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DESCRIPCION
Método para la identificacion de acidos nucleicos que regulan la metastatizacion
Referencia cruzada a solicitud relacionada

Esta solicitud reivindica la prioridad de la solicitud estadounidense provisional n.° 61/441.738, presentada el 11 de
febrero de 2011.

Campo de la invencion
Esta invencion se refiere a tratamientos para trastornos de la angiogénesis.
Antecedentes de la invencién

La angiogénesis es un proceso de crecimiento de nuevos vasos sanguineos y remodelacion de vasos sanguineos
preexistentes. Es vital para el crecimiento y desarrollo normales, asi como otros procesos fisiologicos, tales como la
cicatrizacion de heridas. Por otro lado, la angiogénesis también es importante en diversos procesos patoldgicos. Por
ejemplo, la angiogénesis patolégica es una etapa fundamental en la transicion de tumores de un estado latente a
uno maligno, caracterizado por las propiedades de anaplasia, invasividad y metastasis.

La evolucion metastasica del cancer constituye un reto clinico formidable. Los avances tecnoldgicos han permitido la
deteccion y el tratamiento de algunas neoplasias de estadio temprano, sin embargo, las tasas de mortalidad total
debido a canceres malignos epiteliales han permanecido esencialmente inalteradas a lo largo de los ultimos
cuarenta afios (seer.cancer.gov/csr/1975_ 2007/, Instituto Nacional de Salud, 2007). Generalmente se cree que esto
se debe a varios factores, incluyendo heterogeneidad molecular dentro de los tipos de cancer, regimenes
quimioterapicos de eficacia moderada que se derivaron histéricamente de manera empirica, y una atencion de larga
tradicion en los elementos impulsores moleculares del crecimiento de tumor primario en vez de evolucion
metastasica.

La prevencion o el tratamiento eficaces de metastasis exige la compresion de eventos moleculares y celulares,
incluyendo la angiogénesis, subyacentes a este proceso complejo (Talmadge, J. E. et al., Cancer Res 70 (14), 5649
(2010); Sleeman, J. et al., Eur J Cancer 46 (7), 1177 (2010); y Hurst, D. R., et al, Cancer Res 69 (19), 7495 (2009)).
Se ha descubierto VEGF como promotor de la tumorigénesis en tumores primarios (Kim, K. J. et al., Nature 362
(6423), 841 (1993)). Algunos ensayos clinicos han mostrado que la inhibicion de VEGF puede prolongar, en
combinacién con quimioterapia, la supervivencia en 2-3 meses en pacientes con cancer de pulmén o colorrectal de
estadio IV (Hurwitz, H. et al, N Engl J Med 350 (23), 2335 (2004); Giantonio, B. J. et al., J Clin Oncol 25 (12), 1539
(2007); y Sandler, A. et al., N Engl J Med 355 (24), 2542 (2006)). Sin embargo, no se ha probado que la inhibiciéon de
VEGF sea beneficiosa para la prevencion de metastasis en la practica de terapia adyuvante (Barugel, M. E., et al.
Expert Rev Anticancer Ther 9 (12), 1829 (2009) y en recientes modelos de metastasis preclinicos (Paez-Ribes, M. et
al., Cancer Cell 15 (3), 220 (2009) y Ebos, J. M. et al., Cancer Cell 15 (3), 232 (2009)). Aunque se ha propuesto que
la compensaciéon por otros factores desconocidos que fomentan la angiogénesis metastasica subyace a estos
desenlaces, varios investigadores han tratado de abordar la metastasis mediante rutas distintas a la angiogénesis.
Por ejemplo, el documento WO 2009082744 describié genes sobre expresados en metastasis en hueso y pulmon de
cancer de mama, en los que los genes no estaban relacionados con la angiogénesis. Otros se esforzaron por
identificar factores que medien en la angiogénesis metastasica. Sin embargo, han tenido un éxito limitado.

Por tanto, existe la necesidad de agente y métodos para regular la angiogénesis y para tratar trastornos
caracterizados por angiogénesis patologica, incluyendo cancer.

Sumario de la invenciéon

Esta invencion se basa, al menos en parte, en un descubrimiento inesperado de una nueva ruta que regular el
reclutamiento endotelial y, a su vez, la angiogénesis.

Por consiguiente, en el presente documento se describe un método para inhibir el reclutamiento endotelial, asi como
la angiogénesis, en un sujeto que lo necesita. El método incluye una etapa de administrar al sujeto un primer agente
que inhibe la expresiéon o actividad de una primera proteina seleccionada del grupo que consiste en IGFBP2,
MERTK y PITPNC1. En un ejemplo, el sujeto tiene un trastorno de la angiogénesis, es decir, un trastorno
caracterizado por angiogénesis patoldgica, tales como cancer, un trastorno ocular o un trastorno inflamatorio. Los
ejemplos del cancer incluyen cancer metastasico. El método mencionado anteriormente puede incluir ademas una
etapa de administrar al sujeto un segundo agente que inhibe la expresién o actividad de una segunda proteina
seleccionada del grupo que consiste en IGFBP2, IGF1, IGF1R, MERTK, PITPNC1, ABCB9, PSAT1, PYGB, SHMT2
y VIPR. El primer agente o el segundo agente mencionados anteriormente pueden ser un anticuerpo (o una parte de
union a antigeno del mismo), un acido nucleico, un polipéptido o un compuesto de molécula pequefia. En un
ejemplo, el anticuerpo anterior es uno monoclonal que contiene una regiéon variable de cadena pesada que
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comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9 y una region variable de cadena ligera que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10 mostradas a continuacion.

Ademas, en el presente documento se describe un método para tratar cancer metastasico en un sujeto que lo
necesita. El método incluye una etapa de administrar al sujeto un primer agente que inhibe la expresion o actividad
de una primera proteina seleccionada del grupo que consiste en IGFBP2, MERTK y PITPNC1, en el que el primer
agente inhibe la angiogénesis. Los ejemplos del cancer incluyen cancer de mama. El método puede incluir ademas
una etapa de administrar al sujeto un segundo agente que inhibe la expresién o actividad de una segunda proteina
seleccionada del grupo que consiste en IGFBP2, IGF1, IGF1R, MERTK, PITPNC1, ABCB9, PSAT1, PYGB, SHMT2
y VIPR. El primer agente o segundo agente pueden ser un anticuerpo (o una parte de unién a antigeno del mismo),
un acido nucleico, un polipéptido o un compuesto de molécula pequefia. En un ejemplo, el anticuerpo anterior es uno
monoclonal que contiene una region variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 9 y una region variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
10 mostradas a continuacion.

Adicionalmente, en el presente documento se proporciona un acido nucleico aislado que tiene una secuencia que
codifica para un agente de iARN que puede inhibir la expresion de una proteina seleccionada del grupo que consiste
en IGFBP2, MERTK y PITPNC1. En una realizacion, el agente de iARN tiene una estructura bicatenaria que tiene
una primera hebra y una segunda hebra; cada una de las hebras primera y segunda tiene entre 19 y 30 nucleétidos
de largo; y la primera hebra esta codificada por una cualquiera de SEQ ID NO: 1-6 tal como se enumera en la tabla 5
a continuacion.

Ademas, en el presente documento se proporciona una composicion que tiene un agente que inhibe la expresiéon o
actividad de una proteina seleccionada del grupo que consiste en IGFBP2, MERTK y PITPNC1, en el que el agente
puede ser un anticuerpo (0 una parte de unién a antigeno del mismo), un acido nucleico, un polipéptido o un
compuesto de molécula pequefia. En un ejemplo, el agente es el acido nucleico aislado mencionado anteriormente.
En otros casos, el agente es un anticuerpo o una parte de union a antigeno del mismo.

También se describe en el presente documento un método para diagnosticar el potencial metastasico de cancer en
un sujeto. EI método incluye las etapas de obtener un primer nivel de expresidon para un primer gen del sujeto
seleccionado del grupo que consiste en IGFBP2, MERTK y PITPNC1, y comparar el primer nivel de expresién con
un primer nivel predeterminado para el primer gen seleccionado. Se determina que el sujeto tiene o es propenso a
desarrollar cancer metastasico si el primer nivel de expresion es mayor que el primer nivel predeterminado. El primer
nivel predeterminado puede obtenerse a partir de un sujeto de control que esta libre de cancer. En un ejemplo, el
método incluye ademas las etapas de obtener un segundo nivel de expresion para un segundo gen del sujeto
seleccionado del grupo que consiste en IGFBP2, IGF1, IGF1R, MERTK, PITPNC1, ABCB9, PSAT1, PYGB, SHMT2
y VIPR; y comparar el segundo nivel de expresion con un segundo nivel predeterminado para el segundo gen
seleccionado. Se determina que el sujeto tiene o es propenso a desarrollar cancer metastasico si tanto el primer
nivel de expresion como el segundo nivel de expresion son mayores que el primer nivel predeterminado y el
segundo nivel predeterminado, respectivamente. El segundo nivel predeterminado también puede obtenerse a partir
de un sujeto de control que esta libre de cancer.

La patente también proporciona un método para inhibir el reclutamiento endotelial en un sujeto que lo necesita. El
método incluye una etapa de administrar al sujeto un primer agente que aumenta la expresion o actividad de GAS6
(es decir, un agente de activacion de GAS6).

La descripcion presenta ademas una composicion que tiene un agente que aumenta la expresion o actividad de
GASG6. En un ejemplo, el agente mencionado anteriormente tiene GAS6 actividad. En otros casos, el agente es un
anticuerpo (o una parte de unién a antigeno del mismo), un acido nucleico, un polipéptido o un compuesto de
molécula pequefia. En un ejemplo, el agente es un polipéptido que tiene la secuencia de GAS6.

Ademas, la descripcion proporciona un kit para diagnosticar el potencial metastasico de cancer en un sujeto. El kit
incluye un primer reactivo que se une especificamente a un primer producto de expresion (por ejemplo, polipéptido o
ARNmM) de un primer gen seleccionado del grupo que consiste en IGFBP2, MERTK y PITPNC1. El kit puede incluir
ademas un segundo reactivo que se une especificamente a un segundo producto de expresion de un segundo gen
seleccionado del grupo que consiste en IGFBP2, IGF1, IGF1R, MERTK, PITPNC1, ABCB9, PSAT1, PYGB, SHMT2
y VIPR.

La invencién presenta un método para la identificacion de genes y ARN no codificantes que regulan la colonizacion
por cancer metastasico de cualquier tejido corporal. EI método incluye una primera etapa de generar una poblacion
de células cancerosas de mamifero con un potencial aumentado de colonizacién tisular metastasica realizando
tandas en serie de a) trasplante de una poblacion de células cancerosas marcadas o no marcadas en cualquier
tejido vivo del cuerpo y luego b) realizacion del aislamiento de dichas células cancerosas marcadas del tejido
después de haberse producido la colonizacion metastasica y luego c) realizacion de un trasplante repetido de
células cancerosas marcadas aisladas en tejido vivo del cuerpo. Al realizar tandas en serie de trasplante,
aislamiento y trasplante repetido de células cancerosas marcadas tal como se describié anteriormente, se genera
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una poblaciéon de células cancerosas marcadas o no marcadas con alto potencial de colonizacion tisular
metastasica. La segunda etapa del método incluye transducir, transfectar o introducir de otro modo una poblacién de
una o mas moléculas de ARNhc en la poblacion de células cancerosas con alto potencial de colonizacion tisular
metastasica para generar una poblacion de células cancerosas modificadas por ingenieria con alto potencial
metastasico que expresan una o mas moléculas de ARNhc que reducen la expresion de uno o mas genes o ARN no
codificantes. Esta poblacion de células cancerosas modificadas por ingenieria con alto potencial metastasico que
expresan una o mas moléculas de ARNhc luego a) se trasplantan en cualquier tejido vivo y luego b) se aislan del
tejido vivo después de haberse producido la colonizacion metastasica. La presencia, ausencia o abundancia de uno
o mas de los ARNhc transfectados, transducidos o introducidos de otro modo en la poblacién de células cancerosas
modificadas por ingenieria tras el trasplante aisladas se evalia luego mediante o bien analisis de
microalineamientos, tecnologia de secuenciacion de ADN, tecnologia de secuenciacién masiva o bien clonacion. La
reduccion de los niveles de cualquier ARNhc individual en la poblaciéon de células aisladas con relacién a su
representacion antes de la inyeccion indica que se requiere el gen diana de ARNhc para la colonizacion metastasica
del tejido. El aumento de los niveles de cualquier ARNhc individual en la poblacion de células aisladas con relacion a
su representacion antes de la inyeccion indica que la diana de ARNhc antagoniza la colonizacién metastasica del
tejido. La segunda etapa de este método también podria incluir transducir, transfectar o introducir de otro modo una
poblacion de una o mas moléculas de iARN, microARN o ARN no codificantes. Adicionalmente, la segunda etapa
también podria incluir transducir, transfectar o introducir de otro modo una poblacién de uno o mas secuencias que
codifican para genes codificantes de proteinas. La poblaciéon de células cancerosas modificadas por ingenieria con
alto potencial metastasico que expresan uno o mas genes codificantes de proteinas luego a) se trasplantan en
cualquier tejido vivo y luego b) se aislan del tejido vivo después de haberse producido la colonizacién metastasica.
La presencia, ausencia o abundancia de uno o mas de los genes codificantes transfectados, transducidos o
introducidos de otro modo en la poblacion de células cancerosas modificadas por ingenieria tras el trasplante
aisladas se evalua luego mediante o bien analisis de microalineamientos, tecnologia de secuenciacién de ADN,
tecnologia de secuenciacién masiva o bien clonacion. El aumento de los niveles de cualquier gen individual en la
poblacion de células aisladas con relacion a su representacion antes de la inyeccion indica que el gen representa un
gen diana requerido para la colonizacion metastasica del tejido. La disminucién de los niveles de cualquier gen
individual en la poblacion de células aisladas con relacion a su representacion antes de la inyeccion indica que el
gen representa un gen diana que antagoniza la colonizacion metastasica del tejido.

