conducen a su degradacion (Carthew, Curr. Opin. Cell. Biol. 13: 244-
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248 (2001)). Por ejemplo, la infeccion de diversos tipos de células cancerosas con la expresién de un ARNph
especifico para una LOXL2 es eficaz en alterar tanto su morfologia como invasividad (Ejemplo 1).

La interferencia por ARN es normalmente un proceso en dos etapas. En la primera etapa, que se denomina etapa de
iniciacion, se digiere ARNbc de entrada en ARN interferentes pequefios (ARNic) de 21-23 nuclettidos (nt),
probablemente por la accion de Dicer, un miembro de la familia de la RNasa Il de las ribonucleasas especificas de
ARNbc, que procesa (escinde) el ARNbc (introducido directamente o a través de un transgén o un virus) de una
forma dependiente del ATP. Sucesivos episodios de escision degradan el ARN a duplex de 19-21 pb (ARNic), cada
uno con salientes de 2 nucleétidos en 3' (Hutvagner y Zamore, Curr. Opin. Genet. Dev. 12: 225-232 (2002);
Bernstein, Nature 409:363-366 (2001)).

En la etapa efectora, los duplex de ARNic se unen a un complejo de nucleasa para formar el complejo silenciador
inducido por ARN (RISC). Se requiere desenrollar el duplex de ARNic dependiente de ATP para la activacion del
RISC. Entonces el RISC activo se dirige al transcrito homoélogo mediante las interacciones de apareamiento de
bases y normalmente escinde el ARNm en aproximadamente 12 fragmentos de nucleétidos desde el extremo 3' del
ARNic (Hutvagner y Zamore, Curr. Opin. Genet. Dev. 12: 225-232 (2002); Hammond et al., Nat. Rev. Gen. 2:110-119
(2001); Sharp, Genes. Dev. 15:485-490 (2001)). Aunque el mecanismo de escision todavia esta por elucidar, la
investigacion indica que cada RISC contiene un ARNic individual y una RNasa (Hutvagner y Zamore, Curr. Opin.
Genet. Dev. 12: 225-232 (2002)).

Debido a la notable potencia de la iARN, se ha sugerido una etapa de amplificacién en la via de la iARN. La
amplificaciéon podria producirse mediante el copiado de los ARNbc de entrada, que generarian mas ARNic, o
mediante la replicacion de los ARNic formados. Alternativamente o adicionalmente, la amplificacion podria
efectuarse mediante multiples episodios de recambio del RISC (Hutvagner y Zamore, Curr. Opin. Genet. Dev. 12:
225-232 (2002); Hammond et al., Nat. Rev. Gen. 2:110-119 (2001); Sharp, Genes. Dev. 15:485-490 (2001)). La
iIARN también se describe en Tuschl, Chem. Biochem. 2: 239-245 (2001); Cullen, Nat. Immunol. 3:597-599 (2002); y
en Brantl, Biochem. Biophys. Act. 1575:15-25 (2002).

La sintesis de moléculas de iARN adecuadas para su uso con la presente divulgaciéon puede efectuarse como sigue.
En primer lugar, se escanea la secuencia del ARNm de LOX o LOXL en la direcciéon 3’ del codén de inicio AUG para
secuencias de dinucledtidos AA. La aparicion de cada AA y los 19 nucle6tidos adyacentes en 3' se registra como
posibles sitios diana de ARNic. Los sitios diana de ARNic se seleccionan del marco de lectura abierto, ya que las
regiones no traducidas (UTR) son mas ricas en sitios de union de la proteina reguladora. Las proteinas de union a
las UTR y/o los complejos de iniciacién de la traduccion pueden interferir con la uniéon del complejo ARNic-
endonucleasa (Tuschl, Chem. Biochem. 2: 239-245 (2001)). Se apreciara, por tanto, que los ARNic dirigidos a
regiones no traducidas también pueden ser eficaces, como se demostrd para la GAPDH, en el que el ARNic dirigido
al UTR en 5' medié en una disminucion de aproximadamente el 90 % del ARNm de la GAPDH celular y suprimié
completamente el nivel de proteina (www.ambion.com/techlib/tn/91/912.html). En segundo lugar, los posibles sitios
diana se comparan con una base de datos gendémica apropiada (por ejemplo, humana, de ratén, de rata, etc.)
usando cualquier software de alineacién de secuencia, tal como el software BLAST disponible del servidor del NCBI
(www.nchi.nlm.nih.gov/BLAST/). Se filtran posibles sitios diana que muestran homologia significativa con otras
secuencias codificantes.

Las secuencias diana clasificadas se seleccionan como molde para la sintesis de ARNic. Las secuencias
seleccionadas pueden incluir aquellas con bajo contenido de G/C, ya que se ha mostrado que éstas son mas
eficaces en mediar en el silenciamiento génico en comparacion con aquellas con contenido de G/C superior al 55 %.
Pueden elegirse varios sitios diana a lo largo de la longitud del gen diana para su evaluacion. Para una mejor
evaluacion de los ARNic seleccionados se usa conjuntamente un control negativo. Los ARNic de control negativo
pueden incluir la misma composicién de nucleétidos que los ARNic, pero carecen de una homologia significativa con
el genoma. Asi, puede usarse una secuencia de nucleétidos desordenados del ARNic, siempre que no muestre
ninguna homologia significativa por cualquier otro gen.

Las moléculas de ARNic de la presente divulgacion pueden transcribirse a partir de vectores de expresion que
puedan facilitar la expresion estable de los transcritos de ARNic una vez introducidos en una célula huésped. Estos
vectores se manipulan para expresar ARNph, que son procesados in vivo en moléculas de ARNic capaces de llevar
a cabo el silenciamiento especifico de genes (Brummelkamp et al., Science 296:550-553 (2002); Paddison et al.,
Genes Dev. 16:948-958 (2002); Paul et al., Nature Biotech. 20:505-508 (2002); Yu et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
99:6047-6052 (2002)).

Los ARNph son polinucleétidos monocatenarios con una estructura de bucle en horquilla. El polinucleétido
monocatenario tiene un segmento de bucle que une el extremo 3' de una hebra en la region bicatenaria y el extremo
5' de la otra hebra en la regién bicatenaria. La regién bicatenaria esta formada de una primera secuencia que es
hibridable con una secuencia diana, tal como un polinucleétido que codifica LOXL2, o un ARNm de LOXL2, y una
segunda secuencia que es complementaria a la primera secuencia, asi, la primera y segunda secuencia forman una
regién bicatenaria en la que la secuencia de enlace conecta los extremos para formar una estructura de bucle en
horquilla. La primera secuencia puede ser hibridable con cualquier porcidon de un polinucleétido que codifica LOXL2.
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El dominio bicatenario de tallo del ARNph comprende un sitio de una endonucleasa de restriccion.

La estructura de tallo-bucle de los ARNph puede tener salientes de nucledtidos opcionales, tales como salientes de 2
pb, por ejemplo, salientes en 3' de UU. Aunque puede haber variacion, los tallos normalmente varian de
aproximadamente 15 a 49, aproximadamente 15 a 35, aproximadamente 19 a 35, aproximadamente 21 a 31 pb, o
aproximadamente 21 a 29 pb, y los bucles pueden variar de aproximadamente 4 a 30 pb, por ejemplo,
aproximadamente 4 a 23 pb.

Para la expresion de los ARNph dentro de las células pueden emplearse vectores de plasmidos que contienen tanto
el ARN de la polimerasa Ill H1 como del promotor U6, un sitio de clonacion para el inserto de ARN de tallo-bucle, y
una region de terminacion de la transcripcion de 4 5-timidina. Los promotores de la polimerasa Ill generalmente
tienen sitios de iniciacion y de detencién bien definidos, y sus transcritos carecen de colas de poli(A). La sefial de
terminacion para estos promotores esta definida por un cordén de politimidina, y el transcrito normalmente se
escinde después de la segunda uridina. La escision en esta posicion genera un saliente en 3' de UU en el ARNph
expresado, que es similar a los salientes en 3' de los ARNic sintéticos. Métodos adicionales para expresar el ARNph
en células de mamifero se describen en las referencias citadas anteriormente.

Un ejemplo de un vector de expresion adecuado es pSUPER™, que incluye el promotor del gen H1-ARN de la
polimerasa Ill con un inicio de la transcripcién y una sefal de terminacién bien definidos, que consisten en cinco
timidinas en una fila (T5) (Brummelkamp et al., Science 296:550-553 (2002)). La escision del transcrito en el sitio de
terminaciéon es en un sitio que sigue a la segunda uridina, produciendo asi un transcrito que se parece a los
extremos de ARNic sintéticos, que también contienen salientes de nucleétidos. El ARNic se clona de forma que
incluya la secuencia de interés, es decir, LOX o LOXL, separada por un separador corto a partir del complemento
inverso de la misma secuencia. El transcrito resultante se pliega sobre si mismo hasta formar una estructura de tallo-
bucle, que media en la iARN de LOX o LOXL. Por ejemplo, las secuencias que comprenden una secuencia de ADN
que codifica el ARNph para LOXL2, tal como SEO ID NO: 20 (sh.LOXL2.197 o si-197), o SEO ID NO: 21
(sh.LOXL2.195, o si-195), pueden mediar en la iARN de LOXL2. Las secuencias que median en la iARN de LOXL2
también pueden comprender SEQ ID NO: 22, 23, 24, 25, 26, o porciones de las mismas.

Otro vector de expresion adecuado para el ARNic codifica el ARNic sentido y antisentido bajo la regulacion de
promotores pollll individuales (Miyagishi y Taira, Nature Biotech. 20:497-500 (2002)). EI ARNic generado por este
vector también incluye una sefial de terminacion de cinco timidinas (T5).

Dado que los enfoques para introducir ARNic sintético en células mediante lipofeccién pueden producir bajas
eficacias de transfeccion en algunos tipos de células y/o persistencia a corto plazo de los efectos del silenciamiento,
se han desarrollado métodos mediados por vector.

Asi, las moléculas de ARNic utilizadas por la presente divulgacién pueden administrarse a células usando retrovirus.
La administracion de ARNic usando retrovirus proporciona numerosas ventajas sobre métodos tales como la
lipofeccion, dado que la administracion retroviral normalmente es mas eficaz, uniforme y selecciona inmediatamente
células "silenciadas" estables (Devroe y Silver, BMC Biotechnol. 2:15 (2002)).

Publicaciones cientificas recientes han validado la eficacia de tales moléculas bicatenarias cortas de ARN en la
inhibicion de la expresién de ARNm diana, y asi han demostrado claramente el potencial terapéutico de tales
moléculas. Por ejemplo, se ha utilizado iARN para inhibir la expresion de células de hepatitis C (McCaffrey et al.,
Nature 418:38-39 (2002)), VIH-1 (Jacque et al., Nature 418:435-438 (2002)), de cancer de cuello de Gtero (Jiang y
Milner, Oncogene 21:6041-6048 (2002)) y de células de leucemia (Wilda et al., Oncogene 21, 5716-5724 (2002)).

Oligonucledtidos formadores de hélices triples (TFO )

Un método adicional para regular la expresion de LOX o LOXL en células es a través de oligonucleétidos formadores
de triplex (TFO). Estudios recientes han demostrado que pueden disefiarse TFO que pueden reconocer y unirse a
regiones de polipurina/polipirimidina en el ADN helicoidal bicatenario de una forma especifica de secuencia. Estas
reglas de reconocimiento se explican resumidamente por Maher Il et al., Science 245:725-730 (1989); Moser et al.,
Science 238:645-630 (1987); Beal et al., Science 251:1360-1363 (1992); Cooney et al., Science 241:456-459 (1988);
y Hogan et al., publicacion EP 375408. La modificacion de los oligonucleétidos, tal como la introduccién de
intercalantes y sustituciones de esqueleto, y la optimizacion de las condiciones de unién (pH y concentracién de
cationes) han ayudado a superar los obstaculos inherentes a la actividad de TFO tales como la repulsion de cargas y
la inestabilidad, y recientemente se demostré que los oligonucleétidos sintéticos pueden ser dirigidos a secuencias
especificas (véase Seidman y Glazer, J. Clin. Invest. 112: 487-494 (2003)).

En general, el oligonucledtido formador de triplex tiene la correspondencia de secuencia:

oligo 3-A |G| G| T
diplex 5-A | G| C | T
duplex 3-T | C | G| A
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Sin embargo, se ha demostrado que los tripletes A-AT y G-GC tienen la mayor estabilidad en triple hélice (Reither y
Jeltsch, BMC Biochem, 12 de setiembre de 2002, Epub). Los mismos autores demostraron que los TFO disefiados
segun la regla A-AT y G-GC no forman triplex no especificos, que indica que la formacion de triplex es especifica de
secuencia.

Asi, para cualquier secuencia dada en la region reguladora de LOX o LOXL, puede contemplarse una secuencia
formadora de triplex. Los oligonucleétidos formadores de triplex pueden tener al menos 15, 25, 30 0 mas nucleétidos
de longitud. También pueden tener hasta 50 o 100 pb.

La transfeccién de células (por ejemplo, a través de liposomas catiénicos) con TFO, y la formacion de la estructura
en triple hélice con el ADN diana, induce cambios estéricos y funcionales, bloqueando el inicio de la transcripcion y
la elongacion, permitiendo la introduccién de cambios de secuencia deseados en el ADN enddgeno y produciendo la
regulacion por disminucion especifica de la expresién génica. Ejemplos de tal supresion de la expresiéon génica en
las células tratadas con TFO incluyen la inactivacién de los genes supFG1 episomales y HPRT enddgenos en
células de mamifero (Vasquez et al., Nucl Acids Res. 27:1176-1181 (1999); Puri et al., J Biol. Chem. 276:28991-
28998 (2001)), y la regulaciéon por disminucién especifica de secuencia y de diana de la expresién del factor de
transcripcion Ets2, importante en la etiologia del cancer de prostata (Carbone et al., Nucl. Acid Res. 31: 833-843
(2003)), y el gen proinflamatorio ICAM-1 (Besch et al., J. Biol. Chem. 277:32473-32479 (2002)). Ademas, Vuyisich y
Beal han demostrado que las TFO especificas de secuencia pueden unirse al ARNbc, inhibiendo la actividad de las
enzimas dependientes de ARNbc, tales como las cinasas dependientes de ARN (Vuyisich y Beal, Nuc. Acids Res.
28: 2369-2374 (2000)).

Adicionalmente, los TFO disefiados segun los principios mencionados anteriormente pueden inducir la mutagénesis
dirigida capaz de efectuar la reparacion del ADN, proporcionando asi tanto la regulaciéon por disminucion como la
regulacion por incremento de la expresion de genes endogenos (Seidman y Glazer, J. Clin. Invest. 112:487-494
(2003)). Puede encontrarse una descripcion detallada del disefio, sintesis y administracion de TFO eficaces en las
solicitudes de patente de EE.UU. N.° 2003/017068 y 2003/0096980 de Froehler et al., y 2002 0128218 y 2002
0123476 de Emanuele et al., y la patente de EE.UU. N.©5.721.138 de Lawn.

Los reguladores por disminucidn descritos anteriormente son Utiles para inhibir la angiogénesis en tejido tumoral. Se
ha demostrado que PF4, una proteina de unién a la lisil oxidasa que inhibe la angiogénesis en tejido tumoral, se
acumula especificamente en vasos sanguineos recién formados de los tumores (vasos angiogénicos), pero no en
vasos sanguineos establecidos (Hansell et al., Amer. J. Physiol-Heart. Circ. Phy. 38:H829-H836 (1995); Reiser et al.,
FASEB J. 6: 2439-2449 (1992)).

Los vasos sanguineos angiogénicos recién formados son normalmente mas permeables a las proteinas que los
vasos sanguineos establecidos, porque el principal inductor de la angiogénesis en muchas enfermedades
angiogénicas es VEGF, un factor de crecimiento que también funciona como un potente factor permeabilizante de
los vasos sanguineos (VPF) (Neufeld et al., FASEB J. 13:9-22 (1999)). Los vasos sanguineos asociados al tumor
estan, por tanto, normalmente en un estado permanente de hiperpermeabilidad debido a la expresién en exceso
desregulada de VEGF, y como tal, una molécula reguladora por disminucién usada mediante el método de la
presente divulgacion podria ser capaz de extravasarse eficazmente de los vasos sanguineos tumorales, pero mucho
menos eficazmente de los vasos sanguineos estabilizados normales.

Reguladores por incremento

Pueden utilizarse numerosos enfoques para aumentar los niveles de LOX o LOXL y, como tal, para potenciar la
formacion de vasos sanguineos.

Por ejemplo, puede administrarse una construccion de acido nucleico que incluye un promotor constitutivo, inducible
o especifico de tejido, posicionado en la direccion 5’ de un polinucleétido que codifica un polipéptido que tiene
actividad de LOX o LOXL, tal como el polipéptido establecido en SEQ ID NO: 2, 3, 6, 8 0 9, en un tejido de mamifero.
Las LOX o LOXL expresadas a partir de este construcciéon podrian aumentar sustancialmente los niveles de LOX o
LOXL dentro de las células del tejido y, como tales, potenciar la angiogénesis.

Los segmentos del polinucledtido que codifican LOX o LOXL pueden ligarse en un vector de expresion disponible
comercialmente. Un vector de expresién tal incluye una secuencia promotora para dirigir la transcripcion de la
secuencia del polinucleétido en la célula de una forma constitutiva o inducible. Un promotor adecuado puede ser, por
ejemplo, un promotor Tie-2, que es capaz de dirigir la expresion génica especifica de la lisil oxidasa en células
endoteliales (véase Schlaeger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 94, 3058-3063 (1997)). El vector de expresion de
la presente divulgacion puede incluir ademéas secuencias de polinucleétidos adicionales tales como, por ejemplo,
secuencias que codifican para marcadores de seleccién o polipéptidos indicadores, secuencias que codifican origen
de replicacién en bacterias, secuencias que permiten la traduccién de varias proteinas a partir de un tnico ARNm, tal
como un sitio de entrada al ribosoma interno (IRES), secuencias para la integracion genémica de la region
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codificante del polipéptido quimérico promotor y/o secuencias generalmente incluidas en un vector de expresién de
mamifero, tales como pcDNA3, pcDNA3.1 (+/-), pZeoSV2(+/-), pSecTag2, pDisplay, pEF/myc/cyto, pCMV/myc/cyto,
pCR3.1, que estan disponibles de Invitrogen, pCl que esta disponible de Promega, pBK-RSV y pBK-CMV que estan
disponibles de Strategene, pTRES que esta disponible de Clontech, y sus derivados.

Se apreciara que tales sistemas de vector comercialmente disponibles pueden modificarse facilmente a través de
técnicas recombinantes usadas habitualmente con el fin de sustituir, duplicar 0 mutar secuencias de promotor o
potenciador existentes y/o introducir cualquier secuencia de polinucleétidos adicional.

Un agente capaz de regular por incremento una LOX o LOXL también puede ser cualquier compuesto que sea
capaz de aumentar la transcripcion y/o la traduccion de un ADN o ARNm endoégeno que codifica una LOX o LOXL
usando, por ejemplo, técnicas de "activacion” de genes.

Los elementos potenciadores pueden "activarse" adyacentes a las secuencias codificantes de la lisil oxidasa
enddgena para aumentar asi la transcripcion a partir de las mismas.

Detalles adicionales relativos a la construccion y el uso de construcciones inactivadas y activadas se proporcionan
en otro lugar (Fukushige e lkeda, DNA Res. 3:73-80 (1996); Bedell et al., Genes Dev. 11:1-11 (1997); Bermingham
et al.,, Genes Dev. 10:1751-1762 (1996)).

Se apreciara que la administracion directa de un polipéptido que muestra una actividad de LOX o LOXL también
puede utilizarse para potenciar la angiogénesis.

Asi, pueden usarse ensayos de union por afinidad y/o ensayos de actividad, cuyos principios son bien conocidos en
la técnica, para cribar compuestos novedosos (por ejemplo, andlogos de sustrato) que puedan regular
especificamente la actividad de una lisil oxidasa, y como tales, puedan ser usados con la presente divulgacion.

Un ensayo adecuado para el uso con este aspecto de la presente divulgacion se ha descrito previamente en un
estudio realizado por Bedell-Hogan et al., J Biol Chem. 268:10345-10350 (1993).

Administracion

Estudios previos correlacionaron los niveles de expresion de LOXL2 con las propiedades metastasicas de lineas
celulares derivadas de cancer de mama, indicando que LOXL2 puede desempefiar funciones adicionales en la
invasividad tumoral, ademas su funcién en la angiogénesis.

Asi, la presente divulgacion proporciona un método para inhibir la metastasis y/o la fibrosis en un tejido de mamifero
usando las composiciones descritas en este documento. El método se efectlia administrando al tejido de mamifero
una molécula capaz de regular por disminucion un nivel tisular y/o una actividad de al menos un tipo de una lisil
oxidasa, tal como el ARNph desvelado en este documento.

El método de la presente divulgacién puede usarse para tratar pacientes humanos que han sido diagnosticados con
tumores cancerosos, administrando cualquiera de las moléculas reguladoras por disminucién descritas en este
documento anteriormente, con el fin de reducir el nivel tisular y/o la actividad de al menos un tipo de una lisil oxidasa.

Como se usa en este documento, la expresion "tumor canceroso" se refiere a cualquier tumor maligno dentro de un
cuerpo humano, incluyendo, pero no limitdndose a, tumores con metastasis. Ademas, y sin ceflirse a tipo particular
alguno de tumor canceroso, la presente divulgacion es (til para tratar tumores de cancer de mama, con o sin
metéstasis.

Como se usa en este documento, la expresién "administrar” se refiere a todos los modos de administracion descritos
en este documento a continuacion con respecto a las composiciones farmacéuticas de la presente divulgacién. La
administracion también se refiere a todos los modos de administracion descritos en este documento a continuacion
con respecto a cualquier agente, incluyendo los polinucleédtidos de la presente divulgacién, para un efecto
terapéutico. La administracion puede ser de una cantidad eficaz para que tenga un efecto terapéutico. El efecto
terapéutico puede ser para tratar o inhibir una afeccién o trastorno, tal como tumores cancerosos, primarios o
metastéasicos, PAP, asi como trastornos o afecciones asociadas con fibrosis, y/o angiogénesis. Una cantidad eficaz
como se usa en este documento se refiere a la cantidad o dosis de esa composicién, tal como un agente, incluyendo
los polinucledtidos de la presente divulgacién, que se requiere para inducir un efecto deseado. Se entiende que una
cantidad eficaz de una composicion farmacéutica, o de un agente, tal como un polinucleétido, es una cantidad no
toxica, pero suficiente, del agente o composicién, para proporcionar el efecto deseado, es decir, inhibir, prevenir o
revertir el inicio o el curso progresivo de un cancer, primario o metastasico, PAP, inflamacion y/o afecciones o
trastornos relacionados con la fibrosis o la angiogénesis.

La administracion incluye, pero no se limita a, administracion local en el tejido tumoral, un 6rgano en el que se
diagnosticé el tumor canceroso y/o tejido relacionados que normalmente forman metéastasis (Hortobagyi, Semin.
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Oncol. 29:134-144 (2002); Morrow y Gradishar, BMJ 324: 410-414 (2002)). Ejemplos de tejido relacionado incluyen
ganglios linfaticos adyacentes a, por ejemplo, tejido mamario y huesos.

La administracion también puede efectuarse de una forma sistémica con el fin de tratar el tejido afectado, es decir, el
tejido en el que se ha formado el tumor canceroso y en el que las metastasis estan presentes o es probable que se
formen con la progresion del tumor. Puede administrarse una cantidad terapéuticamente eficaz de las composiciones
descritas en este documento, en las que la cantidad es no téxica, pero suficiente para proporcionar el efecto
deseado, es decir, inhibir, prevenir o revertir el inicio o el curso progresivo de una afeccion aqui descrita, incluyendo
la formacién o el crecimiento de tumores primarios, metastasis, fibrosis, angiogénesis y PAP.

Dado que cualquier molécula capaz de regular por disminucién una actividad de una lisil oxidasa puede ser utilizada
por los métodos descritos anteriormente, la presente divulgacion también proporciona un método para identificar
moléculas capaces de inhibir metastasis y/o fibrosis.

Este método se efectia mediante el cribado y la identificacion de moléculas que muestran reactividad especifica con
al menos un tipo de lisil oxidasa y el ensayo de un potencial inhibidor de la metastasis y/o fibrosis de estas
moléculas.

Pueden cribarse numerosos tipos de moléculas para la reactividad con al menos un tipo de lisil oxidasa, ejemplos
incluyen, pero no se limitan a, moléculas tales como oligonucleétidos antisentido, ARNic, ADNzimas, ribozimas y
oligonucledtidos formadores de hélice triple (TFO) que interactidan con un polinucleétido que expresa una actividad
de lisil oxidasa, o moléculas tales como anticuerpos que interactdan con polipéptidos que tienen una actividad de lisil
oxidasa. Ademas, también pueden cribarse péptidos cortos y otras moléculas pequefias mediante este método y
usarse en las composiciones y métodos de tratamiento desvelados en este documento.

El cribado de reactividad cruzada puede efectuarse mediante ensayos de la actividad enzimatica de la lisil oxidasa,
mediante ensayos de union, y similares. Ejemplos de ensayos adecuados se proporcionan en Rodriguez et al.,
Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol. 22:1409-1414 (2002); Wilson y Nock, Curr. Opin. Chem. Biol. 6:81-85 (2002); Uetz,
Curr. Opin. Chem. Biol. 6:57-62 (2002); Stoll et al., Front Biosci. 7:¢13-32 (2002)).

El ensayo de un fenotipo metastasico de células tumorales transformadas puede realizarse in vitro dado que
practicamente todas las etapas del proceso metastasico, incluyendo la unién, degradacién y migracion de la matriz,
pueden modelarse experimentalmente in vitro midiendo la invasién de una membrana basal reconstituida (RBM). La
invasividad metastasica de la célula tumoral puede modelarse mediante la migracidon de células tumorales en la
membrana basal reconstituida (RBM) en presencia y ausencia de un quimioatrayente, tal como un medio de
fibroblastos condicionado (FCM). El ensayo determina las células que se han unido a la RBM, degradado
enzimaticamente la RBM y, finalmente, las células que han atravesado el lado del FCM de la membrana.

Dado que los acontecimientos metastasicos in vitro se corresponden con las etapas observadas en la diseminacion
metastasica de células tumorales a través de la membrana basal in vivo, la invasividad in vitro de las células puede
ensayarse mediante los métodos descritos en Albini et al., Cancer Res. 47:3239-3245 (1987). Los ensayos de
invasividad y otros métodos para evaluar los efectos metastasicos, se describen en Leyton et al., Cancer Res.
54:3696-3699 (1994). Las preparaciones de membrana basal reconstituida para su uso segun los ensayos descritos
anteriormente estan facilmente disponibles de numerosos proveedores comerciales. Una membrana de ejemplo tal a
este respecto es "MATRIGEL" disponible de Collaborative Biomedical Products de Bedford, MA.

La evaluacién in vitro del genotipo metastasico de las células tumorales también puede efectuarse determinando el
nivel y patrén de expresion de uno o mas marcadores asociados a metastasis tales como marcadores de proteasa,
que se considera que son una parte integrante de la metastasis tumoral (véase la patente de EE.UU. N.° 6.303.318).
Un ejemplo es el acido araquidonico, cuya liberacion en las células puede servir para indicar el potencial metastasico
de un tumor (patente de EE.UU. N.° 6.316.416). A este respecto, la determinacién de la actividad de la fosfolipasa A-
2 (PLA2), y la actividad o la abundancia de factores que afectan a la actividad de PLA2, tal como la proteina
uteroglobina (patente de EE.UU. N.° 6.316.416), puede servir como una indicacion del potencial metastasico.

La determinacién del patrén y nivel de expresion de marcadores asociados a metastasis puede efectuarse por uno
de varios métodos conocidos en la técnica.

La presencia o el nivel de proteinas indicativas del potencial metastasico de tumores puede determinarse en células
por métodos convencionales bien conocidos para aquellos expertos en la técnica. Por ejemplo, las técnicas para
producir y usar anticuerpos y otros reactivos inmunolégicos y para detectar proteinas particulares en muestras
usando tales reactivos se describen en Coligan et al. (Eds.), Current Protocols in Immunology, John Wiley & Sons,
Nueva York (1995), que se incorpora por referencia en este documento en partes relativas a la preparacion y el uso
de reactivos Utiles para la determinacion de proteinas especificas en muestras. Como otro ejemplo, se describen
métodos inmunohistoquimicos para la determinacion de proteinas en células en tejidos en Ausubel et al., (Eds.),
Current Protocols in Molecular Biology, Volumen 2, Capitulo 14, John Wiley & Sons, Inc. (1994), que se incorpora
por referencia en este documento en partes relativas a llevar a cabo tales determinaciones. Finalmente, Linnoila et
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al.,, A. J. C. P. 97: 235-243 (1992) y Peri et al., J. Clin. Invest. 92: 2099-2109 (1992), incorporados en este
documento como referencia a lo anterior, describen técnicas que pueden usarse.

El potencial metastasico también puede determinarse in vivo al nivel del ARNm. La presencia y/o nivel de transcritos
de ARNm puede determinarse mediante una variedad de métodos conocidos para aquellos expertos en la técnica.
Puede detectarse un ARNm dado en células mediante la hibridacion con una sonda especifica. Tales sondas
pueden ser ADN clonados o fragmentos de los mismos, ARN, normalmente preparados mediante transcripcion in
vitro, o sondas de oligonucleétidos, habitualmente generadas mediante sintesis en fase sdlida. Los métodos para la
generacion y el uso de sondas adecuadas para hibridacion especifica son bien conocidos y usados en la técnica.

Pueden emplearse provechosamente una variedad de controles para mejorar la precision en los ensayos de
deteccion de ARNm. Por ejemplo, pueden hibridarse muestras con una sonda irrelevante y tratarse con RNasa A
antes de la hibridacion, para evaluar una falsa hibridacién.

Con objeto de modular la angiogénesis o de inhibir la metastasis o la fibrosis tumoral, las moléculas usadas por la
presente divulgacion pueden administrarse al individuo por si mismas, o en una composicién farmacéutica, donde se
mezclan con vehiculos o excipientes adecuados.

Como se usa en este documento, una "composicion farmacéutica " se refiere a una preparacion de uno o mas de los
principios activos descritos en este documento con otros componentes quimicos, tales como vehiculos y excipientes
fisiolégicamente adecuados. El proposito de una composicion farmacéutica es facilitar la administracion/llegada de
un compuesto a un mamifero.

Como se usa en este documento, el término "principios activos" se refiere a la preparacién responsable del efecto
biolégico, es decir, moléculas reguladoras por incremento/reguladoras por disminucidon usadas por la presente
divulgacion para modular la angiogénesis, y las moléculas reguladoras por disminucion usadas por la presente
divulgacion para inhibir metastasis y fibrosis tumoral.

Las expresiones "vehiculo fisiologicamente aceptable" y "vehiculo farmacéuticamente aceptable” se usan de forma
intercambiable para referirse a un vehiculo, tal como, por ejemplo, un liposoma, un virus, una micela o una proteina,
o un diluyente que no provoque una irritacién significativa al mamifero y no anule la actividad biologica y las
propiedades del principio activo. En estas expresiones se incluye un adyuvante.

El término "excipiente" se refiere a una sustancia inerte afiadida a una composicién farmacéutica para facilitar
adicionalmente la administracién de un principio activo. Ejemplos, sin limitacién, de excipientes incluyen carbonato
de calcio, fosfato de calcio, diversos azucares y tipos de almidén, derivados de celulosa, gelatina, aceites vegetales
y polietilenglicoles.

Técnicas para la formulacion y administracion de composiciones pueden encontrarse en Remington's
Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Co., Easton, PA, Gltima edicion.

Vias de administracion adecuadas pueden incluir, por ejemplo, administracién por via oral, rectal, transmucosa,
transnasal, intestinal o parenteral, incluyendo inyecciones intramusculares, subcutaneas e intramedulares, asi como
inyecciones intratecales, intraventriculares directas, intravenosas, intraperitoneales, intranasales o intraoculares.

Para inyeccion, los principios activos de la divulgacion pueden formularse en disoluciones acuosas, preferiblemente
en tampones fisioldgicamente compatibles tales como disolucion de Hank, disolucion de Ringer o tampén de
disolucién salina fisiolégica. Para administracion transmucosa, en la formulacién se usan penetrantes apropiados
para la barrera que va a atravesarse. Tales penetrantes son generalmente conocidos en la técnica.

Para administracion oral, los compuestos pueden formularse facilmente combinando el principio activo con vehiculos
farmacéuticamente aceptables bien conocidos en la técnica. Tales vehiculos permiten que el principio activo de la
divulgacion se formule como comprimidos, pildoras, grageas, capsulas, liquidos, geles, jarabes, suspensiones y
similares, para ingestién oral por un paciente. Las preparaciones farmacolégicas para uso oral pueden prepararse
usando un excipiente sélido, moliendo opcionalmente la mezcla resultante, y procesando la mezcla de granulos,
después de afadir sustancias auxiliares adecuadas si se desea, para obtener comprimidos o nucleos de grageas.
Excipientes adecuados son, en particular, cargas tales como azUcares, incluyendo lactosa, sacarosa, manitol o
sorbitol; preparaciones de celulosa tales como, por ejemplo, almidén de maiz, almidén de trigo, almidén de arroz,
almidén de patata, gelatina, goma de tragacanto, metilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa, carbometilcelulosa sédica;
y/o polimeros fisioldgicamente aceptables tales como polivinilpirrolidona (PVP). Si se desea, pueden afiadirse
agentes disgregantes tales como polivinilpirrolidona reticulada, agar o acido alginico, o una sal del mismo, tal como
alginato sédico.

Los nacleos de grageas se proporcionan con recubrimientos adecuados. Para este propdsito pueden usarse

disoluciones de azlcar concentradas que opcionalmente pueden contener goma arabiga, talco, polivinilpirrolidona,
gel de carbopol, polietilenglicol, diéxido de titanio, disoluciones de laca y disolventes organicos adecuados o mezclas
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de disolventes. Pueden afiadirse colorantes o pigmentos a los comprimidos o recubrimientos de las grageas para
identificacion o para caracterizar diferentes combinaciones de dosis de compuesto activo.

Las composiciones farmacéuticas que pueden usarse por via oral incluyen capsulas duras hechas de gelatina, asi
como capsulas blandas selladas hechas de gelatina y un plastificante, tal como glicerol o sorbitol. Las capsulas
duras pueden contener los principios activos mezclados con cargas tales como lactosa, aglutinantes tales como
almidones, lubricantes tales como talco o estearato magnésico, y opcionalmente, estabilizantes. En las cépsulas
blandas, los principios activos pueden disolverse o suspenderse en liquidos adecuados, tales como aceites grasos,
parafina liquida o polietilenglicoles liquidos. Ademas, pueden afiadirse estabilizantes. Todas las formulaciones para
administracion oral deben estar en dosis adecuadas para la via de administracién elegida.

Para administracion bucal, las composiciones pueden tomar la forma de comprimidos o pastillas formuladas de la
forma convencional.