También se proporciona en el presente documento un anticuerpo monoclonal (por ejemplo, un anticuerpo
monoclonal humanizado o humano) o una parte de unioén a antigeno del mismo que neutraliza la funcién de IGFBP2
inhibiendo la unién de IGFBP2 a IGF1. Este anticuerpo puede inhibir el reclutamiento endotelial por células
cancerosas, tales como células de cancer de mama metastasicas o inhibir la angiogénesis patologica. Este
anticuerpo también puede inhibir la evolucién tumoral o metastasis tumoral de células cancerosas, tales como de
cancer de mama humanas, in vivo. En un ejemplo, el anticuerpo monoclonal contiene una regién variable de cadena
pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9 y una regioén variable de cadena ligera que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10 mostradas a continuacion.

Se exponen los detalles de una o mas realizaciones de la invencidon a continuacién en la descripcion. Otras
caracteristicas, objetos y ventajas de la invencion resultaran evidentes a partir de la descripcion y de las
reivindicaciones.

Descripcion de dibujos

Las figuras 1a-f son diagramas y fotografias que muestran que miR-126 enddgeno suprime la colonizacion
metastasica. a, obtencion de imagenes de bioluminiscencia de metastasis en pulmon por células de cancer de
mama escasamente metastasicas tras la inhibicion de miR-126. Se les inyectaron 4 X 10* células MDA-MB-231 que
expresan un miR-126 de seleccion como diana en horquilla corto (miR-Zip) o la horquilla de control por via
intravenosa a ratones NOD-SCID inmunodeficientes. Los ratones representativos mostrados corresponden al
conjunto MDA-MB-231/miR-126KD (parte superior) y al conjunto MDA-MB-231/reordenadas (parte inferior) en el dia
49. Se cuantifico la colonizaciéon pulmonar a través de la obtencion de imagenes de bioluminiscencia. n=5; las barras
de error representan el e.e.m.; valor de p basado en una prueba de la t de Student unilateral en el dia 49. Se
extirparon los pulmones en el dia 49 y se tifieron de manera inmunohistoquimica para vimentina humana (parte
derecha). b, obtencion de imagenes de bioluminiscencia de metastasis sistémica por células de cancer de mama
escasamente metastasicas con expresion de miR-126 inhibida. Se les inyectaron 4 X 10* células MDA-MB-231 que
expresan un miR-126 de seleccién como diana en horquilla corto o la horquilla de control a través de la via
intracardiaca a ratones desnudos atimicos. Los ratones representativos mostrados corresponden al conjunto MDA-
MB-231/miR-126KD (parte superior) y al conjunto MDA-MB-231/reordenado (parte inferior) en el dia 34. Se midi6 la
colonizacién en cuerpo entero mediante bioluminiscencia y se cuantificd. n=4; las barras de error representan el
e.e.m.; valor de p basado en una prueba de la t de Student unilateral en el dia 34. c, se cont6 el nimero total de
focos metastasicos en ratones a los que se les inyectd por via intracardiaca células MDA-MB-231/miR-126KD y
MDA-MB-231/reordenadas (parte superior). Se muestran imagenes representativas de nédulos metastasicos en
hueso y cerebro (parte inferior). d, se les inyectaron 5 X 10° células MDA-MB-231 que expresan un miR-126 de
selecciéon como diana en horquilla corto o la horquilla de control a los paniculos adiposos mamarios de ratones
inmunodeficientes. Se midieron los voliumenes tumorales a lo largo del tiempo. n=15; las barras de error indican el
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e.e.m.; valores de p basados en una prueba de la t de Student unilateral en el dia 35. e, se tifieron los pulmones
extirpados de (a) para vimentina humana y se midié el tamafio de cada nédulo metastasico a través de analisis de
imagenes usando ImagelJ. f, se les inyectaron 4 X 10* células Lm2 que expresan un casete de pre-miR-126 inducible
por doxiciclina a través de la vena de la cola a ratones NOD-SCID en el dia 0. En el dia 3, se afiadieron doxiciclina
(2 mg/ml) y sacarosa (5 %) al agua para beber en un grupo de ratones y sélo sacarosa al 5 % en el otro. En el dia
48, se extirparon los ratones y se tifieron de manera inmunohistoquimica para vimentina humana (parte derecha). Se
muestra el nimero total de nédulos en cada pulmén en la parte izquierda.

Las figuras 2a-2J son diagramas y fotografias que muestran que miR-126 enddgeno suprimié de manera auténoma
no celular la angiogénesis metastasica por células de cancer de mama metastasicas. a, se tifieron doblemente de
manera histologica secciones de pulmén de la figura 1a para vimentina humana y MECA-32 o b, para vimentina y se
inyecto lectina por via intravenosa. Se delimité el borde de cada nédulo basandose en la tincion de vimentina y la
tincion de lectina/MECA-32 en el interior del nédulo metastasico destacé en negro (paneles inferiores). Luego se
determiné el area positiva para la tincion de lectina/MECA-32 dentro de cada nédulo usando el software ImageJ y se
presentd como el area cubierta por la tincion de lectina/MECA-32 por area del nédulo dado (% de densidad de
vasos). La distribucion del % de densidad de vasos entre las células miR-126 KD y el control de MDA-MB-231
inyectado se muestra en una representacion grafica de fraccion acumulada. n=8/grupo (dando como resultado un
total 18 noédulos metastasicos en el control, y 68 en las células miR-126 KD), valor de p basado en la prueba de
Kolmogorov-Smirnov. ¢, se sembraron 5 X 10* células LM2 que expresan miR-126 o una horquilla de control sobre
una monocapa de HUVEC vy se cuantificé la adhesion. Se obtuvieron imagenes de células que se habian adherido a
la monocapa de HUVEC y se analizaron usando el software Imaged. n=4; las barras de error representan el e.e.m.
d, se obtuvieron medios condicionados a partir de 5 X 10° células LM2 que expresan miR-126 o una horquilla de
control incubando las células con medios EGM-2 durante 24 h. Se sembraron 2,5 X 10* células HUVEC por
triplicado, se hicieron crecer en los medios condicionados y se contaron las células viables a los 5 dias tras la
siembra. n=3; las barras de error representan el e.e.m. e, se mezclaron 2 X 10* células HUVEC con 1 X 10* células
LM2 que se transdujeron con miR-126 o una horquilla de control, y se sometid a ensayo la formacién de tubos por
las células HUVEC. Se obtuvieron imagenes de cada pocillo y se cuantificé el nimero de puntos de ramificacion en
cada imagen usando el software MetaMorph. n=3; las barras de error representan el e.e.m. La barra de escala
representa 250 um. f, se sembraron 2,5 X 10* células MDA-MB-231 y células LM2 por cuadruplicado. Luego se
evaluo la migracion en Transwell de 5 X 10* células HUVEC hacia las células cancerosas contando el numero de
células que habian migrado al lado basal de los insertos Transwell en imagenes obtenidas usando ImagedJ. n=4; las
barras de error representan el e.e.m., se obtuvieron valores de p usando la prueba de la t de Student. g, se
sometieron células LM2 que expresan miR-126 o la horquilla de control, asi como células MDA-MB-231 que
expresan un miR-126 de seleccién como diana en horquilla corto o la horquilla de control al ensayo de reclutamiento
de HUVEC. Se obtuvieron imagenes del lado basal de los insertos y se contaron las células usando el software
Imaged. n=4; las barras de error representan el e.e.m., se obtuvieron valores de p usando la prueba de la t de
Student. Las imagenes representativas mostradas corresponden al conjunto LM2/miR-1260E o de control (parte
superior) y al conjunto MDA-MB-231/miR-126KD o de control (parte inferior). La barra de escala representa 100 um.
h, se sometieron células parentales CN34 y células CN34 LM1a al ensayo de reclutamiento de HUVEC. n=4; las
barras de error representan el e.e.m., valores de p obtenidos usando la prueba de la t de Student. i, se sometieron
células CN34 LM1a que expresan miR-126 o la horquilla de control, asi como células parentales CN34 que expresan
un miR-126 de seleccion como diana en horquilla corto o la horquilla de control, al ensayo de reclutamiento de
HUVEC. n=4; las barras de error representan el e.e.m., valores de p obtenidos usando la prueba de la t de Student.
Se muestran imagenes representativas. La barra de escala representa 100 um. j, se mezclaron 5 X 10° células Lm2
que sobreexpresan miR-126 o la horquilla de control, asi como 5 X 10° células MDA-MB-231 que expresan un miR-
126 de seleccion como diana en horquilla corto o la horquilla de control, 1:1 con Matrigel y se inyectaron en el
paniculo adiposo mamario. Se analizaron tumores de tamafio coincidente para determinar la densidad de vasos
sanguineos mediante tincion inmunohistoquimica para MECA-32. se tomaron 5 campos individuales para cada
tumor y se facilita el porcentaje de cada campo cubierto por una tincion de MECA-32 seleccionada como umbral
como el % de densidad de vasos. Se muestra la cuantificaciéon en la parte superior y se muestran a continuacion
imagenes representativas. n=4; las barras de error representan el e.e.m., valores de p obtenidos usando la prueba
de la t de Student.

Las figuras 3a-3f son diagramas y fotografias que muestran la identificacion sistematica de una red reguladora de
miR-126 que media en el reclutamiento endotelial metastasico. a, El rasgo distintivo de metastasis de miR-126 se
compone de genes sobreexpresados en células metastasicas, regulados por disminuciéon por miR-126 OE, e
inducidos por miR-126 KD. El mapa de calor representa niveles de expresion normalizados segun la varianza
basados en andlisis de microalineamientos y de qPCR. El mapa de colores corresponde al cambio de desviaciones
estandar con respecto a la media. b-d, curvas de Kaplan-Meier para la (b) cohorte de cancer de mama UCSF (117
tumores), (c) cohorte NKI (295 tumores), y (d) la cohorte combinada NKI/MSK/UCSF (494 tumores) que representa
la supervivencia libre de metastasis de aquellos pacientes cuyos canceres primarios sobreexpresaron el rango
distintivo de ocho genes de miR-126 (positivos) y los que no lo hicieron (negativos). Valores de p basados en la
prueba de rangos logaritmicos de Mantel-Cox. e, Ensayos de indicador de luciferasa de genes de metastasis de
miR-126 en células MDA-MB-231 que expresan un miR-126 de seleccién como diana en horquilla corto o la horquilla
KD de control. Se transfectaron constructos de indicador que contenian el gen de luciferasa en el sentido de 5’ de
las secuencias de 3'UTR o codificantes (CDS) de cada gen regulado por miR-126 en las diversas lineas celulares y
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se sometié a ensayo la actividad luciferasa a las 30 horas tras la transfeccion. n=4; las barras de error representan el
e.e.m.; se obtuvieron valores de p usando la prueba de la t de Student. f, se mutaron las regiones complementarias
de miR-126 de los constructos 3'UTR/CDS y se repitio el ensayo de indicador de luciferasa con estos constructos en
células MDA-MB-231 que expresan un miR-126 de seleccidon como diana en horquilla corto o la horquilla de control
(parte derecha). n=4; las barras de error representan el e.e.m.; se obtuvieron valores de p usando la prueba de la t
de Student.

Las figuras 4a-4e son un conjunto de diagramas y fotografias que muestran que la angiogénesis y colonizacion
metastasica fomentada por IGFBP2, PITPNC1 y MERTK. a, se sembraron 2,5 X 10* células LM2 que expresan
horquillas que seleccionan como diana IGFBP2, MERTK, PITPNC1, SHMT2 o la horquilla de control por
cuadruplicado. Luego se evaluo la migracién en Trans-well de 5 X 10* células HUVEC hacia las células cancerosas.
Se obtuvieron imagenes de las células que migraron a través de los insertos Transwell y se analizaron usando el
software Imaged. n=4; las barras de error representan el e.e.m., valores de p obtenidos usando a la prueba de la t de
Student. Se muestran imagenes representativas. La barra de escala representa 100 . b, se cuantificaron los niveles
de expresion relativos de IGFBP2, MERTK o PITPNC1 en muestras de tumor de mama humano de pacientes en
estadio I/l (n=53) en comparacion con el estadio lll (n=29) o el estadio IV (n=9) a partir de los microalineamientos de
cancer de mama OriGene TissueScan usando gPCR. Las barras de error representan el e.e.m., valores de p
obtenidos usando la prueba de la t de Student. c-e, obtencién de imagenes de bioluminiscencia de metastasis en
pulmén por células de cancer de mama metastasicas en pulmén con expresion inhibida de los diversos genes
regulados por miR-126. Se les inyectaron 4 X 10* células LM2 que expresan la horquilla de control u horquillas
cortas independientes que seleccionan como diana IGFBP2 (c), Se les inyectaron PITPNC1 (d) y MERTK (e) por via
intravenosa a ratones NOD-SCID inmunodeficientes. Se midié la colonizaciéon en pulmén mediante obtencion de
imagenes de bioluminiscencia y se cuantificd. n=5; las barras de error representan el e.e.m.; valor de p basado en
una prueba de la t de Student unilateral.

Las figuras 5a-5g son diagramas y fotografias que muestran que IGFBP2 medié en el reclutamiento endotelial
activando la sefalizacion de IGF1/IGF1R en células endoteliales. a, se cuantificaron mediante ELISA los niveles de
IGFBP2 en medios condicionados a partir de los ensayos de reclutamiento de HUVEC usando células MDA-MB-231
y células LM2 (figura 2f). n=4; las barras de error representan el e.e.m., valores de p obtenidos usando la prueba de
la t de Student. b, se sembraron 2,5 X 10* células MDA-MB-231 que expresan un miR-126 de seleccién como diana
en horquilla corto o la horquilla de control, asi como células LM2 que expresan miR-126 o la horquilla de control, por
cuadruplicado. Luego se evaluo el reclutamiento en Trans-well de 5 X 10* células HUVEC en presencia de Ac contra
IGFBP2 50 ng/ml o Ac contra IgG 50 ng/ml hacia las células cancerosas. Se obtuvieron imagenes del lado basal de
los insertos Transwell y se cuantificd el numero de células que habian migrado usando ImageJ. n=4; las barras de
error representan el e.e.m., valores de p obtenidos usando la prueba de la t de Student. La barra de escala
representa 100 pm. ¢, se sembraron 2,5 X 10* células CN34 Par que expresan un miR-126 de seleccién como diana
en horquilla corto o la horquilla de control, asi como células CN34 Lmla que expresan miR-126 o la horquilla de
control, por cuadruplicado. Luego se evalué la migracion en Trans-well de 5 X 10* células HUVEC en presencia de
Ac contra IGFBP2 50 ng/ml o Ac contra IgG 50 ng/ml hacia las células cancerosas. n=4; las barras de error
representan el e.e.m., valores de p obtenidos usando la prueba de la t de Student. d, e, se sometié a ensayo el
reclutamiento en Trans-well de células HUVEC incubadas con Ac de bloqueo de IGF-1 20 ug/ml (d), Ac de bloqueo
de IGF-2 20 pg/ml (d), Ac de bloqueo de IGF1R 20 ug/ml (e), Ac de bloqueo de IGF2R 5 pg/ml (e) o IgG de control
(d, e) hacia células MDA-MB-231 que expresan un miR-126 de seleccion como diana en horquilla corto o la horquilla
de control. n=4; las barras de error representan el e.e.m., valores de p obtenidos usando la prueba de la t de
Student. f, se pretrataron células HUVEC y cancerosas con Ac de bloqueo de IGF1R 20 pg/ml o Ac contra IgG de
control durante 1 hora antes de evaluarse el reclutamiento en Transwell de células HUVEC hacia células
cancerosas. n=4; las barras de error representan el e.e.m., valores de p obtenidos usando la prueba de la t de
Student g, se simul6 un gradiente de IGFBP2 mezclando las cantidades dadas de proteina IGFBP2 recombinante
con Matrigel (1:1) en el fondo de un pocillo. Luego se evaluo la quimiotaxia de 1,5 X 10° células HUVEC a lo largo
del gradiente de IGFBP2 contando el nimero de células que habian migrado al lado basal de insertos Trans-well
después de 20 h usando el software ImagedJ. n=4; las barras de error representan el e.e.m., valores de p obtenidos
usando la prueba de la t de Student.

Las figuras 6a-6e son diagramas y fotografias que muestran que MERTK medié en el reclutamiento a través de
GASSG. a, se cuantificaron los niveles de IGFBP2 en medios condicionados a partir de Lm2 células que expresan la
horquilla de control o 2 horquillas independientes contra PITPNC1 tal como se determina mediante ELISA. b, se
sembraron 2,5 X 10* células MDA-MB-231 que expresan una horquilla de control o una horquilla que selecciona
como diana miR-126 por cuadruplicado. Luego se evalud la migracién en Trans-well de 5 X 10* células HUVEC
hacia las células cancerosas en presencia de GAS6 1 ng/ml y/o MerFc 10 pg/ml contando el numero de células que
habian migrado al lado basal de insertos porosos en imagenes obtenidas usando ImagedJ. n=4; las barras de error
representan el e.e.m., se obtuvieron valores de p usando la prueba de la t de Student. ¢, simuld un gradiente de
IGFBP2 en presencia de Gas6 y MERTK secretado mezclando proteina rhiIGFBP2 (520 ng), Gas6 (5 ng) y MerFc
(10 ug) con Matrigel (1:1) en el fondo de un pocillo. Luego se evalud la quimiotaxia de 1,5 X 10° células HUVEC a lo
largo del gradiente contando el nimero de células que habian migrado al lado basal de insertos Trans-well después
de 20 h usando el software ImageJ. n=4; las barras de error representan el e.e.m., valores de p obtenidos usando la
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prueba de la t de Student. d, Se tifieron doblemente secciones de pulmén para vimentina y MECA-32. Se trazo el
borde de cada nédulo basandose en la tincién de vimentina humana y la tincion de MECA-32 en el interior del
nodulo metastasico destacado en negro (paneles inferiores). Luego se determiné el area positiva para la tincion de
MECA-32 dentro de cada nédulo usando ImageJ y se presenté como el area cubierta por la tincion de MECA-32 por
area del nodulo dado (% de densidad de vasos). La distribucion de % de densidad de vasos entre las células LM2
inyectadas que expresan horquillas que seleccionan como diana IGFBP2, PITPNC1, MERTK o una horquilla de
control se muestra en una representacion grafica de fraccion acumulada. n=4, valor de p basado en la prueba de
Kolmogorov-Smirnov. e, esquema de la regulacion por miR-126 de reclutamiento endotelial y colonizacion
metastasica a través de interaccion con IGFBP2, PTTPNC1 y MERTK.

La figura 7 es un diagrama que muestra que el sistema de miARN-ARNhc antisentido miR-Zip inhibié de manera
estable la expresion de miR-126 en células MDA-MB-231. Se transdujeron células MDA-MB-231 con lentivirus que
expresan o bien un constructo de miR-Zip que selecciona como diana miR-126 o una versién reordenada del
constructo que no selecciona como diana ningun microARN conocido (SYSTEM BIOSCIENCES, Mountain View,
CA). Luego se sometieron a prueba los niveles de expresion de miR-126 maduro usando qPCR.

La figura 8 es un conjunto de fotografias y un diagrama que muestran que miR-126 expresado en células de cancer
de mama regula la perfusion en nédulos metastasicos. Se les inyectaron 4 X 10* células MDA-MB-231 que expresan
un miR-126 de seleccién como diana en horquilla corto o la horquilla de control por via intravenosa a ratones NOD-
SCID inmunodeficientes. En el dia 59, se le inyect6 por via intravenosa una disolucion de dextrano de bajo peso
molecular (MW de 10.000) marcado con FITC. Se permitié que circulasen las moléculas de dextrano durante 15 min
antes de sacrificarse los ratones y extirparse los pulmones. Se prepararon secciones congeladas y se tifieron para
vimentina humana con el fin de localizar nédulos metastasicos, y se cuantificé la sefial de FITC en el interior de los
nédulos con un umbral constante usando ImageJ. n=5; las barras de error representan el e.e.m., valores de p
obtenidos usando la prueba de la t de Student.

Las figuras 9a-9b son un conjunto de diagramas que muestran que miR-126 enddgeno no suprimié la adhesion,
proliferacién o formacién de tubos endoteliales. a, se sembraron 5 X 10* MDA células que expresan miR-126 KD o
un vector KD de control sobre una monocapa de HUVEC y se evalud la adhesion. Se obtuvieron imagenes de
células que se habian adherido a la monocapa de HUVEC y se analizaron usando el software ImageJ. n=4; las
barras de error representan el e.e.m. b, se obtuvieron medios condicionados a partir de 5 X 10° células MDA miR-
126 KD o MDA control KD incubando las células con medios EGM-2 durante 24 h. Se sembraron 2,5 X 10* células
HUVEC por triplicado, se hicieron crecer en los medios condicionados y se contaron las células viables a los 5 dias
después de la siembra. n=3; las barras de error representan el e.e.m. ¢, se mezclaron 2 X 104 células HUVEC con 1
X 10* MDA miR-126 KD o MDA control KD células, y se sometié a ensayo la formacion de tubos por células HUVEC.
Se obtuvieron imagenes de cada pocillo y se analizé el nimero de puntos de ramificacion en cada imagen usando el
software MetaMorph. n=3; las barras de error representan el e.e.m.

Las figuras 10a-10c son un conjunto de diagramas y diagramas que muestran que miR-126 enddgeno regul6 la
angiogénesis, pero no el reclutamiento de linfocitos positivos para CD45 y de macréfagos positivos para Mac-2. a-c,
se mezclaron 5 X 10° células MDA que expresan la horquilla de control o una horquilla que selecciona como diana
miR-126 en una razén 1:1 con Matrigel y se inyectaron en el paniculo adiposo mamario. 5 min antes del sacrificio, se
inyecto lectina biotinilada en la vena de la cola. Se extirparon tumores de tamafio coincidente y se detectaron vasos
sanguineos funcionales mediante tincion de la lectina inyectada (a), se detectaron linfocitos CD45+ mediante el
anticuerpo anti-CD45 (b) y se detectaron macréfagos Mac-2+ mediante el anticuerpo anti-Mac-2 (c).

La figura 11 es un diagrama de Venn que muestra la ruta experimental integradora que dio como resultado la
identificacion de supuestos genes diana de miR-126. Se solaparon perfiles de transcriptomas de genes regulados
por disminucion en mas de 1,6 veces tras la sobreexpresion de miR-126 con genes regulados por incremento en
mas de 1,4 veces en células LM2 metastasicas en comparacion con las células MDA parentales. Esto condujo a la
identificacion de 23 posibles genes diana de miR-126. Mediante qPCR, 8 de estos 23 genes se vieron modulados
por miR-126 tanto en la linea celular de cancer de mama MDA-MB-231 como en la linea celular primaria CN34. Se
sometieron estos 8 genes a pruebas funcionales para determinar la regulacion directa por miR-126 a través de
ensayos de indicador de luciferasa.