Las preparaciones descritas en este documento pueden formularse para administracién parenteral, por ejemplo,
mediante inyeccion en bolo o infusién continua. Las formulaciones para inyeccion pueden presentarse en forma de
dosis unitaria, por ejemplo, en ampollas, o en recipientes multidosis con, opcionalmente, un conservante afiadido.
Las composiciones pueden ser suspensiones, disoluciones o emulsiones en vehiculos oleosos 0 acuosos, y pueden
contener agentes de formulacion tales como agentes suspensores, estabilizantes y/o dispersantes.

Las composiciones farmacéuticas para administracion parenteral incluyen disoluciones acuosas de la preparacion
activa en una forma soluble en agua. Adicionalmente, las suspensiones de los principios activos pueden prepararse
como suspensiones para inyeccion apropiadas basadas en aceite o en agua. Disolventes o vehiculos lipdfilos
adecuados incluyen aceites grasos tales como aceite de sésamo, 0 ésteres sintéticos de acidos grasos tales como
oleato de etilo, triglicéridos o liposomas. Las suspensiones acuosas para inyeccion pueden contener sustancias que
aumenten la viscosidad de la suspensién, tales como carboximetilcelulosa sédica, sorbitol o dextrano.
Opcionalmente, la suspension también puede contener estabilizantes adecuados o agentes que aumentan la
solubilidad de los principios activos para permitir la preparacion de disoluciones altamente concentradas.

Alternativamente, el principio activo puede estar en forma de polvo para reconstitucion con un vehiculo adecuado,
por ejemplo, disoluciéon basada en agua estéril y libre de pirégenos, antes de uso.

La preparacién de la presente divulgacion también puede formularse en composiciones rectales tales como
supositorios 0 enemas de retencion, usando, por ejemplo, bases de supositorios convencionales tales como
manteca de cacao u otros glicéridos.

Las composiciones farmacéuticas adecuadas para su uso en el contexto de la presente divulgacion incluyen
composiciones en las que los principios activos estan contenidos en una cantidad eficaz para conseguir el propésito
pretendido.

La composicién farmacéutica puede formar una parte de un articulo de fabricacion que también incluye un material
de envasado para contener la composicion farmacéutica y un prospecto que proporciona indicaciones de uso de la
composicion farmacéutica.

Asi, la presente divulgacion proporciona métodos y composiciones farmacéuticas Utiles para modular la
angiogénesis.

Tal actividad de modulacion puede usarse para tratar artritis (Koch, Arthritis Rheum. 41:951-962 (1998); Paleolog y
Fava, Springer Semin. Immunopathol. 20:73-94 (1998)), retinopatia diabética (Miller et al., Diabetes Metab. Rev.
13:37-50 (1997)), psoriasis, (Detmar et al., J. Exp. Med. 180:1141-1146 (1994); Creamer et al., Br. J Dermatol. 136,
859-865 (1997)) o vasculitis (Lie, Curr. Opin. Rheumatol. 4:47-55 (1992); Klipple y Riordan, Rheum. Dis. Clin. North
Am. 15:383-398 (1989)).

Ademas, la presente divulgacién también proporciona métodos para tratar una enfermedad caracterizada por vasos
sanguineos fragiles, incluyendo el sindrome de Marfans, Kawasaki, Ehlers-Danlos, cutis laxa y takysu (Lie, Curr.
Opin. Rheumatol. 4:47-55 (1992); Klipple y Riordan, Rheum. Dis. Clin. North Am. 15:383-398 (1989); Brahn et al.,
Clin. Immunol. Immunopathol. 90:147-151 (1999); Cid et al., J. Clin. Invest. 91:977-985 (1993); Hoffman et al.,
Arthritis Rheum. 34:1466-1475 (1991)). Es posible que algunas de estas enfermedades resulten de una actividad
reducida o anulada de la lisil oxidasa, que conduce a la sintesis de una matriz extracelular fragil, y
consecuentemente, vasos sanguineos fragiles. Como tal, puede usarse la administracion de secuencias que
codifican LOX o LOXL o polipéptidos para corregir algunas de las manifestaciones de estas enfermedades.

La presente divulgacion también proporciona métodos para tratar enfermedades que se caracterizan por cambios en
la pared de los vasos sanguineos. Por ejemplo, la reestenosis, que es una complicacién comun tras la terapia de
globo, la displasia fibromuscular (Begelman y Olin, Curr. Opin. Rheumatol. 12:41-47 (2000)) y la estenosis aodrtica
(Palta et al., Circulation 101: 2497-2502 (2000)), son todas potencialmente tratables por las composiciones y los
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métodos descritos en este documento.
Diagndstico

Ademas, LOXL2 se expresa mas altamente en tumores y lineas celulares metastasicas que en tumores y lineas
celulares no metastasicas. Esto sugiere que los niveles de expresion de LOXL2 pueden usarse como herramienta
diagnostica para determinar la malignidad de células cancerosas, asi como para determinar e implementar pautas de
tratamiento adecuadas. LOXL2 y LOXL3 también se expresan mas altamente en PAP, y asi pueden usarse los
niveles de LOXL2, de LOXL3, o de ambas, como herramienta diagndstica para determinar PAP e implementar
pautas de tratamiento adecuadas. Pueden usarse agentes de deteccién, tales como un anticuerpo, una molécula
pequefia, molécula antisentido, ribozima, ADNzima, oligonuclettidos formadores de hélice triple, ARNic, o ARNph,
para evaluar el nivel o la actividad de LOXL2, LOXL3, o ambas, en sujetos.

El cancer de colon es una enfermedad altamente tratable y a menudo curable cuando esta localizada en el intestino.
Sin embargo, en muchos casos, debido a diagndsticos erroneos, una hiperplasia de colon premaligna progresa a un
adenoma de colon, que se desarrolla adicionalmente en formas mas malignas de adenocarcinoma de colon de grado
bajo y de grado alto. Una vez un individuo se diagnostica con cancer de colon, la malignidad del tumor necesita ser
evaluada con el fin de seleccionar pautas de tratamiento adecuadas. La practica actual para evaluar la malignidad de
un tumor de colon se basa en el sistema de estadificacion de tumor-nédulo-metastasis (TNM) desarrollado por el
American Joint Committee on Cancer (AJCC). Segun este método, la estadificacién se basa en la puntuacién de la
presencia o ausencia de células cancerosas en el propio tumor, en la submucosa de la pared intestinal, en la capa
muscular de la pared intestinal (muscularis propria), y/o en los tejidos subserosos, pericélicos o perirrectales, asi
como en los ganglios linfaticos regionales y metéastasis distantes. Asi, la estadificacion de tumores de colon implica
multiples biopsias de tejido y complejas evaluaciones patolégicas que requieren mucho tiempo y pueden producir un
diagnostico erréneo.

La expresion de LOXL2 en células de tejido epitelial y/o conjuntivo en un tejido de colon es indicativa de un cancer
de colon maligno, y, asi, proporciona un nuevo método para evaluar la malignidad de tumores de cancer de colon,
desprovisto de las limitaciones anteriores.

La expresion de LOXL2 esta correlacionada con la formacion de tumores de colon benignos, y esta aumentada en
formas mas malignas de tumores de cancer de colon, sugiriendo asi el uso de LOXL2 en la determinacion del
estadio de los tumores de cancer de colon.

Asi, segun otro aspecto de la presente divulgacion, se proporciona un método para evaluar una malignidad de un
tumor de colon. El método se efectla determinando un nivel tisular y/o un nivel de actividad de un polipéptido
homologo al menos el 75 % al polipéptido establecido en SEQ ID NO: 2 o0 9, en el tejido del tumor de colon,
evaluando asi la malignidad del tumor de colon.

Como se usa en este documento, la expresion “evaluar una malignidad de un tumor de colon” se refiere a determinar
el estadio del tumor de colon, es decir, el progreso del tumor de colon a partir de un tumor de colon benigno hacia un
cancer de colon altamente maligno que invade el tejido circundante.

El polipéptido detectado por la presente divulgacion puede ser homdlogo al menos el 75 %, al menos el 80 %, al
menos el 85 %, al menos el 90 %, o al menos el 95 %, a SEQ ID NO: 2 0 9, como se determina usando el software
BestFit del paquete de andlisis de secuencias Wisconsin, utilizando el algoritmo de Smith y Waterman, donde la
penalizacién por la creacién de huecos es igual a 8 y la penalizacion por la extension de huecos es igual a 2.

En algunas realizaciones, el polipéptido es LOXL2 (SEQ ID NO: 2), un miembro de la familia de la lisil oxidasa, que
se han descrito completamente en este documento.

Segun los métodos descritos en este documento, se obtiene un tejido de tumor de colon usando una biopsia de
colon y/o una cirugia de colon usando métodos conocidos en la técnica. Una vez obtenido, se determina el nivel
tisular y/o el nivel de actividad del polipéptido de la presente divulgacién en el tejido de tumor de colon.

Similarmente, para el diagnéstico de PAP, puede obtenerse una muestra de tejido pulmonar mediante una biopsia
pulmonar y otros métodos conocidos en la técnica. El polipéptido detectado por la presente divulgacion puede tener
ser homélogo al menos el 75 %, al menos el 80 %, al menos el 85 %, al menos el 90 %, o al menos el 95 % a SEQ
ID NO: 2 0 9, como se determina usando el software BestFit del paquete de analisis de secuencias Wisconsin,
utilizando el algoritmo de Smith y Waterman, donde la penalizacién por la creacién de huecos es igual a 8 y la
penalizacién por la extensién de huecos es igual a 2. El polipéptido de la presente divulgacion puede ser LOXL2
(SEQ ID NO: 2) o LOXL3 (SEQ ID NO. 9), miembros de la familia de las lisil oxidasas, que se describen
completamente en este documento. La expresion del ARNm también puede detectarse y usarse para el diagnéstico.
Adicionalmente, también pueden detectarse tanto LOXL2 como LOXL3, bien usando el mismo agente de deteccion
(por ejemplo, un anticuerpo que detecta ambas proteinas), o bien agentes de deteccién diferentes (por ejemplo, un
anticuerpo que es especifico para LOXL2 y otro anticuerpo especifico para LOXL3; o diferentes sondas Northern).

24



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2572955713

La determinacion del nivel tisular de los polipéptidos descritos en este documento puede realizarse directamente
usando métodos inmunoldgicos.

Los métodos de deteccién inmunolégica en el contexto de la presente divulgacion se explican completamente, por
ejemplo, en Lane (Ed.), Using Antibodies: A Laboratory Manual, Ed Harlow, Cold Spring Harbor Laboratory Press
(1999), y aquellos familiarizados con la técnica seran capaces de implementar las diversas técnicas resumidas a
continuacién como parte de la presente invencion. Todas las técnicas inmunoldgicas requieren anticuerpos
especificos para al menos un epitope del polipéptido de la presente invencion. Los métodos de deteccion
inmunolégica adecuados para su uso como parte de la presente divulgacién incluyen, pero no se limitan a,
radioinmunoensayo (RIA), enzimoinmunoandlisis de adsorcion (ELISA), transferencia Western, analisis
inmunohistoquimico.

Radioinmunoensayo (RIA): En una version, este método implica la precipitacion del sustrato deseado, por ejemplo,
LOXL2, con un anticuerpo especifico, y una proteina de unién al anticuerpo radiomarcada (por ejemplo, proteina A
marcada con I125) inmovilizada sobre un vehiculo precipitable, tal como perlas de agarosa. El nUmero de recuento en
el sedimento precipitado es proporcional a la cantidad de sustrato.

En una version alternativa del RIA, se emplean un sustrato marcado y una proteina de unién al anticuerpo no
marcada. Se afiade una muestra que contiene una cantidad desconocida de sustrato en cantidades variables. La
disminucion en los recuentos de precipitado del sustrato marcado es proporcional a la cantidad de sustrato en la
muestra afiadida.

Enzimoinmunoanalisis de adsorcion (ELISA): Este método implica la fijacion de una muestra (por ejemplo,
células fijadas o una disolucidn proteinacea) que contiene un sustrato de proteina (por ejemplo, LOXL2) a una
superficie, tal como un pocillo de una placa de microtitulacién. Se aplica un anticuerpo especifico de sustrato
acoplado a una enzima y se deja unir al sustrato. Entonces, la presencia del anticuerpo se detecta y se cuantifica
mediante una reaccion colorimétrica que emplea la enzima acoplada al anticuerpo. Las enzimas empleadas
habitualmente en este método incluyen peroxidasa de rabano picante y fosfatasa alcalina. Si esta bien calibrado y
dentro del intervalo lineal de respuesta, la cantidad de sustrato presente en la muestra es proporcional a la cantidad
de color producida. Generalmente se emplea un sustrato estandar para mejorar la precisiéon cuantitativa.

Analisis por transferencia Western: Este método implica la separacion de un sustrato (por ejemplo, LOXL2) de
otras proteinas mediante un gel de acrilamida, seguido de transferencia del sustrato a una membrana (por ejemplo,
nailon o PVDF). La presencia del sustrato se detecta entonces mediante anticuerpos especificos para el sustrato,
gue a su vez son detectados por los reactivos de unién al anticuerpo. Los reactivos de unién al anticuerpo pueden
ser, por ejemplo, proteina A u otros anticuerpos. Los reactivos de unién al anticuerpo pueden estar radiomarcados o
unidos a enzimas, como se describié anteriormente. La deteccion puede ser mediante una autorradiografia, reaccién
colorimétrica o quimioluminiscencia. Este método permite tanto la cuantificacion de una cantidad de sustrato como la
determinacién de su identidad por una posicién relativa en la membrana, que es indicativa de una distancia de
migracion en el gel de acrilamida durante la electroforesis.

Analisis inmunohistoquimico: Este método implica la deteccion de un sustrato in situ en tejido fijado mediante
anticuerpos especificos de sustrato. Los anticuerpos especificos de sustrato pueden estar unidos a una enzima o
unidos a fluoréforos, y detectarse mediante microscopia y evaluacion subjetiva. Si se emplean anticuerpos unidos a
una enzima, puede emplearse una reaccion colorimétrica.

Dado que los niveles tisulares de un polipéptido pueden inferirse a partir de los niveles del ARNm que codifica tal
polipéptido, el método segun este aspecto de la presente divulgacion también puede emplear diversos enfoques de
deteccién de polinucleétidos para determinar el nivel tisular del polipéptido de la presente divulgacion.

Las moléculas de ARN pueden detectarse usando métodos conocidos en la técnica que incluyen, por ejemplo,
analisis de transferencia Northern, andlisis de RT-PCR, tincién de la hibridacion in situ de ARN y tinciéon de RT-PCR
in situ.

Andlisis de transferencia Northern: Este método implica la deteccién de un ARN particular (por ejemplo, la
molécula de ARN que codifica LOXL2) en una mezcla de ARN. Se desnaturaliza una muestra de ARN mediante el
tratamiento con un agente (por ejemplo, formaldehido) que impide los puentes de hidrégeno entre pares de bases,
asegurando que todas las moléculas de ARN tengan una conformacion lineal no plegada. Entonces, las moléculas
de ARN individuales se separan segun su tamafio mediante una electroforesis en gel y se transfieren a una
membrana de nitrocelulosa o basada en nailon, a la que se adhieren los ARN desnaturalizados. Entonces, la
membrana se expone a sondas de ADN marcadas. Las sondas pueden marcarse usando radiois6topos o
nucleétidos unidos a enzimas. La deteccion puede ser usando autorradiografia, reaccion colorimétrica o
qguimioluminiscencia, como se describié anteriormente. Este método permite tanto la cuantificacion de una cantidad
de moléculas de ARN particular como la determinacién de su identidad por una posicién relativa sobre la membrana,
que es indicativa de una distancia de migracion en el gel durante la electroforesis.
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Andlisis de RT-PCR: Este método usa la amplificacion por PCR de moléculas de ARN relativamente raras. En
primer lugar, las moléculas de ARN de un tejido en particular (por ejemplo, un tejido de tumor de colon) se purifican y
se convierten en ADN complementario (ADNc) usando una enzima transcriptasa inversa (tal como una MMLV-RT) y
cebadores tales como oligo dT, hexameros aleatorios o cebadores especificos de genes, todos los cuales estan
disponibles de Invitrogen Life Technologies, Frederick, MD, EE.UU. Entonces, mediante la aplicacion de los
cebadores especificos de genes y polimerasa Tag de ADN, se realiza una amplificacion por PCR en una maquina de
PCR. Aquellos expertos en la técnica son capaces de seleccionar la longitud y la secuencia de los cebadores
especificos de genes, y las condiciones de PCR (es decir, temperaturas de hibridacién, nimero de ciclos y
similares), que son adecuados para detectar moléculas de ARN especificas.

Tincién de la hibridacion in situ de ARN: En este método se unen sondas de ADN o de ARN a las moléculas de
ARN presentes en el tejido. Generalmente, se fija una muestra de tejido (por ejemplo, un tejido de colon) para
preservar su estructura y para prevenir que el ARN se degrade, y después se secciona mediante microscopia y se
coloca sobre un portaobjetos. Alternativamente, pueden seccionarse en primer lugar muestras de tejido congelado y
ponerse en un portaobjetos, y después someterse a fijacion previa a la hibridacién. Las condiciones de hibridacién
incluyen reactivos tales como formamida y sales (por ejemplo, cloruro sédico y citrato sodico) que permiten la
hibridacion especifica de las sondas de ADN o de ARN con sus moléculas de ARNm diana in situ, mientras que
evitan la unién no especifica de la sonda. Aquellos expertos en la materia son capaces de ajustar las condiciones de
hibridacién (es decir, temperatura, concentracion de sales y formamida, y similares) a las sondas especificas y los
tipos de células. Tras la hibridacion, se elimina por lavado cualquier sonda no unida y el portaobjetos se somete bien
a una emulsioén fotografica que revela las sefiales generadas usando sondas radiomarcadas, o bien a una reaccion
colorimétrica que revela las sefiales generadas usando sondas marcadas unidas a enzimas, como se describié
anteriormente.