Las figuras 12a-12b son diagramas que muestran que miR-126 reguloé IGFBP2 y MERTK a través de interacciones
de 3UTR y PITPNC1 y SHMT2 a través de interacciones de CDS. a, b, ensayos de indicador de luciferasa del
conjunto de genes de metastasis de miR-126 en células MDA-MB-231 que expresan un miR-126 de seleccion como
diana en horquilla corto asi como la horquilla KD de control. Se transfectaron constructos de indicador que contenian
el gen de luciferasa en el sentido de 5 de 3'UTR (a) o CDS (b) de ABCB9, IGFBP2, MERTK, PITPNC1, PSAT1,
PYBG, SHMT2 y VIPR1 en las diversas lineas celulares y se sometié a ensayo la actividad luciferasa a las 30 horas
tras la transfeccion. n=4; las barras de error representan el e.e.m.; se obtuvieron valores de p usando la prueba de la
t de Student.

Las figuras 13a-13d son un conjunto de diagramas que muestran que horquillas independientes regularon por
disminucion los niveles de expresion de IGFBP2, PITPNC1 y MERTK en células LM2. Se transdujeron células LM2
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con lentivirus que expresan una horquilla de control o un constructo de horquilla corta que selecciona como diana
IGFBP2, PITPNC1 o MERTK. Se analizaron los niveles de expresion de los genes diana a través de gPCR.

La figura 14 es un diagrama que muestra el analisis de proliferacion de genes diana de miR-126. Se sembraron 2,5
X 10* células LM2 que expresan una horquilla de control u horquillas cortas que seleccionan como diana IGFBP2,
PITPNC1 o MERTK por triplicado y se contaron las células viables a los 5 dias después de la siembra. n=3; las
barras de error representan el e.e.m.

La figura 15 es un diagrama que muestra que IGFBP2 fomenté la migracion de HUVEC. Se estimularon células
HUVEC con las cantidades dadas de proteina IGFBP2 humana recombinante y Ac anti-IGF1R (10 ug/ml) durante 40
min, se tripsinizaron y se sembraron 5 X 10* células en un inserto Transwell poroso. Se permitié que las células
migrasen durante 24 horas antes de cuantificarse el nimero de células que migraron a través de la membrana. n=6;
las barras de error representan el e.e.m.; se obtuvieron valores de p usando la prueba de la t de Student.

La figura 16 es una fotografia del analisis de inmunotransferencia de tipo Western de MERTK en lisado celular de
MDA-MB-231 y medios condicionados, que muestra que se escindié el ectodominio de MERTK y se secreté por
células MDA-MB-231.

La figura 17 es un conjunto de fotografias y diagramas que muestran que GFBP2, PITPNC1 y MERTK fomentaron la
angiogénesis metastasica. Se tifieron doblemente de manera histolégica secciones de pulmén para vimentina
humana y se inyecto lectina por via intravenosa. Se delimitaron los bordes de nédulo basandose en la tincion de
vimentina y la tincion de lectina en el interior de los nédulos metastasicos. Se usé Imaged para determinar el area
positiva para la tincién de lectina dentro de cada nédulo. % de densidad de vasos representa el area cubierta por la
tincion de lectina por area de un nédulo dado. La distribucion de % de densidad de vasos entre las células LM2
inyectadas que expresan la horquilla de control u horquillas cortas que seleccionan como diana IGFBP2, PITPNC1 o
MERTK se muestra en una representacion grafica de fraccion acumulada. n=5. Valor de p basado en la prueba de
Kolmogorov-Smirnov.

La figura 18 es un diagrama que muestra que la expresion de miR-126 endégeno en células HUVEC no suprimio el
reclutamiento de otras células HUVEC. Se transfectaron un antagomiR que selecciona como diana miR-126 o un
antagomiR de control en células HUVEC antes de someterse al ensayo de reclutamiento de HUVEC. Se obtuvieron
imagenes del lado basal de los insertos y se contaron las células usando el software Imaged. n=4; las barras de error
representan el e.e.m.

La figura 19 es un diagrama que muestra la expresion de posibles dianas de miR-126 en células HUVEC con niveles
de miR-126 suprimidos. Se transfectaron un antagomiR que selecciona como diana miR-126 o un antagomiR de
control en células HUVEC y se cuantificd la expresion relativa de posibles dianas en células transfectadas usando
qPCR. Las barras de error representan el e.e.m., valores de p obtenidos usando la prueba de la t de Student.

La figura 20 es un conjunto de diagramas que muestran datos de ensayos ELISA de captura de anticuerpo usados
para caracterizar las propiedades de unién de anticuerpos neutralizantes de IGFBP2. La figura muestra que el
sobrenadante de una de las bibliotecas de hibridomas (wo6663-1) generadas a partir de animales inoculados con
péptido total de IGFBP2 recombinante, contiene anticuerpos que se unen a IGFBP2 con alta afinidad.

La figura 21 es un conjunto de diagramas que muestran datos de ensayos ELISA de captura de anticuerpo usados
para caracterizar las propiedades de unién de anticuerpos neutralizantes de IGFBP2. La figura muestra que el
sobrenadante del hibridoma wo6663-1 contiene anticuerpos que se unen a IGFBP2 para neutralizar la unién de IGF1
a IGFBP2. Obsérvese también que los anticuerpos procedentes del hibridoma wo6663-1 se unen especificamente a
IGFBP2, y no se unen a otros miembros de la familia de IGFBP (IGFBP3, IGFBP4).

La figura 22 es un conjunto de diagramas que muestran datos de ensayos ELISA de captura de anticuerpo usados
para caracterizar las propiedades de uniéon de anticuerpos neutralizantes de IGFBP2 monoclonales recuperados a
partir de clones de hibridomas individuales aislados de la biblioteca de hibridomas wo6663-1. Varios de los
anticuerpos monoclonales neutralizantes de IGFBP2, incluyendo M1, M4, M6, M9, M13, M14, M15 y M16, pudieron
unirse a IGFBP2 con alta afinidad y neutralizar su union a IGF1.

La figura 23 es un diagrama que muestra que una composicion que contiene concentraciones fisiologicas del
anticuerpo monoclonal M14 puede inhibir el reclutamiento endotelial por células de cancer de mama metastasicas.
Como en los experimentos descritos anteriormente, se us6 un ensayo de migracion en Trans-well para cuantificar el
reclutamiento endotelial por células metastasicas. Se pusieron células de cancer de mama humanas LM2 altamente
metastasicas en la parte inferior de una camara de Boyden, en la que pudo someterse a ensayo su capacidad para
reclutar HUVECS a través de un inserto Trans-well poroso. La adicion de una pequefia concentracion fisioldgica de
M14 al Transwell pudo inhibir significativamente el reclutamiento y la migracion (células migradas por campo) de
células HUVEC (reduccion del 50 % de las células migradas) frente a los controles negativos (anticuerpos contra IgG
y M5). Las barras de error representan el e.e.m.
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La figura 24 es un diagrama que muestra que una composicion que contiene concentraciones fisiologicas del
anticuerpo monoclonal M14 puede inhibir la evolucién tumoral de cancer de mama in vivo en un modelo de ratén.
Obtencion de imagenes de bioluminiscencia del crecimiento de tumor de mama por 2000 células de cancer de
mama humanas MDA-MB-231 en animales tratados con o bien PBS o bien anticuerpo monoclonal M14. En el dia
14, se inhibi6 significativamente la evolucion tumoral mediante el tratamiento con M14 (reduccion de 7 a 11 veces de
la evoluciéon tumoral) en comparacion con los ratones tratados con PBS. Se normaliza la sefial con respecto a la
sefial del dia 0. La significacion se basa una prueba de la t de Student bilateral.

Descripcion detallada de la invenciéon

La invencion descrita proporciona reactivos y métodos para tratar trastornos caracterizados por angiogénesis
patoldgica, tales como metastasis.

Tal como se da a conocer en el presente documento, un analisis sistematico y la atencién centrada en la metastasis
y angiogénesis metastasica condujo a la identificacion de varias moléculas, incluyendo IGFBP2 secretado, la
transferasa PITPNC1, la cinasa MERTK y miR-126, como dianas para la inhibicién terapéutica con el potencial para
tratar cancer metastasico. Una ruta recién descubierta coordina los genes proangiogénicos de IGFBP2, PITPNC1 y
MERTK que se correlacionan en la expresion con metastasis humana. Estos genes representan reguladores de la
angiogénesis y el reclutamiento endotelial metastasicos. Por ejemplo, IGFBP2, una proteina secretada por células
metastasicas, recluta endotelios modulando la actividad mediada por IGF1 del receptor de tipo | de IGF en células
endoteliales.

El reclutamiento endotelial es un proceso en el que se movilizan células endoteliales o sus células progenitoras y el
anidamiento (homing) en un sitio o una regidon en un sujeto para generar nuevos vasos sanguineos o la
remodelacion de vasos sanguineos preexistentes, es decir, angiogénesis. La inhibicion de este proceso a través de
la nueva ruta mencionada anteriormente puede usarse para inhibir la angiogénesis patologica, y tratar de ese modo
trastornos caracterizados por angiogénesis patologica, tales como metastasis.

Para el inhibir reclutamiento endotelial y la angiogénesis resultante en un sujeto que lo necesita, puede
administrarse al sujeto un agente que inhibe la expresion o actividad de una proteina seleccionada de IGFBP2,
IGF1, IGF1R, MERTK, PITPNC1, ABCB9, PSAT1, PYGB, SHMT2 y VIPR. Se enumeran a continuacion las
secuencias de aminoacidos de estas proteinas. El agente puede ser un acido nucleico, un polipéptido, un anticuerpo
o0 un compuesto de molécula pequefia.

IGFBP2

MLPRVGCPALPLPPPPLLPLLPLLLLLLGASGGGGGARAEVLFRCPPCTPERLAACGPPP
VAPPAAVARVAGGARMPCAELVREPGCGCCSVCARLEGEACGVYTPRCGOGLRCY PHPGS
ELPLOALVMGEGTCEKRRDAEYGASPEQVADNGDDHSEGGLVENHVDSTMNMLGGGGSAG
REKPLKSGMKELAVFREKVTEQHROMGKGGKHHLGLEEPKKLRPPPARTPCOOELDOVLER
ISTMRLPDERGPLEHLY SLHI PNCDEHGLYNLEQCEMS LNGORGECWCVNPNTGELIQGA
PTIRGDPECHLFYNEQOEARGVHTORMO

IGF1 (isoforma 1)

MGKISSLPTQLFKCCFCDFLKVEMHTMS S SHLFYLALCLLTFTSSATAGPETLCGARELVD
ALOFVCGDRGFYFNKPTGYGESSSRRAPOTGIVDECCFRSCDLRRLEMYCAPLKPAKSARS
VRAQRHTDMPKTQKY(QPPSTNKNTKSORRKGSTFEERK

IGF1 (isoforma 2)

MITPTVEMHTMSSSHLEFYLALCLLTFTSSATAGPETLCGAELVDALQFVCGDRGEYEFNEP
TGYGSSSRRAPOTGIVDECCFRSCDLRRLEMYCAPLKPAKSARSVRAQRHTDMPRTOKEY
HLENASRGSAGNENYRM

IGF1 (isoforma 3)

MGEISSLPTQLFECCFCDFLEVEMHETMS SSHLFYLALCLLTFTSSATAGPETLCGAELVD
ALQFVCGDRGFYFNEPTGYGSSSRRAPQTGIVDECCFRSCDLRRLEMY CAPLEFPAKSARS
VRAQRHTDMPKTORYOPPSTHNKNTKSORREGWPKTHPGGEQKEGTEASLOIRGEKKKEORR
EIGSRNAECRGEEGE
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IGF1 (isoforma 4)

MERTK

MGKISSLPTOLFKCCFCDFLEKVEMHTMSSSHLFYLALCLLTFTSSATAGPETLCGAELVD
ALQFVCGDRGFYFNKPTGYGSSSRRAPOTGIVDECCFRSCDLRRLEMYCAPLKPAKSARS
VEAQRHTDMPETORKEVHLENASRG SAGNENYERM