Tincién de la RT-PCR in situ:  Este método se describe en Nuovo et al., Am. J. Surg. Pathol. 17: 683-690 (1993) y
Komminoth et al., Pathol. Res. Pract. 190:1017-1025 (1994). En resumen, la reaccion de RT-PCR se realiza sobre
secciones de tejido fijadas incorporando nucleétidos marcados a la reaccion PCR. La reaccién se lleva a cabo
usando un aparato de RT-PCR especifico in situ tal como el sistema de microdiseccion por captura de laser PixCell |
LCM disponible en Arcturus Engineering (Mountainview, CA).

La determinacion de un nivel de actividad del polipéptido de la presente divulgacion (por ejemplo, LOXL2) en un
tejido de tumor de colon puede efectuarse usando sustratos adecuados en una tincién citoquimica y/o ensayos de
actividad in vitro.

Tincién citoquimica:  Segun este método se aplica un sustrato cromogénico sobre el tejido del tumor de colon que
contiene una enzima activa (por ejemplo, LOXL2). La enzima cataliza una reaccién en la que el sustrato se
descompone para producir un producto cromogénico visible mediante un microscopio éptico o fluorescente.

Ensayos de actividad in vitro:  En estos métodos se mide la actividad de una enzima particular en una mezcla de
proteina extraida del tejido de interés (por ejemplo, un tejido tumoral de colon). La actividad puede medirse en un
espectrofotdmetro, bien usando métodos colorimétricos (véase, por ejemplo, Wande et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA. 1997, 94: 12817-12822 (1997)) o bien puede medirse en un gel de acrilamida no desnaturalizante (es decir, gel
de actividad). Tras la electroforesis, el gel se empapa en una disolucion que contiene un sustrato y reactivos
colorimétricos. La banda tefiida resultante se corresponde con la actividad enzimatica del polipéptido de interés (por
ejemplo, LOXL2). Si esta bien calibrado y dentro de un intervalo de respuesta lineal, la cantidad de enzima presente
en la muestra es proporcional a la cantidad de color producida. Generalmente se emplea un patrén de enzima para
mejorar la precision cuantitativa.

Una vez que se ha determinado el nivel tisular y/o el nivel de actividad del polipéptido (0 ARNm) de la presente
divulgacion (por ejemplo, LOXL2) en el tejido de tumor de colon, se evalla la malignidad del tumor comparando el
nivel de expresion y/o la actividad en el tejido de tumor de colon con la de un tejido de colon normal.

Se apreciara que el tejido de colon normal puede obtenerse de una biopsia y/o una cirugia de un tejido de colon
obtenido de un individuo sano. Alternativamente, el tejido de colon normal puede obtenerse a partir de un segmento
no afectado del colon del mismo individuo. Los métodos para determinar el estado de un tejido de colon normal son
conocidos por los expertos en la técnica e incluyen por ejemplo, una evaluacién morfolégica de las secciones de
tejido.

Una vez determinada la malignidad del cancer de colon como se ha descrito anteriormente, también puede utilizarse
el nivel tisular y/o el nivel de actividad del polipéptido (0 ARNm del mismo) de la presente divulgacion para estadificar
el tumor de colon y para asi predecir el prondstico de un individuo diagnosticado con cancer de colon.

Tal estadificacion puede efectuarse evaluando el nivel tisular y/o el nivel de actividad del polipéptido y

correlacionandolos con los resultados obtenidos del tejido del cancer de colon en diversos estadios (obtenibles a
través de la evaluacion patoldgica de tumores de colon). Se apreciara que tal estadificacion precisa y rapida
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permitira un pronostico preciso y rapido de un individuo afectado con cancer de colon y la administracién oportuna
de una pauta de tratamiento adecuada.

Objetos y ventajas adicionales, y caracteristicas novedosas de la presente divulgacion seran apreciables por el
experto en la técnica. Se aprecia que ciertas caracteristicas de la divulgaciéon que, por claridad, se describen en el
contexto de realizaciones separadas, también pueden proporcionarse en combinacién en una Unica realizacion. Por
el contrario, las diversas caracteristicas de la divulgacion que, por brevedad, se describen en el contexto de una
Unica realizacion, también pueden proporcionarse por separado 0 en cualquier subcombinacién adecuada.
Adicionalmente, cada una de las diversas realizaciones y aspectos de la presente divulgacion como se describieron
anteriormente y como se reivindican en las seccion de reivindicaciones, a continuaciéon, encuentra apoyo
experimental en los siguientes ejemplos.

EJEMPLOS

Generalmente, la nomenclatura usada en este documento y los procedimientos de laboratorio utilizados en la
presente divulgacién incluyen técnicas moleculares, bioquimicas, microbioldgicas y de ADN recombinante. Tales
técnicas se explican detalladamente en la bibliografia. Véanse, por ejemplo, Sambrook et al., Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, (1989); Ausubel (Ed.), Current Protocols in Molecular Biology, Volimenes I-1ll John Wiley and
Sons, Baltimore, Mariland (1994); Perbal, A Practical Guide to Molecular Cloning, John Wiley & Sons, Nueva York
(1988); Watson et al., Recombinant DNA, Scientific American Books, Nueva York; Birren et al. (Eds.), Genome
Analysis: A Laboratory Manual Series, Vols. 1-4, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Nueva York (1998);
metodologias segun se establece en las patentes de EE.UU. N.° 4.666.828; 4.683.202; 4.801.531; 5.192.659 y
5.272.057; Cellis (Ed.), Cell Biology: A Laboratory Handbook, Volimenes I-lll, (1994); Coligan (Ed.), Current
Protocols in Immunology, Volumenes I-1ll (1994); Stites et al. (Eds.), Basic and Clinical Immunology (82 Edicion),
Appleton & Lange, Norwalk, CT (1994); Mishell y Shiigi (Eds.), Selected Methods in Cellular Immunology, W H.
Freeman and Co., Nueva York (1980); los inmunoensayos disponibles se describen ampliamente en la bibliografia
cientifica y de patentes, véanse, por ejemplo, las patentes de EE.UU. N.° 3.791.932; 3.839.153; 3.850.752;
3.850.578; 3.853.987; 3.867.517; 3.879.262; 3.901.654; 3.935.074; 3.984.533; 3.996.345; 4.034.074; 4.098.876;
4.879.219; 5.011.771 y 5.281.521; Gait (Ed.), Oligonucleotide Synthesis, (1984); Hames y Higgins (Eds.), Nucleic
Acid Hybridization, (1985); Hames y Higgins (Eds.), Transcription and Translation, (1984); Freshney (Ed.), Animal
Cell Culture, (1986); Immobilized Cells and Enzymes, IRL Press (1986); y Methods in Enzymology, Vol. 1-317,
Academic Press; PCR Protocols: A Guide To Methods And Applications, Academic Press, San Diego, CA (1990);
Marshak et al., Strategies for Protein Purification and Characterization - A Laboratory Course Manual, CSHL Press
(1996).

EJEMPLO 1
El ARNph contra LOXL2 inhibe la invasividad de las cé  lulas tumorales
Materiales y métodos

Los presentes inventores compraron plasmidos de expresién lentivirales que contienen varias secuencias de ADN
candidatas que codifican especies de ARNph candidatas dirigidas contra LOXL2, y un ADN que codifica un gen que
confiere resistencia al agente selectivo puromicina de Sigma (St. Louis, MI) (FIG. 1). Los lentivirus que contienen
estos ADNc candidatos se produjeron en la linea celular de empaquetamiento HEK293-T mediante la transfeccion
de los plasmidos en las células junto con el vector de empaquetamiento pCMVdR8.91, y un plasmido que codifica la
envoltura de recubrimiento del virus de la estomatitis vesicular pMD2-VSVG (5 pg). Se recogieron lentivirus de
replicacién recombinante defectuosa del medio condicionado de las células de empaquetamiento y se usaron para
infectar células tumorales diana. El ensayo de invasion tumoral se ilustra en la FIG. 2. Las células tumorales se
siembran entre dos capas de colageno en una monocapa, que representa la masa tumoral. Las células invaden con
el tiempo las capas adyacentes de colageno. Se cuenta automaticamente el nimero de células invasoras a diversas
profundidades en campos microscépicos usando el software de andlisis morfométrico Image-Pro.

Resultados

Se cribaron los diferentes lentivirus que llevan las diferentes especies de ADN candidatas que codifican los
diferentes ARNph para su capacidad de inhibir la expresion de LOXL2. Ninguna de estas especies de ADNc tiene
ninguna homologia con las secuencias de los otros miembros de la familia de genes de las lisil oxidasas. Se
encontré que dos de estas especies de ADNc codifican especies de ARNph que inhiben la expresién de LOXL2 a
nivel del ARNm y de la proteina. La secuencia de ADN que codifica el primer ARNph es
GAAGGAGACATCCAGAAGAAT (sh.LOXL2.197 o si-197; SEQ ID NO: 20) y la segunda tiene la secuencia
CGATTACTCCAACAACATCAT (sh.LOXL2.195, o si-195; SEQ ID NO: 21). De estas dos, se cree que si-195 es un
inhibidor ligeramente mas potente (FIG. 3A).

El fenotipo invasivo/metastasico esta asociado en muchos casos con una transicion de una morfologia epitelial a una
mesenquimatosa (EMT). La expresion de las especies de ARNph en las lineas celulares tumorales derivadas de
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seres humanos indujo un cambio drastico en la morfologia de una morfologia mesenquimatosa a una epitelial (FIG.
4).

Con el fin de evaluar los efectos de las especies de ARNph sobre la invasividad de las células, se sembraron células
tumorales infectadas con lentivirus de control o células tumorales infectadas con el lentivirus que codifica el ARNph
de si-195, entre dos capas de colageno, y se evalué su capacidad de invadir el colageno por encima y por debajo de
la monocapa de células. Puede observarse que la expresion del ARNph de si-195 inhibié sustancialmente la
invasividad de las células en las capas de colageno por encima y por debajo de la monocapa de células original
(FIG. 5).

EJEMPLO 2
LOXL2 esta expresada en exceso en la proteinosis alv  eolar primaria

La proteinosis alveolar primaria (PAP) esta caracterizada por una hipersecrecion del tensioactivo pulmonar, y es una
afeccion problematica de etiologia desconocida, que presenta dificultades tanto para el diagnéstico como para un
tratamiento eficaz.

Se evalud la expresion de LOXL2 y LOXL3 en pulmones de pacientes normales y con PAP. La FIG. 6 muestra las
expresion en exceso de LOXL2 en células endoteliales pulmonares en PAP, mientras que LOXL3 se expresa en el
musculo liso.

EJEMPLO 3
El ARNph de LOXL2 promueve la MET en células malignas  humanas

Se indujo una MET por LOXL2 en tres tipos de células malignas humanas, células 10HT1080, MDA-MB-231 o
Yu/PAC2. Se sembraron 2 x 10° células en placas de 35 mm. Las células se infectaron con lentivirus que dirigen la
expresion del ARNph de LOXL2, ARNph.Lox12.195 o ARNph de control (FIG. 7) segun el protocolo del vendedor
(Sigma). La tincion de las células con faloidina se realizé fijando células en paraformaldehido al 4 %. Entonces, las
células se permeabilizaron con saponina al 0,05 % antes de tefiirlas con rodamina-faloidina (Molecular Probes,
Eugene, OR) (FIG. 7). Las células tratadas con ARNph.Lox12.195 parecian estar en estados de transicion
mesenquimatosa-epitelial (MET).

Transfecciones con fosfato calcico

Se realizaron transfecciones con fosfato calcico para la producciéon de retrovirus. Generalmente, las placas se
recubrieron previamente con gelatina esterilizada al 0,2 % para asegurar una mejor adherencia de las células
durante todas las fases del protocolo. Para una placa de 100 mm se sembraron ~2,5-3,0 x 10° células para células
293, 293Ty 3,2-3,5 x 10° células para células ®NX-A 18-24 h antes de la transfeccion. Para placas de 150 mm se
sembraron ~6,0 x 10° células 293, 293T 0 ®NX-A.

Las células fueron confluyentes al ~ 60 % en el momento de la transfeccion. Para placas de 100 mm, se mezclaron ~
10 pg de ADN, ~ 438 ul de H,O (dependiendo del volumen de ADN), 61 pl de CaCl, 2 M (volumen total de la mezcla
de H>O/ADN/CaCl,: 500 pl) en un tubo de microcentrifuga. EI CaCl, no se afiadié hasta que los precipitados
estuvieron listos para ser preparados. Para placas de 150 mm, se usaron 30 ug de ADN, ~878 ul de H;O
(dependiendo del volumen de ADN), 122 pl de CaCl; 2 M (volumen total de la mezcla de H,O/ADN/CaCl,: 1000 pl).

Produccién lentiviral

Para la produccion lentiviral en células 293 o 293T mediante cotransfeccion de ADN triple o en la cubierta de VSVg
de virus de Moloney, usando placas de 100 mm, se usaron ~ 10 ug de tres ADN que consisten en 5 ug de vector de
transferencia, 3-4 ug de vector de la proteina estructural y 1-2 ug de vector de la envuelta pCI(VSVg). Para placas
de 150 mm, ~30 pg de tres ADN (16 pg de vector lenti-transfer, 12 pug de vector estructural A8.2 y 3 ug de vector de
la envuelta CI(VSVQ)). Si el vector de transferencia no tiene un gen de la GFP, habitualmente se incluia un vector de
expresion de la GFP como ~ 5 % del ADN total, para conocer la eficacia relativa de la transfeccién (en el momento
de la recogida de virus).

Se afiadieron 500 pl de 2 x HBS (Hepes 50 mM, KCI 10 mM, dextrosa 12 mM, NaCl 280 mM, Na;HPO4 x 7 H,O 1,5
mM) a las mezclas de H,O/ADN/CaCl, (placas de 100 mm) o 1000 pl (para placas de 150 mm) con burbujeo
constante de las Ultimas mezclas en o bien tubos de microcentrifuga (si los precipitados son de 0,5 ml 0 menos) o
tubos de polipropileno de 14 ml (si los precipitados son de 1-3 ml cada uno) o bien en tubos de polipropileno de 15
ml. Entonces se afadieron las mezclas de CaCl; al H,O/ADN pero no mas de cuatro tubos a la vez. Entonces los
precipitados se dejaron a temperatura ambiente durante 0-10 min.

Las células estaban en 9 ml de medio (placas de 100 mm) o en 18 ml de medio (placas de 150 mm). El exceso de
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medio se eliminé dejando los volimenes apropiados en cada tamafio de placa. Se afiadié cloroquina a cada placa
hasta una concentracién final de 25 uM.

Los precipitados de 1 ml de H,O/ADN/CaCl,/2 x HBS se afiadieron suavemente a las células. El examen
microscopico deberia revelar particulas negras muy finas.

Las placas se colocaron en una estufa de incubacién a 37 °C, 5% de CO,. Para asegurar que los precipitados
estaban distribuidos uniformemente, las placas se giraron suavemente a mano ~ dos veces durante los primeros 20-
30 min de incubacion.

5-8 h después de la transfeccion, los medios se cambiaron por 10 ml de GM reciente (DMEM, 1 % de Pen/Estrep,
1 % de glutamina, 10 % de FBS) para las placas 100 mm y 22 ml para las placas de 150 mm. Las células 293 son
mas sensibles a la cloroquina que las células ®NX, por lo que el medio se cambidé no mas de 5-7 h después de la
transfeccion.

24 h después de la transfeccion, el GM se cambié por 6,5-7 ml para recoger los virus (placas de 100 mm) o 16-17 ml
(placas de 150 mm). 6 horas antes de recoger las placas se llevaron a una estufa de incubacién a 32 °C, 5 % de
COs». Los sobrenadantes se centrifugaron a 2000 RPM durante 5 minutos para eliminar cualquier residuo celular, o
se filtraron a través de un filtro de 0,45 micrometros.

Infecciones retrovirales de Moloney y Lenti (protocolo de inoculacién por rotacién)

Para reforzar la infeccion viral, células adherentes y en suspension en soportes de placas de cultivo tisular pueden
ser infectadas por rotacion a 2000-2400 RPM durante 45-60 minutos a 30-32 °C. Las células se infectaron a una alta
MOI con virus no diluido virus en placas de 12, 24 o 6 pocillos (usando generalmente no mas de 50-100 x 10° células
por pocillo de una placa de 6 pocillos) en presencia de 8 pg/ml de polibrina. Las células se infectaron con 0,5-1,0 ml
de sobrenadante viral por pocillo de una placa de 24 pocillos, 1 ml por pocillo de una de 12 pocillos y 2,0 ml/pocillo
de una de 6 pocillos. Los sobrenadantes virales del congelador a -80 °C se descongelaron a temperatura ambiente y
después se afiadieron a las células junto con la polibrina. Para las células en suspension se resuspendieron
directamente un nimero contado de células en el sobrenadante viral sin diluir. La placa se cerré herméticamente con
parafilm en todo su contorno para evitar la evaporacion y cambios en el pH del medio durante la inoculacién por
rotacion. Después de la primera inoculacion por rotacién se retira el parafilm de las placas y los sobrenadantes
virales se sustituyen por una alicuota reciente de virus y polibrina (el virus descongelado puede mantenerse a
temperatura ambiente durante los primeros 45 minutos de rotacion) para una segunda rotacion equivalente o incluso
una tercera rotacion (dependiendo de la tolerancia de las células a la centrifugacion). Para la mayoria de las células,
las células normalmente se rotaron dos veces (45 min cada rotacion). Para las células en suspension se afiadioé un
volumen igual adicional de sobrenadante viral reciente a cada pocillo para una segunda rotacion. El parafilm se retiré
de las placas y sin extraer el sobrenadante viral, y se continué con la incubacion a 32 °C en una estufa de incubacién
de CO; durante hasta un total de 4-6 h desde el momento de la primera inoculacién por rotacién (si se han realizado
tres rotaciones de 45 min cada una, la incubacién con la Gltima alicuota de virus se realiza durante otras 2-3 h a 32
°C). Se cambio el medio de crecimiento regular y las células se incubaron a 37 °C durante 2 dias antes de examinar
las células para la fluorescencia de la GFP. Las selecciones farmacol6gicas comenzaron 48 h después de la
infeccion. Si las células crecian en exceso antes de alcanzar las 48 h, se dividieron en mas pocillos con medio de
crecimiento regular.

EJEMPLO 4
El ARNph de LOXL2 disminuye el desarrollo tumoral pri mario

Se infectaron cinco millones de células MDA-MB-231 con ARNph de control que codifica lentivirus o el vector
lentiviral que expresa el ARNph dirigido a 195 LOXL2, ARNph.Lox12.195 (si-LOXL2). Las células infectadas se
seleccionaron antes de la inyeccion con puromicina (2 microgramos/ml). Dos dias antes de la inyeccién se determiné
la expresion de LOXL2 en células de control frente a infectadas con ARNmc.Lox12.195, y la inhibiciéon fue de
aproximadamente el 65 % basada en densitometria de transferencia Western (lectura directa de la fluorescencia de
la transferencia). La velocidad de proliferacion de las células de control frente a las infectadas por ARNph.Lox12.195
in vitro fue similar. Las células infectadas se inyectaron en los paniculos adiposos mamarios de ratones hembra
balb/c nu/nu. El volumen tumoral se midi6 6, 11, 14, 18, 22, 25 y 27 dias después de la inyeccion. (FIG. 8A) El
desarrollo del tumor disminuy6 en los ratones inyectados con MDA-231 si-control en comparacion con los ratones
inyectados con las células MDA- 231 si-Lox12. (FIGS. 8A, B)

EJEMPLO 5
Genes en células MCF7 afectados por la expresién en  exceso o la inhibicién de LOXL2

Se transfectaron células MCF7 con vector de expresion para expresar en exceso LOXL2 (clones 12 y 14), se
infectaron con vector lentiviral de control que contenia un ARNph no relacionado (WT), o se infectaron con un
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mutante de LOXL2 que era enzimaticamente inactivo debido a una mutacion en su motivo LTQ (Y689F). La
expresion génica se midi6 mediante RT-PCR vy transferencia Western. La RT-PCR se realiz6 usando protocolos
estandar. Se identificé un aumento en la expresién en varios genes cuando la LOXL2 se expres6 en exceso (FIG.
9A).

Las células se infectaron con vector lentiviral 195 de ARNph. Las células se seleccionaron con puromicina y la
expresion de LOXL2 se monitorizd mediante transferencia Western. Se aislé el ARN y se realizé RT-PCR. Las
condiciones de la PCR usando cebadores especificos para LOXL2 fueron de 30 ciclos de 55, 72, 95 °C, de 1 min
cada uno (FIG. 9B)

EJEMPLO 6
La expresion de LOXL2 es aumentada por la hipoxia

Las células se incubaron en una camara de hipoxia a 37 °C al 1,5 % de O, durante 24 h. Se incubd un control en
condiciones norméxicas (estufa de incubacién normal). EI ARN se preparé a partir de las células A549 y se amplificd
mediante RT-PCR (30 ciclos de 55, 72, 95 °C, de 1 min cada uno). La expresién de LOXL2 esta aumentada en
condiciones hipéxicas (FIG. 10A)

Se evaluaron los niveles de LOXL2 mediante transferencia Western. Las células se estimularon durante los tiempos
indicados con la concentracién de CoCl; indicada (FIG. 10B). Se prepararon concentraciones iguales de lisado
celular con tamp6n de lisis que contenia 0,1 % de DOC y un 1 % de NP40 con inhibidores de la proteasa, y tampén
Hepes 10 mM, pH-7,2. Los lisados celulares se separaron con un gradiente del 8 %-10 % en gel de SDS/PAGE, se
transfirieron y se sondaron con anticuerpos anti-LOXL2. Las membranas se rasparon y se volvieron a sondar con un
anticuerpo dirigido contra actina 3 para verificar carga igual.

EJEMPLO 7

Las células endoteliales derivadas de vena umbilica | humana contienen receptor de LOXL2 unido a la
superficie celular

Se ensayaron cuatro lineas celulares diferentes, HUVEC, LE2, HMEC y Balb, para comprobar su unién especifica a
LOXL2 mediante una medicion que usaba LOXL2 yodada. Se yod6 LOXL2 y se afiadi6 a cada pocillo a una
concentracion final de 0,35 pug/ml. La competicion se hizo con LOXL2 no marcada (3,5 pg/ml) (FIG. 11A).

Las células se recubrieron con gelatina, laminina o fibronectina para probar su capacidad de union a LOXL12.
LOXL2 se yodo y se afiadié a cada pocillo a una concentracion final de 0,35 pug/ml. La competicion se hizo con
LOXL2 no marcada (3,5 pg/ml). No se determiné unidn especifica (FIG. 11B), indicando que la unién observada en
la FIG. 11A no estaba causada por la unién a estos componentes de la ECM.

Las mismas condiciones de unién a las descritas anteriormente en la FIG.11A pero en ausencia o con adicion de
100 ug/ml de heparina o después de una digestion previa con heparinasa. Ni la ausencia ni la adicion de heparina de
la union afecta la union a LOXL2. (FIG. 11C).

EJEMPLO 8

LOXL2 y LOXL3 se expresan en células neuronales

Se examinaron secciones de 5 um incorporadas en parafina fijadas en formalina de corteza cerebral normal
mediante hibridacion in situ. (FIG. 12)

Preparacion de sondas de ARN marcadas con DIG

Se prepararon sondas de ARN marcadas con digoxigenina (DIG-11-UTP) en tanto orientacién sentido como
antisentido. Las sondas se sintetizaron mediante una prueba de transcripcion in vitro usando polimerasa T7 de ARN
y el kit de marcado de ARN Dig/Genius (Roche Boehringer-Mannheim). Las sondas se generaron mediante una
reaccion de PCR a partir del ADNc de LOX, LOXL1, LOXL2 y LOXL3 humanas correspondientes a los nucleétidos
(partiendo del primer ATG) 164-560 para LOX, 668-1093 para LOXL1, 403-1102 para LOXL2 y 479-1913 para
LOXL3. Los cebadores fueron especificos para cada sonda, y portaban enzimas de restriccion para la clonacion en
el vector pBluescript (KS, SK). Los cebadores fueron:

hLOX: 5' (EcoRIl) CGCCGGAATTCGCTCACAGTACCAGCCTCAG (SEQ ID NO: 27)
3' (Pstl) CCAAAACTGCAGGTAGTAGTTGTAATAAGGGT (SEQ ID NO: 28)

hLOXL1: 5' (EcoRl) CGCCGGAATTCGGTCATCTACCCCTACCAGC (SEQ ID NO: 29)
3' (Xbal) CTAGTCTAGAACATAGTTGGGGTCTGGGAC (SEQ ID NO: 30)

hLOXL2: LOXL2/pCADN3,1 higro se digirié con EcoRA-Notl y se cloné el fragmento
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hLOXL3: LOXL3/pCADN3,1 higro se digirié6 con Xho-Bglll y se cloné el fragmento.

Los fragmentos se clonaron en pBluescript en orientacién "KS" o "SK" con el fin de generar sondas "sentido" o
"antisentido".

La mezcla de reaccion para el marcado del problema contuvo: 1 pg de ADN (LOXL2, LOX, LOXL1 o LOXL3 en
pBluescript), 10X tampon de reaccion (kit de polimerasa T7 de ARN de Boehringer-Mannheim), DTT 100 mM
(Sigma), 10X de dNTPs marcados con Dig (Boehringer-Manneheim, N° de Cat. 1175025), inhibidor de la RNAsa
(Promega, 15 unidades por reaccién), 10X de polimerasa T7 de ARN y agua tratada con DEPC (pirocarbonato de
dietilo) para completar un volumen de 20 ul. La reaccién fue durante 2 horas a 37 °C.

La reaccion se detuvo mediante la adicion de 0,8 ul de EDTA. La sonda de ARN marcada con Dig se precipitd
entonces mediante la adicion de 1 pl de 20 mg/ml de glucégeno, 2 pl de LiCl 4 My 55 pl de etanol frio. La disolucién
se mezclo bien y se incub6 durante una noche a -70 °C. La sonda se sedimenté mediante centrifugacion durante 15
minutos a 4 °C a 13000 g. El precipitado se lavé etanol frio al 70 % y se centrifugd de nuevo durante 5 minutos a 4
°C a 13000 g. El sedimento se secé y se resuspendié en 100 ul de DDW (agua destilada desionizada) tratada con
DEPC. Se separaron cuatro ul de sonda en gel de agarosa TAE al 1 % regulado con bromuro de etidio al 0,005 %
para determinar la formacion de la sonda de ARN. La concentracion final de la sonda para hibridacion fue 1 ug/ml.

Pretratamiento de portaobjetos

Se desparafinaron secciones de tejido de 5 um incorporadas en parafina fijadas en formalina mediante tres lavados
de 5-10 min cada uno con xileno al 100 %. Las secciones se rehidrataron mediante una serie de lavados con etanol
al 100 %, 95 %, 70 % y 30 % (5 min de incubacion en cada disolucién) a temperatura ambiente. Los portaobjetos se
lavaron entonces dos veces con agua tratada con DEPC durante 2 min y luego se trataron con HCI 0,2 M durante 10
min para desnaturalizar las proteinas. Entonces las secciones se lavaron dos veces con PBS y se lavaron dos veces
con agua y posteriormente se digirieron con proteinasa-K (20 ug/ml en TE, 10 min a temperatura ambiente). La
reaccion se detuvo mediante dos lavados con agua tratada con DEPC. Los portaobjetos se lavaron entonces dos
veces con PBS durante 2 min.

Hibridacién

La prehibridacién se realiz6 mediante la incubacion de portaobjetos durante 2 horas a 45 °C con disolucién de
hibridacion precalentada (a 70 °C) (véase a continuacion). La sonda se diluyé en la disolucién de hibridacién
precalentada hasta una concentracion final de 1 pg/mly se desnaturalizé mediante incubacién a 80 °C durante 5 min
y se enfrié durante 3 min en hielo antes de la adicion a los portaobjetos. Los portaobjetos se secaron, y las sondas
se afiadieron a los portaobjetos. Las secciones se cubrieron con parafilm y se incubaron en una camara humidificada
durante una noche a 45 °C.

Lavados después de la hibridacion e incubacién con anticuerpo anti-DIG

Los portaobjetos se lavaron brevemente con 2 x SSPE a temperatura ambiente durante 5 min y luego se incubaron
con 0,2 x SSPE a 50-55 °C durante 1 hora. Entonces los portaobjetos se lavaron mediante incubacion adicional con
0,2 x SSPE a 50-55 °C durante 1 hora y se enfriaron hasta la temperatura ambiente. Después de lavar con PBS
durante 5 min a temperatura ambiente, los portaobjetos se incubaron con Tampén 2 (véase a continuacion) durante
45 min a temperatura ambiente con agitacion suave. Los portaobjetos se lavaron con disolucién de lavado de BSA
durante 45 min a temperatura ambiente con agitacion suave.

El anticuerpo anti-DIG se diluy6d hasta una concentracion final de 1:1000-1:1500 en Tampén 2 y se afiadio a los
portaobjetos (~ 150 ul/portaobjeto). Los portaobjetos se recubrieron con parafilm y se incubaron en una camara
humidificada durante una noche a 4°C.

Entonces, los portaobjetos se lavaron tres veces con disolucion de lavado de BSA, durante 5 min cada lavado.
Entonces, los portaobjetos se lavaron con Tampén 2 durante 30 min a temperatura ambiente con agitacion suave.

Deteccién de anticuerpos anti-DIG unidos

Los portaobjetos se incubaron en Tampon 3 (véase a continuacion) durante 2 min, a temperatura ambiente sin
agitacion. Para la deteccion colorimétrica se diluyeron 3 ul de BCIP y 4,2 ul de NBT se diluyeron en 2 ml de Tampén
3. La disolucién se afadié a los portaobjetos y se incubd en la oscuridad a temperatura ambiente durante el tiempo
requerido. La reaccion se detuvo mediante la adicién de tampdn de detencién (véase a continuacion). Entonces, los
portaobjetos se lavaron con DDW y se contratifieron con hematoxilina de Mayers (1:10 en DDW durante 5-7 s).
Finalmente, los portaobjetos se lavaron con DDW y se montaron con Mount Q y se cubrieron con cubreobjetos.

Disoluciones
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Todas las disoluciones se prepararon en agua tratada con DEPC (DEPC al 0,1 % en DDW durante 18 horas y
después esterilizacion en autoclave).

Disolucién de prehibridacion: formamida al 50 %, Tris 100 mM (pH 7,6), 150 ug/ml de ARNt, 1 mg/ml de ARN total de
levadura, sulfato de dextrano al 10 %, NaCl 300 mM, EDTA 1 mM, reactivo de bloqueo al 1 %)

Disolucién de lavado de BSA: BSA al 1 %, Tritén X-100 al 0,3 %, Tris 100 mM (pH 7,6), NaCl 150 mM.

Tampon 1: Tris 100 mM (pH 7,6), NaCl 150 mM

Tampon 2: reactivo de bloqueo diluido al 2 % en Tamp6n 1

Tampon 3: Tris 100 mM (pH 9,5), NaCl 100 mM, MgCl, 50 mM

Tampodn de Detencion: Tris 100 mM (pH 8,0), EDTA 1 mM

"GVA-Mount solution" de Zymed (N.° de Cat. 00-8000) Aunque la presente divulgacién se ha descrito conjuntamente
con realizaciones especificas de la misma, es evidente que muchas alternativas, modificaciones y variaciones seran

evidentes para aquellos expertos en la materia. Por consiguiente, pretende englobar todas aquellas alternativas,
modificaciones y variaciones que entran dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas.
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atecaggtgds
gtgatggagy
cactggacgy
acatacaata
ttetccatgyg
gtgtcactgy
tgtgtgccty
ccagagcaac

gtgotcasaa

cteotgtgete
tggcacagta
atcaccagoc
agaggaagca
gogatgacga
aggocaagte
acaatctoca
gegtoactga
ctgggttcaa
aggacattog
gotacgbgga
coaagaatbo
coazagbgta
actgoacoegg
acgocatgaa
gogcaggtott
cectggtgeg

atggagaatg
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coacctotge
tgacagcotgg
coaggocooo
cagocgaggge
cttoctocato
ctggackgoo
ctgtactggo
ctgcaagoac
atttgacaat
gattogagos
gytgaaggag
cegegtggte
caaaatgttt
cacagaggoc
gaatgtoace
cagooctgac
actgagaggo

ggggacegte

agctgootgg
cococattaco
goccaacgtgg
cgggtggagyg
cacgotgooc
agcotoctect
aacgaggoga
acggaggatyg
tcgttgatca
atectotcas
gogcaagaccot
tocggoatgt
goctcacgga
cacatcteca
tgogagaatg
gogaccoctcaa
ggtgoctaca

tacgacgaca

33

ctatgctgge
cogagtactt
cocaagattca
tgtactatga
acgtogtebg
acggcaaggg
coottgoage
teggbgtagt
accagataga
coctacogoaa
goazgeagat
ttggettcoo
ggaagcagey
gotgeaaget
ggotacogge
gatteoggaa
teggggaggg

agtgggacet

cctootgtoe
cocagoaacog
gotgogoctyg
tggocagtgg
cogggagotyg
agaagggoos
atgcacctoc
gtgcagogac
gaacctgaat
gogoacooca
ctgtgacaag
tggogagagy
ctactggoca
gggococcag
cgtggtgggt
agegtacaag
cogogtggag
ggtgteggee

&en
120
130
240
300
3e0
420
480
540
&00
660
720
7480
g40
2040
860

1020

1080
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agtgbtogtet
ctggygoaag
tocaktatadg
Jotgtgagat
cacaatocot
gogatggtgt
ggocbggoat
AgCadcaAdg
tgcogooacdg
gttgectgot
acctacctgy
toggootcag
teccagatos
atctggoacy
ctgaacctoa
acagaatgtyg
atecaccatgyg
actgacgtge
goagaatcog
atctggatgt

gageactteoa

=210= 2
=2 11> 774
=212= PRT

goagagagot
ggateggace
actgoaaght
goazcaccac
acgagggccyg
gtggocaaaa
togocagoaa
tggtoatgag
acggggagga
cagasacoge
aggacoggoc
cogagoagas
acaacaatgg
actgtcacag
atggoaccaa
aaggagacat
gotgotggga
cocotggaga
attactecaa

acaactgoca

gogggetott

=2 13> Homo sapiens

<400 2
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gggctttggg
catogaocte
caatgoogag
tgccatggac
agtggaggtyg
ctggagoato
cgoottocag
tggagtgaay
cgtggoctge
cectgaccty
catgttoaty
CHacoosans
coagtoogac
goactaccac
ggtggcagag
coagaagaat
catgtacege
ctacetgtte
caacatcatyg

cataggtggt

aAdacaaccag

agtgocaasg
aacgagatog
tctocagogot
ttgoagaaga
ctggtggaga
gtggaggeooa
gagacetggt
tgeteggoaa
coooagagag
gtocteaatg
ctgoagtgtyg
acgggotans
tteoggooca
agcatggagg
gUeCcacRagg
tacgagtgtg
catgacatog
cagyttgtta
aaatgoagga
tocctkcagoeg

ctgtocoege

34

aggoagtoac
agtgeacagg
goaaccacga
agotgogoct
gasacgggbe
tggtggtetg
attggoacag
cggagetgte
gagtgeagta
cggagatggt
ceatgyagga
googgetect
agaacggoog
tgttoaceca
coagettetg
cecaacttegg
actgocagtyg
ttaacoccaa
geogotatga
aagagacgga

agtaa

tggctocoga
caatgagaag
ggaggatgeok
Jgancayogyc
cettghtotag
cogooagotg
agatgtcaac
cotggogeac
cggggocgga
goagoagace
gaactgocte
gogettetos
coacgegtyy
ctatgacctg
cttggaggac
cgatcaggge
ggttgacate
cttegaggtt
cggocacags

aaaaaagttt

1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1320
1380
2040
L1000
2160
2220
Z280