MESGSGGGESPTSLWGLLFLSAALSLWPTSGEICGPGIDIRNDY QQLERLENCTVIEGYLH
ILLISKAEDYRSYRFPKLTVITEYLLLFRVAGLESLGDLFPNLTVIRGWKLFYNYALVIFE
EMTNLEDIGLYNLRNITRGAIRIEKNADLCYLSTVDWSLILDAVSHNNY IVGNKPPKECGD
LCPGTMEEKPMCEETTINNEYNYRCWT TNRCOKMCPSTCGKRACTENNECCHPECLGSCS
APDNDTACVACRHYYYAGVCVPACPPNTYRFEGWRCVDRDFCANILSAESSDSEGFYVIHD
GECMQECPSGFIRNGSOSMYCIPCEGPCPEVCEEEEETETIDSVT SAQMLOGCT IFKGHL
LINIRRGHMNIASELENFMGLIEVVTGYVKIRHSHALYVSLSFLENLRLILGEEQLEGNYSF
YVLDNONLOOLWDWDHRNLT IKAGEMYFAFNPRKLCVSEIYRMEEVTGTRGROSEGDINTR
NNGERASCESDVLHFTSTTTSENRIIITWHRYRPPDYRDLISFTIVYYKEAPFENVTEYDG
ODACGENSWNMYDVDLFPPNKDVEPGILLHGLEPWTOQYAVYVKAVTLTMVENDH IRGAKSE
ILYIRTHNASVESIPLDVLSASNS SSQLIVEWNPPSLPNGNLSY Y IVRWORQPODGYLYRH
NYCSKDKIPIRKYADGTIDIEEVTENPKTEVCGGEKGPCCACPKTEAEKQAEKEEAEYRK
YFENFLHNSIFVPRPERKRRDVMOVANTTMSSRSRNTTAADTYNITDPEELETEYPEFFES
RVDNEKERTVISHNLREFFTLYRIDIHSCNHEAEKLGC SASNFVFARTMPARGADDIPGEVTW
EPRPENSIFLEWPEPENPNGLILMYEIKYGSOVEDQRECY SROEYREYGGAKLNRLNPGH
YTARIQATSLSGNGSWTIDEVEFYVQAKTGYENFIHLI IALFPVAVLLIVGGLYVIMLYVEFHR
KRNNSRLGNGVLYASVNPEYFSAADVYVPDEWEVAREKI TMSRELGOGSFGMVYEGVARG
VVEDEPETRVAIKTVNEAASMRERIEFLNEASYVMEEFNCHAVYVRLLGVVSOGOPTLY IME
LMTRGDLESYLRSLRPEMENNPVLAPPSLSKMIQMAGE IADGMAY LNANKFVHRDLAARI
CMVAEDFTVKIGDFGMTRDIYETDY YRKGGEKGLLPVRWMSPESLEDGVETTY SDVWSFGY
VIWEIATLAEQPYQGLSNEQVLRFVMEGGLLDEPDNCPDMLFELMRMCWOYNPEMRPSFL
EIISSIKEEMEPGFREVSFYYSEENKLPEPEELDLEPENMESYVPLDPSASSSSLPLPDRH
SGHKAENGPGPGVLVLRASFDERQPY AHMNGGRKNERALPLPOSSTC

MGPAPLPLLLGLFLPALWRRAITEAREEAKPYPLFFPGFPFPGSLOTDHTPLLSLFHASGYQ
PALMFSPTOPGRPHTGNVAIPQVTSVESKPLPPLAFKHTVGHIILSEHKGVKFNCSISVE
NIYODTTISWWKDGKELLGAHHAITOFYPDDEVTAIIASFSITSVORSDNGSYICKMKIN
NEEIVSDPIYIEVQGLPHFTEQPE SMNVTRNTAFNLTCOAVGPPEFVNI FWVONSSRVNE
QPERKSPSVLTVPGLTEMAVESCEAHNDKGLTYVSKGYVOINIKAIPSPPTEVSIRNSTAHSI

LISWVPGFDGYSPFRNCSIQVKEADPLSNGSVMIFNTSALPHLYQIKQLOALANYSIGYS
CMNE IGWSAVSPWILASTTEGAP SVAPLNVITVFLNES SDNVDIRWMEPPTEQQDGELVGY
RISHVWOSAGISKELLEEVGONGSRARISVOVHNATCTVRIAAVTRGGVGPFSDPVKIFI
PAHGWVDYAPSSTPAPGNADPVLIIFGCFCGFILIGLILYISLAIRKRVOETKFGHAFTE
EDSELVVNY IAKKSFCRRAIELTLHSLGVSEELONKLEDVVIDRNLLILGKILGEGEFGS
VMEGNLEQEDGTSLEVAVKTMKLDNSSQREIEEFLSEAACMKDEFSHPNVIRLLGYCIEMS
SOGIPKPMVILPFMEYGDLHTYLLY SRLETGPKHIPLOTLLEFMVDIALGMEY LSNRNFEL
HRDLAARMCMLRDDMTVCYVADFGLSKKIYSGDYYROGRIAKMPVEWIAIESLADRVYTSK
SDVWAFGVTMWEIATRGMTPY PGVONHEMY DY LLHGHRLKOQPEDCLDELYEIMY SCWRTD
FLDRPTFSVLRLOLEKLLESLPDVRNQADVIYVNTOLLESSEGLAQGSTLAPLDLNIDED
SITASCTPRAAISVVTAEVHDSKPHEGRY ILNGGSEEWEDLTSAPSAAVTAERNSVLEPGE
RLVRNGVSWSHSSMLPLGSSLPDELLFADDSSEGSEVLM

PTTPNC1 (isoforma a)

MLLEEYRICMPLTVDEYKIGQLYMI SKHSHEQSDRGEGVEVVONEPFEDPHHGHNGOFTEE
RVYLNSKLPSWARAVVPKIFYVTERKAWNYYPYTITEYTCSFLPKFSIHIETKYEDNKGSH
DT IFDNEAKDVEREVCFIDIACDEIPERY YRESEDPEHFESEKTGRGOLREGWRDSHQPT
MCSYRLVTVKFEVWGLOTRVEQFVHKVVRDI LLIGHROQAFAWYDEWY DMTMDEVREFERA
TOEATHNEKIGIFPPAISISSIPLLPSSVRSAPSSAPSTPLSTDAPEFLSVPKDRPREKKSA
PETLTLPDPEKKATLNLPGMHSSDEPCRFPESE
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PITPNC1 (isoforma b)

ABCB9

MLLKEYRICMPLTVDEYKIGQOLYMISKHSHEQSDRGEGVEVVONE PFEDPHHGNGOFTEK
RVYLNSKLPSWARAVVPKIFYVTEKAWNYYPYTI TEYTCSFLPKFSIHIETKYEDNKGSN
DTIFDNEAKDVEREVCFIDIACDEIPERY YKESEDPKEFESEKTGRGOLREGWRDSHOPT
MCSYKLVTVKFEVWGLOTRVEQFVHKVVRDI LLIGHRQAFAWVDEWY DMTMDDVRE YEKN
MHEQTNIKVCNOHSSPVDDIESHAQTST

MRLWKAVVVTLAFMSVDICVTTAIYVFSHLDRSLLEDIRHFNIFDSVLDLWAACLYRSCL
LLGATIGVAKNSALGPRRLRASWLVITLVCLFVGI YAMVELLLFSEVRRPIRDPWFWALF
VATYISLGASFLLWWLLSTVRPGTQALEPGAATEAEGFPGSGRPPPEQASGATLOKLLSY
TKPDVAFLVAASFFLIVAALGETFLPYYTCRAIDGIVIQKSMDOFSTAVVIVCLLAIGSS
FAAGIRGGIFTLIFARLNIRLRNCLFRSLVSQETSFFDENRTGDLISRLTSDTTMVSDLY
SONINVFLRNTVKVIGVVVFMFSLSWOLSLVTFMGFP I IMMVSNIYGKYYKRLSKEVONA
LARASNTAEETISAMKTVRSFANEEEEAEVY LRELOOVYKLNRKEAARYMY YVWGSGLTL
LVVOVSILYYGGHLVISGOMT SGNLIAFI IVEFVLGDCME SVGSVY SGLMOGVGAREKVE
EFIDROPTMVHDGESLAPDHLEGRVDFENVTEFTYRTRPHTQVLONVEFELEPGKVTALVGE
SGSGKSSCVNILENFYPLEGGRVLLDGKPISAYDHKY LHRVI SLVSQEPVLFARSITDNI
SYGLPTVPFEMVVEAAQKANAHGFIMELODGY STETGEKGAQLSGGOKORVAMARALVRN
PPVLILDEATSALDAESEYLIQQAIHGNLOKHTVLIIAHRLSTVEHAHL IVVLDKGRVVO
QGTHQOLLAQGGLYAKLVOROMLGLOPAADFTAGHNE PVANGSHEA

PSAT1 (isoforma 1)

MDAPROVVNFGPGPAKLPHSVLLEIQKELLDYKGVGISVLEMSHRSSDFAKTI INNTENLV
RELLAVPDNYKVIFLOGGGCGOFSAVPLNLIGLKAGRCADYVVTGAWSAKARREAKKEGT
INIVHPKLGSYTKIPDPSTWNLNPDASY VY YCANETVHGVEFDEFIPDVKGAVLYVCDMSEN
FLSKPVDVSKFGVIFAGAQKNVGSAGVTIVVIVRDDLLGFALRECPSVLEYEVQAGNSSLY
NTPPCEFSIYVMGLYVLEWIKNNGGAAAMEKLSSIKSQTIYEIIDNSOGEYVCPVEPQNRSK
MNIFFRIGNAKGDDALEKRFLDKALELNMLSLEGHRSVGGIRASLYNAVTIEDVOKLAAE
MEKFLEMHOL

PSAT1 (isoforma 2)

PYGB

MDAPROVVNEFGPGPAKLPHSVLLEIQKELLDYKGVGISVLEMSHRSSDFAKI INNTENLY
RELLAVPDNYEKVIFLOGGGCGQFSAVPLNLIGLEAGRCADYVVTGAWSAKAREEAKKFGT
INIVHPKLGSYTKIPDPSTWNLNPDASYVYYCANETVHGVEFDE I PDVKGAVLVCDMS SN
FLSKPVDVSKFGVIFAGAQKNVGSAGYTVYV IVRDDLLGFALRECPSVLEYKVOQAGNSSLY
NTPECFSIYVMGLVLEWIKNNGGAAAMEKLSSIKSQTIYEI IDNSQGEYVSVGGIRASLY
NAVTIEDVOKLAAFMKKFLEMHOQL

MAKPLTDSEKREQI SVRGLAGLGDVAEVRESFNRHLHFTLVEDRNVATPRDY FFALAHTV
RDHLVGRWIRTQOHYYERDPERIYYLSLEFYMGRTLONTMVNLGLONACDEAIYOLGLDL
EELEEIEEDAGLGNGGLGRLAACFLDSMATLGLAAYGYGIRYEFGIFNQEIVNGWOVEEA
DDWLRYGHNPWEKARPEYMLEPVHFYGRVEHT PDGVEWLDTOVVLAMPY DTPVPGY KNNTVI
TMRLWSAKAPNDFELODFNVGDY IEAVLDRNLAENI SRVLY PNDNFFEGEELRLEQEYFV
VAATLODI IRRFESSKFGCRDPVRTCFETFPDEVAIQLNDTHPALSIPELMRILVDVEERY
DWDKAWE I TKKTCAYTNHTVLPEALERWPVSMFEKLLPRHLEI IYATNORHLDHVAALEP
GDVDRLRRMSVIEEGDCKRINMARLCVIGSHAVNGVARIHSEIVEQSVFEDFYELEFEKF
ONKTNGITPRRWLLLCNPGLADT IVEKIGEEFLTDLSQLKKLLPLVSDEVFIRDVARKVEQ
ENKLEKFSAFLEKEYRVEINPSSMFDVHVERIHEYKROLLNCLHVVTLYNRIKRDPARKAFV
FRTVMIGGKAAPGYHMAKLI IKLVTSIGDVVHNHDEVVGDRLEVIFLENYRVSLAEKVIFA
ADLSOQISTAGTEASGTGNMKFMLNGALT IGTMDGANVEMAEEAGAENLFIFGLRVEDVE
ALDREGYNAREYYDHLPELKQAVDQISSGFFSPKEPDCFEDIVNMLMHHDRFEVFADYEA
YMOCOAQVDOLY RNPRKEWTKEVIRNIACSGKFSSDRTITEYAREIWGVEPSDLOIPPPNI
PRD