2325
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Het Glu

Ala Leu

Tyr Fro

Ala Fro
50

Len

Glu
35

Ala

Pro Leu Cys
5

Ser Pro Leu
20

Tyr Phe Gln

Asn Val Ala
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Ser His Leu Cya Ser Cys Leu Ala Met Leu
10 15

Ser Leu Ala Gln Tyr Asp Ser Trp Pro His
25 30

Gln Fro Ala Fro Glu Tyr His Gln Fro Gln
40 45

Lys Ile Gln Leu Arg Leu Ala Gly Gln Lys
55 &0
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Arg
65

Gly

Ser

Thr

Val

145

Lys

Glu

Ser

Ly

Lys

245

Thr

Arg

Ser

Wal

Gln
305

Lys

Thr

Tyr

Gly

130

Thr

Arg

A8n

Thr

Glu

210

Asn

Tyzr

Ty

Ser

Thr

280

Val

His

Val

Glu

Gly

115

Asn

Asp

Ile

Tyzr

13%

Gly

Ser

Asn

Trp

Cy=

275

Cys

Ser

Cys

L

100

Lya

Glu

Cya

Pro

Asn

1&0

Arg

1ys

Arg

Thr

Fro

260

Lys

Glu

Ser

Glu

Asp

BS

Gly

Gly

Ala

Lys

165

Ile

Lys

Thr

Wal

Lys

245

EFhe

Asn

Fro

Gly

TO

Asp

TyE

Glu

Thr

His

150

Phe

Gln

Arg

Trp

val

230

Val

Gly

Ely

Asp
310
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Arg

Asp

Val

Gly

135

Thre

Lys

val

Thr

Lys

218

Cys

Tyr

Pro

295

Gly

val

Fhe

Glu

Pra

120

Ala

Glu

Phe

Glu

Fro

200

Gln

Ely

Lys

Gln
2830

Fro

Fro

Glu

Ser

Ala

105

Ile

Ala

Rsp

Asp

185

Val

Ila

Met

Cys

265

wval

Ala

Sar

Val

Ile

an

Ly=

Trp

Cys

Val

Asn

170

Ile

Mat

Cys

Phe

Fhea

250

Thz

Ser

Val

Arg

36

Tyr

75

His

Ser

Leu

Thr

Gly

155

Zar

Arg

Glu

hsp

Gly

435

Ala

Gly

Lien

Wal

Fhe
315

Tyr

Ala

Tep

Aap

Ser

140

Val

L

Ile

GLly

Lys

220

FPhe

Ser

Thzr

Asp

GLly

300

Arcg

Asp

Ala

The

ASN

125

AEN

Val

Ile

ATg

Tyz

205

His

Pro

Arg

Glu

Pro

285

Lys

Gly

His

Ala

110

Lt

Gly

Cys

130

Val

TEp

Gly

hla

270

Met

Val

hla

GEln

Val

95

Sar

His

Trp

Gln

175

Ile

Glu

Thr

Elu

Lys

255

His

Lysa

Fro

Tyr

Tep

g0

Val

Bar

Cya

Gly

Asp

1a0

Ila

Ly

Val

Ala

240

Gln

Il

Asn

Gly

Lys
320
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Pra

Gly

Pha

Ila

385

Ear

Glu

Lys

Glu

Gly

465

Gly

Gly

Gly

Glu
B4R

Thr

Lys

aTo

EGly

Tlas

Glu

Lys

Val

450

Gln

hep

Thie

Cys

530

The

Tyr

Eln

Yal

Trp

355

Sar

Fro

Il

Asp

435

Lau

ABn

Gly

Val

EFlu

515

Pro

Ala

Bro

Glu

340

Asp

Ala

Ila

hsp

Ala

420

Val

Trp

Fhe

Asn
300

Gln

Pro

Glu

L

325

Val

L

Ly

His

Cyrs

405

Gly

L

Gl

Gly

Ala
485

Gly

Asp

Asp
3635

Val

Val

Glu

Liau

350

Ly

val

Arg

Ile

470

Eer

Asn

Gly

Leau
550

Arg

ES 2572955713

heg

Lys

Ser

Ala

375

Pha

ATg

Gly

Asmn

455

Val

han

Lys

Ala

Val

535

Wal

Pra

Leu

Ala

3a0

Val

Glu

hsn

cys

Gly

440

Gly

hla

wal

His

520

Gln

L&

Mat

Arg

Gly

345

Sar

Thr

Ila

Ala

ASTL

425

Sar

Ala

Fhe

val
505

Cys

Tyr

ABN

Fhe

37

Gly

330

Glu

Val

Gly

Gln

Glu

410

Thr

Asn

Met

GLln

430

Arg

Gly

Ala

370

Gly

Trp

Val

tar

Cys

355

Ear

Fro

Pro

Val

val

475

Glu

Ser

His

Ala

Glu

5585

Lau

Ala

Gly

Cys

hrg

380

Thr

EFln

Ala

TvE

Trp

460

Val

Thr

Gly

hap

Gly

540

Mat

EFln

Tye

Thr

Reg

365

Laau

aly

Gly

Mat

Glu

445

Gly

Cys

Tep

wal

Gly

525

Val

Val

Cys

Ile

Yal

350

Glu

Gly

ABD

Cys

Gly

430

Gly

Mat

Arg

Tyr

Lys

510

EFlu

Ala

Gln

hla

Gly
335

Cys

GLln

Glu

Asn
415

Val

Gln

Trp

435

Cya

Asp

Cys

Gln

375

Glu

Asp

Gly

Gly

Lys

400

His

Gln

val

Cys

L

444

His

Val

Thr
E&0

Glu
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Tyr

Ser

Cys

625

Leau

Cys

Cys

yE

P

705

Ala

Asp

Asn

=210= 3
=211= Ta7
=212= PRT

Arg

Asp

610

His

Asn

L

30

Gly

Glu

Gly

Glu

Gln
T70

Arg
595

FPhe

Arg

Glu

ABn

€75

His

Asp

Ser

His

Glu
755

=2 13> Homo sapiens

<400= 3

580

Leu

His

Asn

REp

660

Phe

hep

Tye

hrg
740

The

Sar

Leu

Pro

Tyr

GEly

645

Thr

Gly

Ila

Lagu

Ty

125

Ile

Glu

Fra
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Lys

His

630

Glu

Azp

hsp

Phe

110

Sar

Trp

Lys

Gln

Fhe

Aan

615

Ser

Lys

Cys

Gln

Cys

635

Gl

Aan

Lys

Ser
&00

val

Glu

Gly

680

Gln

Val

hen

Tyr

Fhe
760

585

Ser

Glua

Ala

Gly

€65

Ile

Trp

val

Ile

Aan

745

Glu

38

Gln

His

Val

Elu

650

hep

Thr

val

Ile

Mat
T30

Cys

His

Ile

ala

Phe

635

Ely

Ile

Met

hAgn
715

Lys

Hig

Phe

His

Trp

620

His

Gln

Gly

Ile

700

Preg

Cys

Ile

Ser

Asn

605

Ile

His

Lys

Lys

Cys

EE85

Thr

Gly

Gly
765

590

Asn

Trp

TYE

Ala

670

Trp

Asp

Fha

Sar

Gly
750

Gly

His

Asp

Sar

655

Tyr

Aep

wval

Glu

Gln

Asp

Leu

640

Phe

Glu

Hat

BPro

Val
720

Arg Tyz

Sar

Phe

Ran
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Mat Mat Tcp Pro Glan Pro Pro Thr FPhe Ser Leu Phe Leu Leu Leu Leu
1 5 10 15

Leu Ser Gln Ala Pro Ser Ser Arg Pro Gln Ser Ser Gly Thr Lys Lva
20 25 20
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Wal

Lau

65

Lay

Trp

Val

Lys

1435

Arg

Glu

Asp

Gly

Trp

225

Lys

Pro

Arg

Leau

50

Gln

Thr

Lau

Gly

Gly

130

val

Lau

Gly

Gln

Fha

210

hsn

Lys

His

hrg

His

Glu

TEp

Asp

Sar

118

Val

Ser

Lys

Ala

Gly

195

FPro

Asn

Pro
275

val

Gln

Ala

Ala

ABEN

100

Asn

val

Asn

Fra

Val

1&0

Trp

Lya

Ala
260

Ala

Gly

Gly

Thr

His

B85

Wal

Gly

Cye

Ala

Ila

165

Glua

Thr

Gln

Fhe
245

Lys

Cys
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Pro

Gln

Vval

T

Jer

Arg

Trp

His

Leu

150

L

wval

Met

Thr

Lys

230

Trp

Fro

Ala

=23

Ala

Ala

Cys

Gly

Pro

135

Gly

Ala

Asn

Sar

215

Asp

Ile

Gln

Gly

Asp

40

Gly

Cys

Lys

Lau

Ile

120

hrg

Fro

Sar

Ty

Asn

200

Val

Fro

His

Val

Gly
280

40

Thr

Tyr

Gly

105

Ser

Reg

Eln

hla

Asp

185

Ser

Asn

Lys

Arg

Gln

265

Mat

Pro

Val

Gln

Gly

S0

Thr

hap

Gln

Gly

Lys

170

GLy

Sar

Sar

val

250

Val

Glu

Cys

Leu

15

Gln

Glu

Cys

His

Arg

155

Rrg

Hism

wval

His

Arg

235

Asp

Ala

Ala

Glu

Asp

&0

Gly

Gly

Lys

Ely

140

Arg

His

Trp

Wal

Tyr

220

Cys

Fro

Val

Gly

Asp

Pha

Elu

Thr

His

125

Ty

Lau

Sar

hrg

Cys

205

Tyr

Asn

Phe

Asp

Glu

Gly

Leu

1140

Ser

His

Glu

Fro

Gln

1390

Gly

Ser

Gly

Gly Azg

Val
285

Bar

Leuy

Phe

Ser

Pro

95

Asp

Glu

Sar

Elu

Val

175

Wal

Met

Lys

Thr
2585

Gly

Glu

Ala

Ala

a0

Ile

Gln

Asp

Glu

val

160

Thr

Cya

Liau

Val

Thr

240

Glu

Lya

Val
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Sar
305

Gly

Cys

Glmn

Glu

385

Cys

Gly

Gly

The

Arg

465

Tyr

Pro

Cys

Gly

230

His

Glu

hsp

Ely

Gly

370

Axyg

Eln

Fha

Val

WVal

4350

Eln

Trp

Cys

Wal

Mt
530

Pro

Ala

Gly

His

FPha

355

Thr

His

Gln

val
435

Cys

Lau

Gln

Sac

His

515

Asn

His

Glu

Arg

Arg

340

Gly

Gly

Ala

Asn

420

Elu

Ser

Ely

Gly

Gly

200

Cya

Sar

Fhe

Glu

Val
32%

Trp

Sar

Bro

Gly

Aan

405

Lys

val

Asp

Liaa

Thr

485

Thr

Sar

Ala
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Arg

L

310

Glu

ASn

Ala

Il

£

Rap

Val

Gln

Hiz

Gly

470

Pro

Glu

Hiz

Bro

Arg

235

Lys

Wal

Lau

Arg

His

375

Cys

Ala

Arg

Val

Trp

4335

Fha

Glu

Mat

Gly

535

Gln

Val

Leu

Ila

Glu

3a0

Lau

Leau

Ala

Lau

Glu

440

Gly

Aala

Ala

Ala

FEQ

520

Lau

Lys

Sar

345

Ala

Sar

Ala

val

Ala

425

val

ABM

Lys

2035

Gly

Val

41

Pro

Asn
330

Ala

Glu

Aan

Thr

Fha

Glu

430

Gln

Lys

Arg

215

Arg

Sar

Fha

Val

Glu

395

Cya

Gly

Gly

Glu

Ala

475

Val

Gla

FPha

Fra

200

Sar

Glmn

Val

Gly

Arg

380

Gly

Rsn

Arg

Gly

Ala

460

Liau

Val

Cys

Sar

Ala
S40

The

Gly

Tep

Val

Ala

365

Cys

Ser

Ile

Asn

Fro

445

Met

Mt

Gln

Ala

525

Gln

Arg

Ala

Gly

Cys

330

Gln

Gln

Pro

Sar

430

Arg

Val

ABp

Sar

al0

Gly

Lya

Gln

Thr
335

Gly

Asn

Aap

415

Glu

Trp

Thr

Thr

Gly

495

His

val

Val

Glu

Val

320

Val

Gl

Gly

Tyr

Gly

404

Hat

Glu

Gly

Cys

Trp

430

Val

Gly

Ala

Gln
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545

Tyr

Gly

His

Rap

825

Sar

TyT

A=p

Val

Rap

705

Lys

=210=> 4
=711> 2262
=212= ADON

Glu

Gly

Arg

Eln

&l0

Lan

Phe

Ala

Thr

Gly

630

Val

Tyr

Tyzr

Glu

Tyr

Ala

585

Cys

Lean

Cya

Cys

Tyr

675

Pro

Ala

Rsp

Arg

Ran
755

=213 Homo sapiens

<400 4

Asn

Arg

580

Asp

His

Thr

Lan

Ala

6E0

Arg

Gly

Glo

Gly

Ala

740

Leu

Cys
565

Arg

Phe

Lau

Glu

645

Asn

His

hsp

Ser

Gln

725

Asn

Ile
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550

Lau

Leu

His

Asn

630

aAsp

Phe

Asp

Tyr

Asp
710

Sar

Lau

Pro

Asn

615

Gly

Thr

Gly

Ile

Ila

635

Phe

Val

Glu

Lys

Lys

600

His

Zar

ABn

Elu

Asp

680

Fhe

Ser

Trp

42

Sar

Phe

585

Ala

Sar

Lys

Cya

Gln

BES

Cya

Gln

Asn

Ser
745

Ala

570

Ser

Gly

Ile

Wal

Pro

650

Gly

Gln

Wal

Asn

Hia
730

555

Asp

Ser

Elu

Ala

635

Ser

Wal

Tep

Val

Het

715

Asn

Glu

His

Eln

His

val

620

Glu

Gly

Ala

val

Val

700

Ile

Cys

Gln

Ile

Ser

605

Fhe

Gly

val

wval

Asp

E68E

Aan

Hisa

Glu

Asp

Tyr

590

Trp

Thr

Gln

Gly

670

Ile

Pro

Gln
750

Trp

aTs

Asn

Ila

His

Lys

Arg

B55

Cya

Arg

Gly
735

Azg

560

Pro

Leu

Trp

Tyr

Ala

640

Arg

Trp

Aszp

Aan

Cys

720
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atgogacctg tocagtgbtotg goagbggage cococtggggoge tgotgetgtg cotgotghbge

agttogtgot tggggtcoctoc gtocccttoc acgggooctg agaagaagge cgggagocag
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gogettegot
cagogagotyg
atocctotgoe
ggoocctggaa
gtgactgaat
goggtoatat
gageatoacs
cococctgooog
tgogacaaag
agogaaaaga
EEbggtotgo
gagttotate
tgtgtgooag
cotoaggggg
gaagtocctga
goocagogtog
cgoatggggs
ctotooctat
gatgooguud
gggggoogoa
cgotggggoc

caactgggte
aatataacag
cagtgtgooe
ggagtcatct
acogaotaca
ctggooagat
teoteocaga
tgggtgtggs
atoctoacoe
gacactgagt
gqooatcactg

atcacggatg

tacaggetgge
gtgaatgggy
gggagotgag
caggoogoat
gtgockocog
JORBBTACCA
tgcaagtgga
tgacggaggg
gotggagoge
gggtoaacgo
atggggtgge
gtgocaatga
goecochghbeta
aggcooghtgt
aggocagcac
tgbgboggga
agggcatggy
ggaagtgoco
tooggtgcaa
gocaacaktga
teatobghgg
taggetacge
aggtggtgat
atcatggeac
gttotgagac
tegaagacog
aagooogoko
tecacaacct
acgagbgooa
caaatggeac
gtoaggagga
taggttgetyg

tgaagocagy

ES 2572955713

tggettoooa
caccatctge
cticacagag
ctggotggac
gggctgggog
gogootaact
ggaggtgoga
gotggtggaa
ccacaacago
ggoottotac
gtgegtggge
CASSgEaagy
cgoggoates
cogtotaaag
atggggcaca
gotgggottao
tgetatocas
CoACAAgans
cctaccttac
ggggcgagte
ggatgactgg
caascasgga
gagtggagty
coacatcace
tgoatcagat
goceotgoat
agoocaactgg
gogacgaget
tgggoattac
caaggtggot
cgtotocasag
ggatetotan

aaactacatt

aggaageoct
gatgatgact
gooacpggot
aacttgaget
aacaghtgact
ggotbokbogy
attogaccog
gtoaggetto
cacgbggbct
aggobgeotag
acggaggoco
tgasetgggg
agtggocaga
Fgoggogocc
gtotghbgace
gagagtgcoteo
ctgagtgaag
atcacagetyg
actggggcag
gaggtgcaaa
gggacockgyg
ctgoaggaga
cgotgoacag
tazaagagga
ctgtbgetgo
akgbkghact
acobatggto
gactteagge
cacagoakgyg
Jagggoccaca
cggtatgagt
aggoatgaca

ctocaggbtg

44

acgagggoog
tocacgotgeoa
ggacccacag
geagtgggac
gtacgoacga
actocaatgh
cegttgggtg
ctgacggoty
gogggatgot
cocaacggoa
apcteotaoot
ggggocatga
agaagoaaca
accotggaga
gcaagtggga
gagaagatot
ttegotgete
aggattgtta
agaccaggat
tagggggyaca
aggocatggt
cotggtactg
ggactgagot
cagggacoog
actcagcact
gtgotgogga
acoggogtot
coaaggotog
acatcttoac
aagotagttt
grgocaactt
ttgactgtoa

toatcaacad

cgtaggagata
ggctgoccac
tgocaaatat
cgagoagagt
tgaggakgek
catbgaggta
gggoagacga
gtegoaagty
gggcttocoo
goaacactoo
ctgktecets
agtggtgage
acagtogaag
gEgcogggta
coctgoatgeoa
gagtggogek
tggacaggag
acatagecag
cogactoagt
tgggoccotE
ggoctgtagy
gquackobggg
gtocctggat
cttocactget
gatgcaggay
agagaacktgo
gotoogatto
gogocactoo
toactatgat
ctgboctogaa
tggagagcaa
gtaggatbgac

agactttgaa

180
240
300
360
420
480
540
&00
660
Tzh
TEO
840
00
11
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
lg20
1680
1740
1800
1860
1920
1580
2040