SHMT2 (isoforma 1)
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MLYFSLFWAARRPLORCGOLVRMA IRAQHSNAAQOTOTGEANRGHTGOESLSDSDPEMWELL
OREKDRQCRGLELIASENFCSRAALEALGSCLNNKY SEGYPGKRY YGGAEVVDEIELLCO
RRALEAFDLDPAOWGVNVOPYSGSPANLAVYTALLOPHDRIMGLDLPDGGHELTHGYMSDV
KRISATSIFFESMPYKLNPKTGLIDYNQLALTARLFRPRLI IAGTSAYARLIDYARMREV
CDEVKAHLLADMAHISGLVAARKVIPSPFKHADIVITTTHKTLRGARSGLIFYRKGVKAVD
PKTGREIPYTFEDRINFAVFPSLOGGPHNHA I AAVAVATLKOACTPMFREY SLOVLENARA
MADALLERGYSLVSGGTDNHLVLVDLRPKGLDGARAERVLELVS I TANKNTCPGDRSAIT
PGGLRLGAPALT SROFREDDFRRVVDFIDEGVNIGLEVKSKTAKLQDFKSFLLKDSETSQ
RLANLRORVEQFARAFPMPGFDEH

SHMT2 (isoforma 2)

MLYFSLFWAARPLORCGOLVRMATRAQHSHNAAOTOTGEANRGWTGOESLSDSDPEMWELL
OREKDROCRGLELIASENFCSRAALEALGSCLNNKY SEGY PGKRYYGGAEVVDEIELLCO
RRALEAFDLDPAQWGVNVOPY SGSPANLAVYTALLOPHDR IMGLDLPDGGHLTHGYMSDV
KRISATSIFFESMPYKLNLALTARLFRPRLIIAGTSAYARLIDYARMREVCDEVEAHLLA
DMAHISGLVAARKVIFSPFKHADIVTTTTHKTLRGARSCLIFYRKGVKAVDPKTCREIPYT
FEDRINFAVFPSLOGGPHNHATIAAVAVALKQACTPMFREY SLOVLENARAMADATLERGY
SLVSGETDNHLVLVDLRPKGLDGARAERVLELVSI TANKNTC PGDRSAI TPGGLRLGAPA
LTSROFREDDFRRVVDFIDEGVNIGLEVKSKTAKLODFKSFLLKDSETSQRLANLRORVE
QFARAFPMPGFDEH

SHMT2 (isoforma 3)

MAIRAQHSNAAQTQTGEANRGWIGOESLSDSDPEMWELLQREKDRQCRGLELIASENFCS
RAALEALGSCLNNKYSEGY PGKRYYGGAEVVDEIELLCORRALEAFDLDPAQWGVNVOERY
SGSPANLAVYTALLOPHDRIMGLDLPDGGHLTHGYMSDVKRISATSIFFESMPYKLNPKT
GLIDYNQLALTARLFRPRLIIAGTSAYARLIDYARMREVCDEVKAHLLADMAHISGLVAA
KVIPSPFKHADIVTTTTHKTLRGARSGLIFYRKGVKAVDPKTGREIPYTFEDRINFAVEP
SLOGGPHNHATAAVAVALKQACTPMFRE Y SLOVLKNARAMADALLERGY SLVSGGTDNHEL
VLVDLRPKGLDGARAERVLELVSITANKNTC PGDRSAITPGGLRLGAPALTSROFREDDF
RRVVDFIDEGVNIGLEVKSKTAKLODFKSFLLKDSETSORLANLRORVEQFARAFEMPGF
DEH

MRPPSPLPARWLCVLAGALAWALGPAGGOAARLOEECDYVOMIEVQOHKOQCLEEAQLENET
IGCSEMWDNLTCWPATPRGOVVVLACPLIFELESSIQGRNVSRSCTDEGRNTHLEPGPYPT
ACGLDDEAASLDEQOTMFYGSVRTGY TIGYGLSLATLLYVATAILSLFRELHCTRNY IHMH
LFISFILRAAAVFIKDLALFDSGESDOCSEGSVGCKAAMVEFOYCVMANFFWLLVEGLY L
YTLLAVSFEFSERKYFWGY ILIGWGVPSTFTMVWT IARTHFEDY GCWDT INS SLWWI IKGP
ILTSILVNFILFICIIRILLOKLRPPDIRKSDSSPYSRLARSTLLLIPLFGVHY IMFAFF
PDNFEPEVEMVEELVVGSFOGEFVVAILYCFLNGEVQAELRREWRRWHLOGVLGWNPEYRH
PEGGSNGATCSTOVSMLTRVSPGARRSSSFOAEVSLY

Un agente inhibidor (es decir, inhibidor) o un agente de activacion (es decir, activador) puede ser un acido nucleico,
un polipéptido, un anticuerpo o un compuesto de molécula pequefia. Preferiblemente, es un agente aislado, pero no
una molécula endogena (un microARN) en una célula del sujeto. En un ejemplo, excluye un microARN que es
enddgeno en células humanas, por ejemplo, miR-126, miR206 o/y miR-335. En otro ejemplo, el agente inhibidor o de
activacion funciona a nivel de la transcripcion, Estabilidad de ARNm, traduccion, estabilidad/degradacion de
proteinas, modificacion de proteinas y union a proteinas.

Un acido nucleico se refiere a una molécula de ADN (por ejemplo, pero sin limitarse a, un ADNc o ADN gendémico),
una molécula de ARN (por ejemplo, pero sin limitarse a, un ARNm), o un analogo de ADN o ARN. Un analogo de
ADN o ARN puede sintetizarse a partir de analogos de nucleétidos. La molécula de acido nucleico puede ser
monocatenaria o bicatenaria. Un “acido nucleico aislado” es un acido nucleico cuya estructura no es idéntica a la de
ningun acido nucleico que se produce de manera natural o a la de ningun fragmento de un acido nucleico genémico
que se produce de manera natural. El término cubre por tanto, por ejemplo, (a) un ADN que tiene la secuencia de
parte de una molécula de ADN gendmica que se produce de manera natural pero no esta flanqueada por ambas
secuencias codificantes que flanquean esa parte de la molécula en el genoma del organismo en el que se produce
de manera natural; (b) un acido nucleico incorporado en un vector o en el ADN gendémico de una procariota o
eucariota de tal manera que la molécula resultante no es idéntica a ningun vector o ADN gendmico que se produce
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de manera natural; (c) una molécula independiente tal como un ADNc, un fragmento genémico, un fragmento
producido por una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), o un fragmento de restriccion; y (d) una secuencia de
nucledtidos recombinante que forma parte de un gen hibrido, es decir, un gen que codifica para una proteina de
fusion.

Los términos “ARN”, “molécula de ARN” y “molécula de acido ribonucleico” se usan de manera intercambiable en el
presente documento, y se refieren a un polimero de ribonucledtidos. El término “ADN” o “molécula de ADN” o
molécula de acido desoxirribonucleico” se refiere a un polimero de desoxirribonucleétidos. EI ADN y el ARN pueden
sintetizarse de manera natural (por ejemplo, mediante replicacién de ADN o transcripcion de ADN, respectivamente).
El ARN puede modificarse de manera postraduccional. El ADN y el ARN también pueden sintetizarse quimicamente.
El ADN y el ARN pueden ser monocatenarios (es decir, ARNmc y ADNmc, respectivamente) o multicatenarios (por
ejemplo, bicatenarios, es decir, ARNbc y ADNbc, respectivamente).

La secuencia de acido nucleico puede codificar para un ARN de interferencia pequefio (por ejemplo, un agente de
iARN) que selecciona como diana uno o mas de los genes mencionados anteriormente e inhibe su expresion o
actividad. El término “agente de iARN” se refiere a un ARN, o analogo del mismo, que tiene suficiente
complementariedad de secuencia con un ARN diana para dirigir la interferencia de ARN. Los ejemplos también
incluyen un ADN que puede usarse para producir el ARN. La interferencia de ARN (iARN) se refiere a un proceso
selectivo o especifico de secuencia mediante el cual una molécula diana (por ejemplo, un gen, proteina o ARN
diana) esta regulada por disminucion. Generalmente, un ARN interferente (“ARNi”) es un ARN interferente corto
bicatenario (ARNic), ARN en horquilla corto (ARNhc) o micro-ARN monocatenario (miARN) que da como resultado la
degradacion catalitica de ARNm especificos, y también puede usarse para reducir o inhibir la expresién génica.

El término “ARN interferente corto” o “ARNic” (también conocido como “ARN interferentes pequefios”) se refiere a un
agente de ARN, preferiblemente un agente bicatenario, de aproximadamente 10-50 nucledtidos de longitud,
preferiblemente entre aproximadamente 15-25 nucledtidos de longitud, mas preferiblemente de aproximadamente
17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 o 25 nucledtidos de longitud, teniendo opcionalmente las hebras extremos de
proyeccion que comprenden, por ejemplo 1, 2 o 3 nucleétidos (o analogos de nucledtidos) de proyeccion, que puede
dirigir o mediar en la interferencia de ARN. Se generan ARNic que se producen de manera natural a partir de
moléculas de ARNbc mas largas (por ejemplo, >25 nucleétidos de longitud) por la maquinaria de iARN de una célula
(por ejemplo, Dicer o un homoélogo de la misma).

El término “miARN” o “microARN” se refiere a un agente de ARN, preferiblemente un agente monocatenario, de
aproximadamente 10-50 nucledétidos de longitud, preferiblemente entre aproximadamente 15-25 nucledtidos de
longitud, mas preferiblemente de aproximadamente 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 o 25 nucledtidos de longitud, que
puede dirigir o mediar en la interferencia de ARN. Se generan miARN que se producen de manera natural a partir de
ARN precursores de tallo-bucle (es decir, pre-miARN) por Dicer. El término “Dicer” tal como se usa en el presente
documento, incluye Dicer asi como cualquier ortdlogo u homologo de Dicer que puede procesar estructuras de
ARNbc para dar ARNic, miARN, moléculas similares a ARNic o moléculas similares a miARN. El término microARN
(o “miARN”) se usa de manera intercambiable con el término “ARN temporal pequefio” (o “ARNtp”) basado en el
hecho de que se ha encontrado que se expresan microARN que se producen de manera natural (o “miARN”) de
manera temporal (por ejemplo, durante el desarrollo).

El término “ARNhc”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a un agente de ARN que tiene una
estructura de tallo-bucle, que comprende una primera y una segunda regiones de secuencia complementaria, siendo
suficiente el grado de complementariedad y orientacion de las regiones de tal manera que se produce el
apareamiento de bases entre las regiones, uniéndose las regiones primera y segunda mediante una region de bucle,
resultando el bucle de una ausencia de apareamiento de bases entre nucleétidos (o analogos de nucleétidos) dentro
de la region de bucle.

Por tanto, también dentro del alcance de esta invencion esta la utilizacion de iARN que presenta degradacion de
moléculas de ARN (por ejemplo, dentro de una célula). La degradacion esta catalizada por un complejo enzimatico
de silenciamiento inducido por ARN (RISC). Un agente de ARN que tiene una secuencia suficientemente
complementaria a una secuencia de ARN diana (por ejemplo, uno o mas de los genes mencionados anteriormente)
para dirigir la iARN significa que el agente de ARN tiene una homologia de al menos el 50 %, (por ejemplo, una
homologia del 50 %, el 60 %, el 70 %, el 80 %, el 90 %, el 95 %, el 98 %, el 99 % o el 100 %) con la secuencia de
ARN diana de modo que las dos son suficientemente complementarias entre si como para hibridar y desencadenar
la destruccion del ARN diana por la maquinaria o el proceso de iARN (por ejemplo, el complejo RISC). Un agente de
ARN que tiene una “secuencia suficientemente complementaria a una secuencia de ARN diana para dirigir la iARN”
también significa que el agente de ARN tiene una secuencia suficiente como para desencadenar la inhibicion
traduccional del ARN diana por la maquinaria o el proceso de iARN. Un agente de ARN también puede tener una
secuencia suficientemente complementaria a un ARN diana codificada por la secuencia de ADN diana de tal manera
que la secuencia de ADN diana se silencia de manera cromatica. Dicho de otro modo, el agente de ARN tiene una
secuencia suficiente como para inducir silenciamiento génico transcripcional, por ejemplo, para modular por
disminucion la expresion génica en o cerca de la secuencia de ADN diana, por ejemplo, induciendo cambios
estructurales de la cromatina en o cerca de la secuencia de ADN diana.
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Los polinucleétidos mencionados anteriormente pueden administrarse usando dispositivos de administraciéon de
microparticulas o microcapsulas poliméricas, biodegradables conocidos en la técnica. Otro modo de conseguir la
captacion de los polinucledtidos es usando liposomas, preparados mediante métodos convencionales. El
polinucledtido puede incorporarse solo en estos vehiculos de administracion o incorporarse conjuntamente con
anticuerpos especificos de tejido. Alternativamente, puede prepararse un conjugado molecular que se compone de
un plasmido u otro vector unido a poli-L-lisina mediante fuerzas electrostaticas o covalentes. La poli-L-lisina se une a
un ligando que puede unirse a un receptor en células diana (Cristiano, et al, 1995, J. Mol. Med. 73:479).
Alternativamente, pueden obtenerse dianas especificas de tejido mediante el uso de elementos reguladores de la
transcripcion especificos de tejido que se conocen en la técnica. La administraciéon de ADN desnudo (es decir, sin un
vehiculo de administracion) a un sitio intramuscular, intradérmico o subcutaneo es otro medio de lograr la expresion
in vivo.

Pueden disefarse moléculas de ARNic, miARN y ARNas (ARN antisentido) mediante métodos bien conocidos en la
técnica. Pueden disefarse moléculas de ARNic, miARN y ARNas con homologia suficiente para proporcionar la
especificidad de secuencia requerida para degradar de manera Unica cualquier ARN usando programas conocidos
en la técnica, incluyendo, pero sin limitarse a, los mantenidos en los sitios web de AMBION, Inc. y DHARMACON,
Inc. Los expertos en la técnica pueden realizar de manera rutinaria pruebas sistematicas de varias especies
disefiadas para la optimizacion de la secuencia de ARNic, miARN y ARNas. Las consideraciones cuando se disefian
moléculas de acido nucleico interferente corto incluyen, pero no se limitan a, consideraciones biofisicas,
termodinamicas y estructurales, preferencias de bases en posiciones especificas en la hebra sentido y homologia.
Estas consideraciones se conocen bien en la técnica y proporcionar directrices para el disefio de las moléculas de
ARN mencionadas anteriormente.

En un ejemplo, el polipéptido es un anticuerpo. El término “anticuerpo” se refiere a una molécula de inmunoglobulina
o parte inmunolégicamente activa de la misma, es decir, una parte de unién a antigeno. Los ejemplos incluyen, pero
no se limitan a, una proteina que tiene al menos una o dos, regiones variables de cadena pesada (H) (Vu), y al
menos una o dos regiones variables de cadena ligera (L) (V). Las regiones V4 y V. pueden subdividirse ademas en
regiones de hipervariabilidad, denominadas “regiones determinantes de complementariedad” (“CDR”), intercaladas
con regiones que son mas conservadas, denominadas “regiones de entramado” (FR). Tal como se usa en el
presente documento, el término “inmunoglobulina” se refiere a una proteina que consiste en uno o mas polipéptidos
codificados sustancialmente por genes de inmunoglobulina. Los genes de inmunoglobulina humanos reconocidos
incluyen los genes de region constante kappa, lambda, alfa (IgA1 e IgA2), gamma (IgG1, 19G2, IgG3 e IgG4), delta,
épsilon y mu, asi como los multiples genes de region variable de inmunoglobulina.

El término “parte de union a antigeno” de un anticuerpo (o “parte de anticuerpo”) se refiere a uno o mas fragmentos
de un anticuerpo que conservan la capacidad de unirse especificamente a un antigeno (por ejemplo, IGFBP2, IGF1,
IGF1R, MERTK, PITPNC1, ABCB9, PSAT1, PYGB, SHMT2 o VIPR). Se ha mostrado que la funcién de unién a
antigeno de un anticuerpo puede realizarse por fragmentos de un anticuerpo de longitud completa. Los ejemplos de
fragmentos de unién englobados dentro del término “parte de unién a antigeno” de un anticuerpo incluyen (i) un
fragmento Fab, un fragmento monovalente que consiste en los dominios Vi, Vi, CL y Chuy; (ii) un fragmento F(ab’),,
un fragmento bivalente que comprende dos fragmentos Fab unidos por un puente disulfuro en la region bisagra; (iii)
un fragmento Fd que consiste en los Vi dominios y Chs; (iv) un fragmento Fv que consiste en los dominios Vi y Vy
de un solo brazo de un anticuerpo, (v) un fragmento dAb (Ward et al., (1989) Nature 341:544-546), que consiste en
un dominio Vy; y (vi) una region determinante de la complementariedad (CDR) aislada. Ademas, aunque los dos
dominios del fragmento Fv, V| y Vy, estan codificados por genes independientes, pueden unirse, usando métodos
recombinantes, mediante un ligador sintético que les permite constituirse como una sola cadena de proteina en la
que las regiones V| y V4 se aparean para formar moléculas monovalentes (conocidas como Fv de cadena sencilla
(scFv); véase, por ejemplo, Bird et al. (1988) Science 242:423-426; y Huston et al. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
85:5879-5883). También se pretende que tales anticuerpos de cadena sencilla estén englobados dentro del término
“parte de uniéon a antigeno” de un anticuerpo. Estos fragmentos de anticuerpo se obtienen usando técnicas
convencionales conocidas por los expertos en la técnica, y se examinan los fragmentos para determinar su utilidad
de la misma manera que se hace con anticuerpos intactos.

Pueden producirse anticuerpos que se unen especificamente a una de las proteinas diana mencionadas
anteriormente usando métodos conocidos en la técnica. Este anticuerpo puede ser un anticuerpo policlonal o uno
monoclonal. Los ejemplos de tales anticuerpos incluyen los descritos en los ejemplos de trabajo a continuacion. En
un ejemplo, el anticuerpo puede producirse de manera recombinante, por ejemplo, producirse mediante
presentacion en fago o mediante métodos combinatorios. En otro ejemplo, el anticuerpo es un anticuerpo
completamente humano (por ejemplo, un anticuerpo producido en un ratén que se ha modificado por ingenieria
genética para producir un anticuerpo a partir de una secuencia de inmunoglobulina humana), un anticuerpo
humanizado o un anticuerpo no humano, por ejemplo, pero sin limitarse a, un anticuerpo de roedor (ratén o rata),
cabra, primate (por ejemplo, pero sin limitarse a, mono), conejo o camello. Los ejemplos de métodos para generar
una version humanizada de anticuerpos incluyen, pero no se limitan a, injerto de CDR (Queen et al., patente
estadounidense n.° 5,585,089; Riechmann ef al, Nature 332:323 (1988)), intercambio de cadenas (patente
estadounidense n.° 5,565,332); y revestimiento o remodelado de la superficie (documentos EP 592.106; EP
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519.596); Padlan, Molecular Immunology 28(415):489-498 (1991); Studnicka ef al., Protein Engineering 7(6):805-814
(1994); Roguska. et al., PNAS 91:969-973 (1994)). Los ejemplos de métodos para generar anticuerpos
completamente humanos incluyen, pero no se limitan a, la generacion de anticuerpos a partir de ratones que pueden
expresar genes de inmunoglobulina humanos y el uso de la tecnologia de presentacion en fago para generar y
examinar bibliotecas de genes de inmunoglobulina humanos.

Un “anticuerpo aislado” pretende referirse a un anticuerpo que esta sustancialmente libre de otros anticuerpos que
tienen diferentes especificidades antigénicas (por ejemplo, un anticuerpo aislado que se une especificamente a
IGFBP2, IGF1, IGF1R, MERTK, PITPNC1, ABCB9, PSAT1, PYGB, SHMT2 o VIPR esta sustancialmente libre de
anticuerpos que se unen especificamente a antigenos distintos de tal antigeno). Sin embargo, un anticuerpo aislado
que se une especificamente al antigeno puede tener reactividad cruzada con otros antigenos, tales como moléculas
de IGFBP2, IGF1, IGF1R, MERTK, PITPNC1, ABCB9, PSAT1, PYGB, SHMT2 o VIPR de otras especies. Ademas,
un anticuerpo aislado puede estar sustancialmente libre de otro material celular y/o productos quimicos.

Los términos “anticuerpo monoclonal” o “composicién de anticuerpo monoclonal” tal como se usa en el presente
documento se refieren a una preparacion de moléculas de anticuerpo de composicién molecular sencilla. Una
composicion de anticuerpo monoclonal presenta una Unica afinidad y especificidad de unién para un epitopo
particular.

El término “anticuerpo humano”, tal como se usa en el presente documento, pretende incluir anticuerpos que tienen
regiones variables en las que tanto las regiones de entramado como las CDR se derivan de secuencias de
inmunoglobulina de linea germinal humana. Ademas, si el anticuerpo contiene una region constante, la region
constante también se deriva de secuencias de inmunoglobulina de linea germinal humana. Los anticuerpos
humanos de la invencion pueden incluir residuos de aminoacido no codificados por secuencias de inmunoglobulina
de linea germinal humana (por ejemplo, mutaciones introducidas mediante mutagénesis al azar o especifica de sitio
in vitro o mediante mutacidon somatica in vivo). Sin embargo, el término “anticuerpo humano”, tal como se usa en el
presente documento, no pretende incluir anticuerpos en los que se han injertado secuencias CDR derivadas de la
linea germinal de otra especie de mamifero, tal como un ratén, sobre secuencias de entramado humanas.

El término “anticuerpo monoclonal humano” se refiere a anticuerpos que presentan una Unica afinidad de unién que
tienen regiones variables en las que tanto las regiones de entramado como las CDR se derivan de secuencias de
inmunoglobulina de linea germinal humana. En un ejemplo, los anticuerpos monoclonales humanos los produce un
hibridoma que incluye una célula B obtenida a partir de un animal no humano transgénico, por ejemplo, un ratén
transgénico, que tiene un genoma que comprende un transgén de cadena pesada humana y un transgén de cadena
ligera fusionados a una célula inmortalizada.

El término “anticuerpo humano recombinante”, tal como se usa en el presente documento, incluye todos los
anticuerpos humanos que se preparan, expresan, crean o aislan mediante medios recombinantes, tales como (a)
anticuerpos aislados de un animal (por ejemplo, un ratén) que es transgénico o transcromosémico para genes de
inmunoglobulina humanos o un hibridoma preparado a partir de los mismos (descrito adicionalmente a continuacion),
(b) anticuerpos aislados de una célula huésped transformada para expresar el anticuerpo humano, por ejemplo, a
partir de un transfectoma, (c) anticuerpos aislados de una biblioteca combinatoria de anticuerpos humanos
recombinantes y (d) anticuerpos preparados, expresados, creados o aislados mediante cualquier otros medio que
implique el corte y empalme de secuencias de genes de inmunoglobulina humanos a otras secuencias de ADN.
Tales anticuerpos humanos recombinantes tienen regiones variables en las que las regiones de entramado y CDR
se derivan de secuencias de inmunoglobulina de linea germinal humana. En determinados ejemplos, sin embargo,
tales anticuerpos humanos recombinantes pueden someterse a mutagénesis in vitro (o, cuando se usa un animal
transgénico para secuencias de Ig humanas, mutagénesis somatica in vivo) y por tanto las secuencias de
aminoacidos de las regiones Vy y V. de los anticuerpos recombinantes son secuencias que, aunque se derivan de 'y
estan relacionadas con secuencias de Vy y Vi de linea germinal humana, pueden no existir de manera natural
dentro del repertorio de linea germinal de anticuerpos humanos in vivo.

Tal como se usa en el presente documento, “isotipo” se refiere a la clase de anticuerpo (por ejemplo, IgM o IgG1)
que esta codificada por los genes de region constante de cadena pesada.