2100
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gtageegaga ghtgactttac cascaatgoa atgasstgta actgeaaats tgatggacat

agaatctggg tgoacaactg coacattggt gatgocttoa gtgaagaggo caacaggagg

ES 2572955713

tttgaacgot accobtggoca gaccagoaac cagaktatot aa

=210 5

211> 1725

=212= 20N

<213> Homo sapiens

=400= 5
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2220
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atggotetay
gtgotggtgo
cagobgates
tacgtgccag
cocoaggoco
cecokgoogg
tttggocagy
ctggocogoa
toggoetteg
caggogocat
gotttogtgt
teggegaggy
Jaagagotge
cogoogoogs
gagggeaces
catggoggag
tacgggooge
eegecgggty
cggocoaacs
goatooackt
tgtotggoca
cgottoocoe
cacacotogy
tacgacctac
tgootggagyg
accoagggos
atcgacatas
tatattgttt
ggtocgotaocg
=210= &

=211 574
=212> PRT

cocgaggoan
aogggcagoa
agtgggagaa
coggacotoa
agcagoggog
ggogegtggg
tgoocgacas
cctoogtoto
ccagoaccka
tegtcagoca
actacoggoc
toatctacoeo
cogagtaces
cgoogoooae
coggettoga
accoacgoct
cgogegegat
gogagoggaa
agaacggocy
atgtgeagag
goacagecta
agocgogtgaa
agtggcacag
tggatgoage

acagcacckg

tgageecagy

cogacgtgoa
tggagtotga

tttotgoaac

ES 2572955713

coggeagety
ggcgoagoca
caacgggoadg
gogotoogag
cagccacggyg
ctoggacace
ctggegegay
coagoascgg
cogocagoang
gtacgagaac
cgogggoggoe
ctaccagoce
goctoaggge
cgacggooty
goaggootas
gggctggtac
ggagoogocs
coggcgTgtay
eggtetecet
agoocacctyg
tgoococtgayg
gaaccaggge
ctgocaceany
cacaggoaag

tgacttogge

ctgotatgac

goctgggaac

cttcaccaac

aaactgoaaa

gaggcectgy
gggoagggct
gtgtacagot
agtagcetcoag
agococoocogge
gtgogoggec
gtggoogtog
cacggggget
coctootace
tacgacocoy
gogegtaggeg
cgggegegat
ttetacoogy
gacogoogot
cetgacooog
cegocotacy
tacckgoogy
cagggooges
gactbggtos
tactcoctge
gocacogact
acagcagact
cattaccaca
aaggtggocy
aacctcaags

acctacaatg

tacatcotoa

aacgtggtga

attgtccaat

46

tgtggggege
cggacooogo
tgctoaacke
Jggrgotaot
gtoggoagge
aggogogyca
Jogacagoac
cogootocto
cgoagcagtt
cgtogoggac
cgggggegge
acgaggagta
cogoogagag
actogoacag
gtocogagge
CoAsCoogoo
tgegoageke
tcageogtagy
Cagacoocaa
gotgtgetge
acgatgtgeg
toctcoocaa
goatggacga
agggocacas
gotatgoatg
cggacatoga
aggtgcacgt
gatgcaacat

cekbga

ctgootgtge
cogotggogg
gggotoagag
< [+ [eaats = Lals fal |
gocgbooctg
cocattogge
gggeatggos
ggtcotoggcot
cocctaccog
ctacgacoayg
ggeogtggec
cggoggoggs
gooctacgty
tetgtacage
ggcgcaggce
gocegagygey
cgacasgoce
cagegtgtac
ctatgtgcaa
ggaggagaag
gutgctacty
coggooacgy
gtteagecas
ggccagttte
cacctobecat

ctgocagtgg

gaacocaaag

tcactacaca

&0
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
TEO
ga0
ano
980

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500

1580

1620
1680

1725
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=213= Homo sapiens

<400= 6

Ala

GEly

Ely

Gly

&5

Pro

Gly

Ser
145

Pro

Ala

Cysa

Ser

Gln

50

Pro

Gln

Pro

Gln

Glu

130

Val

hla

Fro

hAla

Leu

Leu

Asp

wal

Gln

Ala

Sar

Ala

115

Val

Sar

Fhe

Tyz

Ser
195

Bla

Cya
20

Fro

Tyr

Rrg

=1ln

Leu

104

Rog

Ala

Gin

Ala

Fro

180

Aryg

Val

Ala

Ser

Sar

Gln

8%

Pro

His

Val

Gln

Sar

165

Gln

Thx

ES 2572955713

Gly

Lieu

Arg

Lau

Glu

10

hrg

Prd

Gly

Ala

Ty

Ser

wval

Trp

Leu

55

Bar

Pro

Pha

hsp

135

His

Tyzr

Pro

hsp

Hia

Asn

=1

Ear

Gly

Gly

120

Sar

Gly

Fha

Glo
200

47

Gln

Ely

25

Eln

Ser

Ser

Hig

105

Fhe

Thr

Gly

Gla

Val

185

Gly

Leu

10

Gln

Leu

Gly

Jlrg

Gly

val

Gly

Gly

Sgr

Gln

170

Saxr

Phea

Gln

Il=

Sar

wal

15

Sar

Gly

Gln

Mat

Rla

155

Pro

Gln

Wal

Ala

Ala

Eln

Glu

el

PFro

ar

Val

Ala

140

Ear

Sarc

Tyr

Tyr

Gln

Trp
45

TyYE

Agp

Fro

125

Eqr

Ty

Glu

Tyr
205

Val

Fro

30

Glu

Wal

Ala

Thre
114

Asp

hla

wal

Fro

han

190

hzg

15

Gly

Asn

Pro

Gly

Arg

Vval

hgn

hrg

Sar

Gln
175

Tyr

Pro

Gly

Eln

Asn

Ala

Ala

8o

Eln

Arg

Tep

Rla

1a0

Gl

Asp

Ala
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Gly

Ile

225

Gly

Arg

Arg

Ala

Prao
305

TYE

Sar

Val

385

Arg

Asp

Hais

Gly

210

Tyr

Glu

Pro

Tyr

Tyz

280

hryg

Gly

Asp

Lau

Fro

370

Gln

Leu

wal

Fhe

Gln
450

Gly

Fro

Lau

Tyz

Ser

275

Pro

Laea

Fro

Thr

Sar

3585

Bap

Arg

hla

L&

435

vVal

Tyr

Fro

Val

260

His

Asp

Gly

Fro

Fro

340

val

Leu

Ala

Ser

Ie2n1l

420

Fro

Ty

Gly

Glu

245

Pro

Ser

Pzo

Trp

325

Fro

Gly

Val

His

Thr

405

Asn

His

ES 2572955713

Rla

Pro

230

Tyr

Pra

Leu

Gly

Tyr

310

Ala

Fro

Sar

Pro

Leu

350

Ala

Phe

Arg

Sar

Gly

Z15

Fro

Pro

TyE

Pro

295

Pro

Leenl

Gly

Val

Aap

375

Tyr

Tyr

Pro

Fro

455

Rla Ala

Ala Arg

Pra Gln

Pra Pro
265

Ser Glu
280

Glu Ala

Pro Tyr

Glu Pro

Gly Glu
345

Tye RAeg
360

Pro Rsn

Ser Leu

Ala Pro

Gln Arg

425

Arg His
440

Asp Glu

48

Ala

Tyr

Gly

250

Pra

Ely

Ala

Ala

Pro

330

Arg

Pro

Tye

Arg

Glua

410

val

Thr

Pha

Val

Glu

235

Fha

Ped

Thr

Gln

hgn

315

Tyr

Asn

Asn

Val

Cys

285

hla

Lys

Trp

Sar

hla

220

Elu

Tyr

ASp

Pro

Ala

300

Pro

Gly

Glno

Gln

380

Ala

ABD

Glua

His
460

ser

Tyr

Fro

Gly

Gly

285

His

Pro

Pro

Ala

ASn

165

Ala

Ala

Asp

Gln

Trp
445

Tyz

hla

Gly

hla

270

Gly

Pro

wal

Gln

350

Gly

Ser

Glu

Tyr

Gly

430

His

hsp

Gly

Gly

Pro

255

hap

Elu

Gly

Glu

ATg

335

GEln

Azrg

Thr

Glu

Asp

415

Thr

Ser

Leu

Val

Gly

240

Glu

Gln

Asp

Ala

320

Sar

Gly

Gly

Tyr

Lys

400

Val

Ala

Cys
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<2107

Asp

465

Cys

Cys

Asn

Ely

Elu

545

Gly

=211= 1254
«212= AON
<2 13> Homo sapiens

=400= 7

Ala

Leu

Thr

Ala

ABD

530

Ser

Ala

Glu

Sar

Asp

515

Tyr

Asp

T!ll'l'

Thr

Asp

00

Ile

Ile

Fhe

wal

Gly

Ser

485

The

Asp

Lau

Thr

Sar

565

ES 2572955713

Lys

470

Thr

Gln

Cys

Lys

Asn

550

Ala

Lys

Cys

Gly

Eln

535

AEn

Thr

Val Ala

Asp Fhe

Leu Ser

305

Trp Ile

520

His WVal

val Val

Ao E!.I'B

49

Glu

Gly

430

Fro

Asp

Asn

Arg

Lys
570

GEly
475

Bsn

Il=

Fro

Cys
555

Ile

His

Leau

Cys

Thr

Lys

540

Asn

wal

Lys

Lys

Tyr

ASR

525

Tyr

Ila

Gln

Ala

Arg

510

val

Ile

His

sSer

Sar

Tyr

495

Thr

Gln

Wal

Tyr

Fhe
480

Ala

Tyr

Pro

Lau

Thr
560
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atgogetteg
tgegoacete
gectggeges
ggctoacagt
aacgootooyg
goggogagas
gecogtoact
cgogoggaga
agoogoghgy
aaccettatt
cecggatacyg
tacateocagyg
gaggaazact

gtgetgetea

cgaccaagat

tttagocact
goaagtttob
actgeacaca
tgocagbgga
aacccoagob

cgetacacag

<210= 8
211> 417
<212= PRT

cockggacegt
Cogoogoogy
agcagatesa
accagoeotoa
cocagoages
COcagacgac
ggttccaage
accagacage
acggcatggt
acaactacta
goactggeta
cgbocacgta
gtetggocag
gattteccea

attoctggga

atgacctgot
gtcottgaaga
cacagggatt
ttgatattac
acctggttoo

gacatoatge

=213> Homo sapiens

<400=> 8

ES 2572955713

gotcctgete
CoaacaAgoay
atgggagaac

gegecgecayd

cogeactacy
cggctoatet
tggetacteg
googggagaa
gggcgacgac
cgatacttat
cttocagtac
egtgeagaag
tacagoatac
aagagtgaaa

atggoacagt

tgatgocaac
cacatoctgt
gagtootgge
agatgtaaaa
tgaatctgac

gtatgoctea

gggoctttge
ceccogegeg
aacgggoagy
gaccogageg
atectgetga
ggagtoacog
acatctagag
gttoctgege
cettacaace
gaaaggeocoa
ggtetoceag
atgtenatgt
agggeagatyg
aaccaaggga

tgtcatoaag

acccagagga
gactatggct
tgttatgata
cotggaaact
tataccaaca

ggoctgoacas

50

agetetgege
ageogooggs
tgttocagotbt
cogoegtens
toegegacaa
ctggoogeoe
cocgogaage
teagtaacet
cctacaagta
gacotogoey

acctggtgge

acaacctgag
toagagatta
catocagattt

attaccacadg

gagtggotga
accacaggog
cetatggtgs
atatcoctaaa
atgttgtgog

tttoacogta

gotagtgoac
ggcteeggge
gotgagectyg
Lggtgoagec
cogoacogos
caggoocace
Eggegocteg
geggcegeee
ctetgacgac
caggtaccgy
cgaccactac
atgogoggeg
tgateoacagy
cttacocage

tatggatgag

aggccacaaa
atttgeoatgt
agacatagac
ggtcagtgta
ctgtgacatt

ttag

el
1z0
180
240
300
3e0
420
480
540
600
6e0
720
T80
B40
a00

860
1020
1080
1140
1200

1254
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Ala

Glu

Gln

g5

AEN

AST

Thr

Tyr

Gln

145

Tyr

Leu

GElu

ASn

50

Pro

Ala

Ala

Sar

139

Thr

Ser

EFhe

Wal

Ero

35

Agn

Gln

Sar

Thr

Gly

115

Thr

Ala

val

hap

Ala

His

20

Bro

Gly

Arg

Ala

Ala

100

Arg

Sar

Pro

hep

hep

Trp

Cys

Ala

EZln

Arg

GZln

B5

Rla

Pro

Arg

Gly

Gly

185

Asn

ES 2572955713

Thr

Ala

Ala

wval

Arg

GEln

Rla

Arg

Ala

Glu

150

Heat

Fro

val

Ero

Ero

Fhe

55

A3p

Pro

Pro

135

val

val

Tyr

Fro

Gly

40

Ser

Pro

Thr

Thr

120

Glu

PG

Gly

Tyr

51

Lew

Ala

25

Ala

L1

Gly

Thr

105

Ala

Ala

Ala

hep

ABn

Leu

Bla

Trp

Leu

ARla

Pro

30

Thr

Rrg

Ely

L

Asp

170

TyE

Gly

Gly

Arg

Ser

Ala

T3

Ile

Rla

Hig

Ala

Sar

155

Fro

Tyr

Pro

Gln

Gln

Liau

&0

val

Liaw

Gly

Trp

Sar

140

Agn

TyE

Asp

Lew

Gln

Gln

45

Ely

Pro

L

Ser

Phe

125

Ly

Asn

Thr

Gln

Gln

30

Ile

Sar

Gly

Ile

Sar

110

Gln

Ala

Arg

Pro

Tyr

Leu

15

Pro

Gln

Gln

Ala

Arg

Gly

Ala

Glu

Pro

TyE

175

Glu

Cysa

Pro

Trp

Tyr

Ala

80

Asp

Val

Ely

A=sn

Bro

160

Lys

Aog
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Pra

Gl

Ser

225

Gl

Tyr

Gly

His

Asp

305

Ala

AsSp

Val

385

Arg

T!I'.'I.‘

Tyr

210

Thr

Glu

hsp

Thr

Sar

290

Leu

Ser

Fhe

Thr

Lys

370

wval

T}"!L‘

Pro
135

Gly

Ty

His
Sar

275

Cys

Fhe

Ala

TyrE

355

Pro

Pro

Thr

180

Gly

Lz

val

Cyra

260

Asp

BEp

Cys

Cys

340

Gly

Gly

Glu

Gly

Gly

Prd

Gln

L

245

Val

Fha

Gln

Ala

Leu

325

Thr

Ala

ABN

Ser

His
405

ES 2572955713

Asp

Ly

230

Ala

Lau

Lau

His

Asn

3la

Glu

Ala

ASD

TyrE

AsSp

350

His

Tyr

215

Sar

Fro

Tyr

295

Thr

His

Ile

Ile

375

TYr

Ala

200

val

Ser

Thre

Bar

280

His

Glm

Thr

Thr

Asp

360

Leu

Thr

Tyr

185

Pro

Ala

Ala

Fha

265

Arg

Sar

Ser

Gln

345

Cya

Lys

ABn

Ala

52

Gly

Asp

Tyz

Fro

Fro

Met

Arg

Cys

330

Gly

Gln

Wwal

Asn

Sar
410

Tyr

Prd

Asn

235

Arg

Eln

Arg

Asp

Val

315

Asp

Leu

Trp

Ser

val

388

Gly

Gly

Tyr

220

Lz

Ala

Tyr

Glu

300

Ala

Tyr

Ser

Ile

val

380

val

Cys

Thr
205

Tyr

Asp

Val

Sar

285

Fha

Glu

Gly

Fro

Aap

365

Aan

Thr

130

Gly

Ile

Cys

val

Lys

270

Trp

Bar

Gly

Tyr

Gly

350

Ile

Pro

Cys

Iie

TyE

Gln

Ala

hrg

255

Asn

Glu

His

His

His

335

Cys

Thr

Ser

Asp

Ser
415

Phe

Ala

Ala

240

Asp

Gln

Trp

Tyr

Lys

320

Arg

Tyr

Asp

Tyr

Ile

400

Pro
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=200

<211=> 752

212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 9

ES 2572955713
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FPhe

Glu

Ila

Sar

Ser

Trp

Lys

145

Glu

Tz

Lau

Asn

val
225

Arg

Glu

Fro
50

Trp

Leu

Ala

Cys

Gly

130

hsp

His

Gly

Fro

Sar

210

Asn

Fro

Ly=

35

Arg

Gly

Cys

Ly=

Ser

115

Agn

Gln

Hisg

Azg

Asp

195

His

Ala

Val

Cys

20

Lys

Lys

Thr

Arg

TyE

100

Gly

Sar

Rrg

L

Arg

180

Gly

Val

Ala

Ser

Ser

Ala

Fro

Ile

Glu

835

Gly

Thr

Asp

Lz

Gln

165

Fro

Trp

Val

Fhe

ES 2572955713

val

Sar

GEly

Tyr

Cys

T0

Liau

Pro

Glu

Cys

PES

150

val

Lau

Sar

Cys

Tyr
230

Tzp

Cys

Ser

Elu

55

Asp

Gly

Gly

Gln

Thr

135

Gly

Gl

Pro

Gl

Gly
215

Gln

Gln

40

Gly

AsSp

Fhe

Thr

Ser

120

Hig

Pha

Glu

Val

Val
200

Arg Leu

Trp

Gly

25

Gly

Arg

Asp

Thr

Gly

105

Val

Asp

Sar

Val

Thz

185

Cys

54

Ser

10

Ser

Len

wal

Fhe

Glu

a0

Arg

Thr

Glu

Rzp

Arg

170

Glu

Asp

Gly

Ala

Fro

Fro

Arg

GElu

Thr

Rla

Ila

Glu

Asp

Sar

155

Ila

Gly

Lys

Phe

Gln
235

Trp

Sar

Phe

Ile

60

Leu

Thr

Trp

Cys

Rla

140

Asn

Lau

Gly

Fro
220

Gly

Fro

ATg

15

Gln

Gln

Gly

L

Ala

12%

Gly

val

Pro

Val

Tzp
205

Sar

Arg Gln

Lau

Bar

30

Leau

Arg

Ala

Trp

hsp

110

Bar

Val

Ila

Glu

130

Sar

Glu

Gln

Leu

15

Thr

Ala

Ala

Ala

Thr

a5

Agn

Arg

Ilg

Glu

Val

175

Val

Ala

Lys

Leu

Gly

Ely

Gly

His

His

Leu

Gly

Cys

val

160

Gly

hry

His

Arg

Ser
240
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Pha

Gly

Ala
305

Glu

Asp

Ala

Ila

Lys

385

hsp

Ile

Gln

Gly
465

Hsn

Gly

Cys

Gly

Sar

290

AEg

Val

Arg

His

370

Cysa

Ala

Axg

Ile

Trp
450

TyE

Ila

Sar

cly

275

Sar

val

His

zlu

355

Lau

FPro

Gly

Lau

Ely

435

Gly

Ala

Thr

Hig

260

Pro

GLly

Arg

Lys

Ala

3440

Ala

Sar

His

Val

Sar

420

Gly

Thr

Asn

Glu

Gly

245

Gly

Ala

Gln

L

Ala

325

Ala

Leu

Gly

Ly=a

Arg

405

Gly

Pro

Leuw

His

Val
485

ES 2572955713

Val

Phia

Val

Ly

Lys

310

Ear

Ser

Ear

Val

Asn

3590

Cys

Gly

Gly

Glu

Gly

470

Val

Ala

Tyrc

Wal

Lys

205

Gly

Thr

val

Gly

375

Ile

Aan

Arg

Pro

Ala

455

L

Mat

Cye

Ser

280

Gln

Gly

Trp

val

Ala
360

Cys

Thr

Ser

440

Gln

Sar

val

Ala
265

Cya

GLln

Ala

GLly

Cya

345

Sar

Ala

Fro

Gln

425

Yal

Glu

Gly

55

Gly

250

ASnD

Val

Gln

His

Thr

330

Arg

Gly

Glu

Tyr

410

His

Trp

Ala

Thr

Val
490

Thre

Pro

Ear

FED

315

Wal

Glu

Gly

Gln

Asp

355

The

Glu

Gly

Cys

Trp

175

Arg

Glu

Thr

Gly

Lys

300

Gly

Cys

Lan

Eln

Glu

3ED

Cysa

Gly

Gly

Leu

460

TYE

Cyss

Ala

Ala

Pro

285

Pro

Flu

hsp

Gly

Gly

365

Lau

ser

Ala

Arg

Ile

445

Gln

Trp

Hig

270

Val

Gln

Gly

Fhe

350

Hat

Sar

His

Glu

wval
430

Cys

hap

Gly

Lz

255

Cws

Ty

Gly

Arg

Lys

3as

Gly

Gly

Sear

Thr

415

Glu

Gly

Gly

Thr
195

Eer

Pro

Ala

Glu

val
320

Trp

Sar

Rla

Trp

Gln

40D

Arg

val

Asp

Gly
480

Glu
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Arg

Ser

Gla

545

Laun

Aan

625

hsp

Fhe

hsp

TyE

hasp

T05

Rla

Thr

hap

530

hsp

Ala

Pro

Tyr

610

Gly

Thr

Gly

Ile

Ile

690

Ile

hsn

Gly
313

L

Ser

Lys

535

His

Thr

Glu

GElu

Asp

675

Lau

Thr

Trp

500

Thr

Fro

Ser

Fhe

S&0

Ala

Sar

lya

Cys

GEln

660

Cysa

Gln

Aan

val

Arg

Leu

Lau

Ala

565

Ser

Gly

Mat

val

Gln

645

GEly

Gln

Val

Asn

His

125

Phe

ES 2572955713

Fha

Hia

His

550

Arg

Sar

Arg

Asp

Ala

630

Glu

Ile

Trp

val

Ala

710

Asn

Glu

Thr

Ser

535

Met

Ser

Gln

His

Ila

G153

Glu

Asp

Thr

Ila

Ila

635

Met

Cys

l!l.‘g‘

Ala

520

hla

Lau

Ala

Ila

Ser

600

Pha

Gly

Val

Val

hsp

3 11]

Asn

His

Tyr

505

Gly

Tyr

Asn

His

585

Trp

Thz

Hia

Sar

Gly

E65

Ile

Fro

Cys

Ile

Pro
T45

56

Val

Val

Cys

Trp

570

Asn

wval

His

Lys

Lys

G650

Cys

Thr

Asn

Gly
T30

Gly

Ile

Gln

Ala

353

Pro

Leu

Trp

Tyr

Ala

635

Trp

hsp

Fhe

Cys

715

Asp

Gln

Cys

Glu

540

Ala

Tyr

Gly

His

Asp

620

Sar

Ty

Asp

Val

Elu

700

Lysa

Ala

Thr

Ser

525

The

Elu

GEly

Arg

Glu

605

Ile

Phe

Glu

Leu

Lys

685

Yal

Tyr

Phe

Sar

510

Glu

Ala

Glu

His

Ala
590

Cy=

Lau

Cya

Cys

Tyr

670

Fro

Ala

Ser

Asn
750

Thr

Tyr

Asn

575

hsp

His

The

Ly

Ala

6855

Arg

GLly

&l

Gly

Glu

735

Gln

Ala

Ile

Cys

560

FPhe

Gly

Pro

Glu

€40

Asn

His

Asn

Ser

His

T20

Glu

Ile
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<210= 10

=211> 36

=212 ADN

213> Secuencia artificial

= 2=
<2235 Oligonucledtide de ADOM de una sola hebra

<400= 10
cgcaagctty gatccgggat pgagaggodt oighge 36

=210= 11

<211> 37

=212= ADN

=213= Secuencia artificial

=2 M=
223> QOligonucledtida de ADM de una sola hebra

=400> 11
coclctagag galccitact gegggoacag clggtig 37

=210= 12

211> 21

=212= ADON

=213= Secuencia artificial

w2 M=
=223* Qligonucledtido de ADH de una sola hebra

400> 12
gocaigogac cigicagigt o 21

=210= 13
=211= 18
=212= AON

=213 Secuencia artificial

<2 >
<Z23> Oligonucledtida de ADH de una sola hebra

<400= 13

gogcagigoc acttagat 18
<210 14

=211> 613

=212 A0M

<213> Homo sapiens

<400= 14

57
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coctgacctg
catgttcatg
cgaccooano
ccagbcogac
goactaocac
gatggeagag

ccagaagaat

catgtacogo
ctacctgtba
caacateaty

catagotggt

<210= 15
<211= 30
=312 A0ON

gtoctcaatg
ctgoagtgtyg
aogggctaco
ttoocggooca
agoatggagg
ggccacaagy

tacgagtgtg

catgacatog
caggttgtta
aaatgoagya

too

=213* Sepuencia arificial

<220

ES 2572955713

cggagatggt
ccatggagga
gocggctoct
agaacggoog
tgttocacooa
coagottotyg

coaacttogg

actgocagty
ttmacoccaa

googetatga

«223= Oligonucledtido de ADN de una sola hebra

<400= 15

acatgcatgo cotgacclgg tootcaatge 30

=210= 16
=211> 30
=212= anH

213> Secuencia artificial

=220=

<273= Oligonucledtido de A0H de una zola hebra

<A00=> 16

coocangoiig geaccaccia igtgooagtt 30

=210= 17
<211= 210
<212= PRT

=213= Secuencia artificial

=22

goagcagacso

gaacktgocte
gogettotoo
ccacgogtgg
ctatgaoctg
cttggaggac

cgatcaggge

ggttgacate
cttogaggtt

aggacacaga

acctacotgg
toggoctoag
toccagatceo
atctggoacg
ctgaacotoa
acagaatgtg

atcaccatgg

actgacgtge
goagaatacy

atctogatgt

aggacocggoc
cogogocagac
acaacaatgg
actgtcacag
atggoaccaa
aaggagacat

gotgotggga

cooctggaga
attactccaa

aceactgoda

<223= Sacuencia de proteina derivada de 13 fusion de fragmento de LOXLZ (164122537 3 & 6XHis tag

=<400= 17

58

&0
120
1g0
240
300
3e0

420

480
540
600

BL3
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Hia

Gln

Ala

Thr

Asn
£5

Trp

Tyr

Ala

Aan

Trp
145

Asp

Sar

Gly

=210= 18
=211 660
=212= A0

His

Gln

Thr
50

Gly

His

Asp

Zer

Tyr

130

hap

Val

Glu

Ser
210

His

Thr

Glu

335

Gly

Gln

Bep

Ehe

115

Glua

Hat

Fro

val

Tyr
135

=213> Secuencia arificial

<220=

His

The

20

Glu

Ty

Sar

Cys

Leu

100

Cys

Cya

Tye

Pro

hla

180

Asp

His

Tye

Asn

Arg

Asp

His

ES

Asn

Lt

Ala

Arg

Gly

165

Glu

Gly

ES 2572955713

His

Leu

Cys

Arg

Phe
T0

Leu

Glu

Asn

His

150

Asp

Sarc

His

Pro

Glu

His

Asn

Rsp

Phe

135

Asp

Tyr

Rsp

Asp

Rsp

Ser

a0

Leu

Fro

Tyr

Gly

Thr

120

Gly

Ile

Tyz

Ila
200

Len

Lys

Hisz

Thr

1058

Glu

Asp

Asp

FPhe

Sez
185

Tcp

Val
10

Pro

Ser

Fhe

RAan

Ser

50

Lys

Cys

Gln

Cys

Gln

170

Asn

Mat

Leu

Ala

Ser

Gly
-

Met

Val

Elu

Gly

Gln

155

Val

Asn

Tyzx

Asn

Phe

Ala

Ser
&l

Glu

Ala

Gly

Ile
140

Trp

Val

Ila

han

Ala

Gln
a5
Gln

His

val

Glu

Aap

125

Thr

val

Ile

Cys
205

Glu

Thr

Ile

Ala

Fhe

Gly

110

Ile

Meat

Asp

Aasn

Lys
190

His

<233= Sonda detransferencia del norte consistente en nucledtidos 1-660 de |3 LO¥LE cADM

59

Met

15

Gln

Asp

Hig

Tzp

His

Eln

Gly

Ile

Pro

175

Cys

Ile

Val

Cys

Fro

Aan

Ile
0

His

Lys

Lys

Cys

Thr

160

Asn

Arg

Gly
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=400 18

atggagaggo
cccctgagoe
goctooctgagt
gotgggoaga
ggcaccgtgt
ggcotatgtgg
atctggttag
aatggctggg
aaaaggatte

atccaggtgg

gtgatggagy

=210= 19
=211= 530
=212= a0H

ctotgtgete
tggcacagta
atcaccagooc
agaggaagca
gogatgacga
aggocaagto
acaatctoca
gogteactga
ctgggttcaa

aggacattog

gotacgtgga

=213 Secuencia artificial

<F M)

=223= 5onda de transferencia del

<400= 19

gagaagctot
ttogotgete
aggattgtteo
agaccaggat
tagggggacc
aggocatggt
cotggtactg
ggactgagot

cagggacoog

=210= 20
=211= 21
=212= 20N

gagtggoget
tggacaggag
acatagccag
cogactcagt
tgggcooett
ggectgtagy
ggactotggy
gtcoctggat

cttoactgot

=213= Secuencia arificial

=220=

ES 2572955713

coaccteotge
tgacagctgg
Ccoaggoocooc
cagogaggge
cttetocate
ctggacktgoo
ctgtactgge
ctgoaagoac
atttgacaat

gattogagoo

gutgaagyag

agotgoectgy
cocccattace
gocaacgtgyg
cgggtggagy
cacgotgeooc
agotectoot
aacgaggoga
acggaggatyg
togttgatca

atcoktctcaa

ggcaagacct

ctatgetgge
cocgagtactt
coaagattoa
tgtactatga
aocgtogtctg
aocggoaaggg
coccttgoage
toggtgtggt
accagataga

coctacegcaa

gyaageagat

norte consistents en nucledtidas 1061-1500de |3

cgcatggggo
ctctococtet
gatgoogggg
gogggoogoa
cgotggggoo
caactgggto
aatataacag
cagtgtgooo

ggagtoatot

agggcatggg
ggaagtgooc
tooggtgeaa
gocaacatga
teocateotgtgg
tgggotacge
aggtggtgat
atcatggcac

gttockgagac

60

tgotatoceac
ccacaagaac
coctacettac
ggggcgagbs
ggatgactgg
caaccatggoc
gagtggagtg
ccacatcacc

tqeat::agat

cotoetgtoe
cocagoaacog
goctgogootyg
tggocagtgg
cogggagotg
agaagggooc
atgoacctoc
gtgcagocgac
gaacctgaat

gogoaccoca

ctgtgacaag

LOXLA A0

ctgagtgaag
atcacagctyg
actggggoag
gaggtgoaaa
gggacoctgg
ctgcocaggaga
cgotgoacag

tgcaagagga

&0
120
180
240
aon
360
420
480
540

600

GED

&0
1z0
130
240
300
360
420
480

530
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=323 LOXLZ shARN secuencia de direccionamisnto

<400=
geaggageca iccagasgaa t 21

=210= 21

=211=2

=212= ADON

=213z Secuencia artificial

<2 2=
=223= LOKLZ shARN secuencia de direccionamiento

<400 21
cgattacicc aacaacalca t 21

<210= 22

=211> 58

=7312= AON

=213 Secuencia arificial

=220
«F23> LOXL2 shARN secuencia

<4 00> Z2
coggocagal agagaaccip aalaicicga gataticagg Hotclatct ggititty 58

=210> 23

=211> 58

=212= nny

=213= Secuencia artificial

=7
=223= LOXLZ shARN secuencia

=400> 23
coggoctgag thoasality acasictoga gattgtcasa itigascoca gatttttg 58

=210= 24

«211> 58

=Z312> a0N

«213> Secuencia artificial

=20=
=323 LOXLZ shARH secuencia

=4 0= 24
coiggogatta clocaacaac atcatcicgs galgatgiig tggegtaat cotititg 58
=210= Z5
=211=> 58

=212= A0HN
=F13= Secuencia artificial

<2 =
=223= LOKL? shARN secuencia

=400> 25

61
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CCgggagagy scatacasla ccasacicga gittggiatt giatgiocte icittit 58

=210= 26

=211=> 58

=212=> AOM

=213= Secuencia artificial

e M)
223 LOKLE shARHN zecuencia

=400 28
ccgggaagga gacaiccaga agasicicga gattoticly gatgtcloct toititig 58

=210= 27
211> 31

=212= a0N
=213 Secuencia artificial

2 M
=223 Oligonuclectido de ADM de una sola hebra

<4 0= T
coccgoaalt cgolcacagt accagoctca g 31

<2105 28

211> 32

=212= ADN

=2 13> Secuencia arificial

220>
<723 Oligonuclectido de AOM de una sola hebra

400> 28
ccagaactge aggtagtagt tgteataagy gt 32

=210= 20

<211= 31

=212= A0N

=213= Secuencia artificial

<220
=223= Oligonuclectido de AOM de una sola hebra

<400 29
cgooggast! cgglealcta cooctaccag © 31

=210= 30

<211= 30

=212= ADN

=213= Secuencia arificial

&2 2=
= 223> Qligonucleatido de ADM de una sola hebra

<400 30
ciagictaga acategtign gotcioggac 30
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REIVINDICACIONES

1. Un agente para su uso en inhibir proteinosis alveolar pulmonar (PAP) en un sujeto, en el que el agente modula la
expresion o actividad de la proteina LOXL2, en el que el agente comprende un polinucleétido que comprende:

una primera secuencia hibridable con un polinucleétido que codifica LOXL2, una segunda secuencia
complementaria a la primera secuencia, y

una secuencia de conexién que une la primera secuencia con la segunda secuencia, en el que la primera
secuencia comprende SEQ ID NO: 21.

2. El agente para su uso segun la reivindicacion 1, en el que la secuencia de conexién forma una estructura de bucle
en horquilla.

3. El agente para su uso segun la reivindicacion 1 o 2, en el que el agente es al menos dos veces la longitud de SEQ
ID NO. 21.

4. El agente para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que el polinucle6tido se proporciona en
un vector de expresion.

63



	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias
	Reivindicaciones