Las expresiones “un anticuerpo que reconoce un antigeno” y “un anticuerpo especifico para un antigeno” se usan de
manera intercambiable en el presente documento con el término “un anticuerpo que se une a especificamente a un
antigeno”.

Tal como se usa en el presente documento, el término “alta afinidad” por un anticuerpo contra IgG se refiere a un
anticuerpo que tiene una Kp de 107 M o menos, preferiblemente 10 M o menos, mas preferiblemente 10° M o
menos e incluso mas preferiblemente 10-'© M o menos para un antigeno diana. Sin embargo, la union de “alta
afinidad” puede variar para otros isotipos de anticuerpo. Por ejemplo, la unioén de “alta afinidad” para un isotipo IgM
se refiere a un anticuerpo que tiene una Kp de 107 M o menos, mas preferiblemente 108 M o menos.

En un ejemplo, se describe una composicion que comprende un anticuerpo monoclonal que neutraliza la funcion de
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IGFBP2 inhibiendo la unidon de IGFBP2 a IGF1. En un ejemplo, este anticuerpo puede ser un anticuerpo
completamente humano, un anticuerpo humanizado o un anticuerpo no humano, por ejemplo, pero sin limitarse a, un
anticuerpo de roedor (ratén o rata), cabra, primate (por ejemplo, pero sin limitarse a, mono), conejo o camello. En un
ejemplo, pueden sustituirse uno o mas aminoacidos de este anticuerpo monoclonal con el fin de alterar sus
propiedades fisicas. Estas propiedades incluyen, pero no se limitan a, especificidad de unioén, afinidad de unién,
inmunogenicidad e isotipo de anticuerpo. Pueden usarse composiciones farmacéuticas que contienen versiones
completamente humanas o humanizadas de los anticuerpos descritos anteriormente para tratar trastornos de
angiogénesis patologica.

En un ejemplo, una composicion que comprende un anticuerpo neutralizante de IGFBP2 que inhibe que se una IGF1
a IGFBP2 inhibe la evolucion tumoral de cancer de mama y la carga tumoral in vivo. En este ejemplo, la
administracion del anticuerpo descrito anteriormente redujo la carga tumoral de cancer de mama humano in vivo en
un modelo de ratén de cancer humano.

Pueden usarse composiciones farmacéuticas que contienen versiones completamente humanas o humanizadas de
los anticuerpos descritos anteriormente para inhibir metastasis de cancer de mama en pacientes humanos
inhibiendo el reclutamiento endotelial por células metastasicas. En otro ejemplo, pueden usarse composiciones
farmacéuticas que contienen versiones completamente humanas o humanizadas de estos anticuerpos para tratar
otros tipos de tumores vasculares. Los tumores vascularizados tipicos que pueden tratarse con esta composicion
incluyen tumores sélidos, particularmente carcinomas, que requieren una componente vascular para la provision de
oxigeno y nutrientes. Los tumores sélidos a modo de ejemplo incluyen, pero no se limitan a, carcinomas de pulmon,
mama, 0seo, de ovario, estbmago, pancreas, laringe, esofago, testiculos, higado, parotideo, de vias biliares, colon,
recto, cuello uterino, utero, endometrio, rifidn, vejiga, prostata, tiroides, carcinomas de células escamosas,
adenocarcinomas, carcinomas de células pequefias, melanomas, gliomas, glioblastomas, neuroblastomas, sarcoma
de Kaposi y sarcomas.

En otro ejemplo, el polipéptido es una forma mutante de la proteina mencionada anteriormente, que interfiere en la
ruta mencionada anteriormente y, por tanto, inhibe la angiogénesis y el reclutamiento endotelial. El término “mutante”
engloba mutantes que se producen de manera natural y mutantes creados quimicamente y/o usando técnicas de
ADN recombinantes. Un mutante de uno de los péptidos de tipo natural mencionados anteriormente puede deberse
a la alteracion, por ejemplo, truncamiento, elongacion, sustitucion, delecion o inserciéon, de uno o mas aminoacidos.
La alteracion también puede tener un aminoacido modificado, tal como uno que comprende una modificacion
postraduccional. La actividad proangiogénica de un mutante, si la hay, es sustancialmente menor que la actividad
del polipéptido de tipo natural en al menos aproximadamente el 20 % (por ejemplo, el 30 %, el 40 %, el 50 %, el
60 %, el 70 %, el 80 %, el 90 % o el 100 %) tal como se mide usando un ensayo descrito en el presente documento
o conocido en la técnica. Un ejemplo es un polipéptido que tiene el dominio extracelular de IGF1-R, pero que carece
el dominio intracelular. Compitiendo por IGF-1, este mutante puede inhibir la ruta mencionada anteriormente y la
actividad proangiogénica de manera dominante negativa.

Las composiciones de aminoacidos de los anticuerpos o polipéptidos mencionados anteriormente pueden variar con
o sin perturbar la capacidad (por ejemplo, afinidad) para unirse a las dianas o los antigenos respectivos, y
desencadenar o inhibir la respuesta celular respectiva. Por ejemplo, pueden contener una o mas sustituciones de
aminoacido conservativas. Una “sustitucion de aminoacido conservativa” es una en la que el residuo de aminoacido
se reemplaza por un residuo de aminoacido que tiene una cadena lateral similar. En la técnica se han definido
familias de residuos de aminoacido que tienen cadenas laterales similares. Estas familias incluyen aminoacidos con
cadenas laterales basicas (por ejemplo, lisina, arginina, histidina), cadenas laterales acidas (por ejemplo, acido
aspartico, acido glutamico), cadenas laterales polares no cargadas (por ejemplo, glicina, asparagina, glutamina,
serina, treonina, tirosina, cisteina), cadenas laterales apolares (por ejemplo, alanina, valina, leucina, isoleucina,
prolina, fenilalanina, metionina, triptéfano), cadenas laterales con ramificacion B (por ejemplo, treonina, valina,
isoleucina) y cadenas laterales aromaticas (por ejemplo, tirosina, fenilalanina, triptéfano, histidina). Por tanto, un
residuo de aminoacido no esencial predicho en, por ejemplo, SEQ ID NO: 9 o 10 puede reemplazarse por otro
residuo de aminoacido de la misma familia de cadenas laterales. Alternativamente, pueden introducirse mutaciones
al azar a lo largo de la totalidad o parte de las secuencias, tal como mediante mutagénesis de saturacion, y los
mutantes resultantes pueden examinarse para determinar la capacidad para unirse al antigeno respectivo y
desencadenar la respuesta celular respectiva para identificar mutantes que conservan la actividad.

Composiciones

En el presente documento se proporciona una composicion que contiene un portador adecuado y uno o mas de los
agentes descritos anteriormente. La composicion puede ser una composicién farmacéutica que contiene un portador
farmacéuticamente aceptable, una composicién dietética que contiene un portador dietéticamente aceptable
adecuado, o una composicidon cosmética que contiene un portador cosméticamente aceptable.

El término “composicion farmacéutica” se refiere a la combinacion de un agente activo con un portador, inerte o

activo, haciendo que la composicion sea especialmente adecuada para uso diagnéstico o terapéutico in vivo o ex
vivo. Un “portador farmacéuticamente aceptable”, después de administrarse a o sobre un sujeto, no provoca efectos
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fisiolégicos adversos. El portador en la composicion farmacéutica debe ser “aceptable” también en el sentido de que
sea compatible con el principio activo y pueda estabilizarlo. Pueden usarse uno o mas agentes solubilizantes como
portadores farmacéuticos para la administracion de un compuesto activo. Los ejemplos de un portador
farmacéuticamente aceptable incluyen, pero no se limitan a, vehiculos, adyuvantes, aditivos y diluyentes
biocompatibles para obtener una composicion que puede usarse como forma de dosificacion. Los ejemplos de otros
portadores incluyen 6xido de silicio coloidal, estearato de magnesio, celulosa, laurilsulfato de sodio y amarillo D&C
n.° 10.

La composicion descrita anteriormente, en cualquiera de las formas descritas anteriormente, puede usarse para
tratar trastornos caracterizados por angiogénesis patolégica. Una cantidad eficaz se refiere a la cantidad de un
compuesto/agente activo que se requiere para conferir un efecto terapéutico en un sujeto tratado. Las dosis eficaces
variaran, tal como reconocen los expertos en la técnica, dependiendo de los tipos de enfermedades tratadas, via de
administracion, uso de excipientes y la posibilidad de uso conjunto de otro tratamiento terapéutico.

Una composicion farmacéutica como se describe en el presente documento puede administrarse por via parenteral,
por via oral, por via nasal, por via rectal, de manera tépica o por via bucal. El término “parenteral” tal como se usa en
el presente documento se refiere a inyeccidon subcutanea, intracutanea, intravenosa, intramuscular, intraarticular,
intraarterial, intrasinovial, intraesternal, intratecal, intralesional o intracraneal, asi como cualquier técnica de infusién
adecuada.

Una composicion inyectable estéril puede ser una disolucién o suspension en un diluyente o disolvente no téxico
aceptable por via parenteral. Tales disoluciones incluyen, pero no se limitan a, disolucién en 1,3-butanodiol, manitol,
agua, solucion de Ringer y disolucion isoténica de cloruro de sodio. Ademas, de manera convencional se emplean
aceites fijos como disolvente o medio de suspension (por ejemplo, mono o diglicéridos sintéticos). Los acidos
grasos, tales como, pero sin limitarse a, acido oleico y sus derivados de glicérido, son utiles en la preparacion de
productos inyectables, como lo son los aceites naturales farmacéuticamente aceptables, tales como, pero sin
limitarse a, aceite de oliva o aceite de ricino, versiones polioxietiladas de los mismos. Estas disoluciones o
suspensiones en aceite también pueden contener un diluyente o dispersante de alcohol de cadena larga tal como,
pero sin limitarse a, carboximetilcelulosa, o agentes de dispersion similares. También pueden usarse con el fin de
formulacién otros tensioactivos usados habitualmente, tales como, pero sin limitarse a, Tween o Span u otros
agentes emulsionantes o potenciadores de la biodisponibilidad similares, que se usan habitualmente en la
fabricacion de formas de dosificacion farmacéuticamente aceptables sélidas, liquidas u otras.

Una composiciéon para administracién oral puede ser cualquier forma de dosificaciéon aceptable por via oral
incluyendo capsulas, comprimidos, emulsiones y suspensiones, dispersiones y disoluciones acuosas. En el caso de
los comprimidos, los portadores usados habitualmente incluyen, pero no se limitan a, lactosa y almidén de maiz.
Normalmente se afiaden agentes lubricantes, tales como, pero sin limitarse a, estearato de magnesio. Para la
administracion oral en forma de capsula, los diluyentes utiles incluyen, pero no se limitan a, lactosa y almidén de
maiz desecado. Cuando se administran suspensiones o emulsiones acuosas por via oral, el principio activo puede
suspenderse o disolverse en una fase de aceite combinada con agentes emulsionantes o de suspensién. Si se
desea, pueden afiadirse determinados agentes edulcorantes, aromatizantes o colorantes.

Pueden formularse composiciones farmacéuticas para administracion tépica segun la invencion descrita como
disoluciones, pomadas, cremas, suspensiones, lociones, polvos, pastas, geles, pulverizaciones, aerosoles o aceites.
Alternativamente, las formulaciones tépicas pueden estar en forma de parches o apdsitos impregnados con
principio(s) activo(s), que pueden comprender opcionalmente uno o mas excipientes o diluyentes. En algunos
ejemplos, las formulaciones tépicas incluyen un material que aumentaran la absorcion o penetracion del/de los
principio(s) activo(s) a través de la piel u otras zonas afectadas. La composicion tépica es util para tratar trastornos
en la piel, tal como melanoma y determinados trastornos inflamatorios.

Una composicion tdpica contiene una cantidad segura y eficaz de un portador dermatolégicamente aceptable
adecuado para la aplicacién a la piel. Una composiciéon o un componente “cosméticamente aceptable” o
“dermatolégicamente aceptable” se refiere a una composicion o un componente que es adecuado para su uso en
contacto con la piel humana sin excesiva toxicidad, incompatibilidad, inestabilidad, respuesta alérgica, y similares. El
portador permite que se administren un agente activo y componente opcional a la piel a una(s)
concentracién/concentraciones apropiada(s). Por tanto, el portador puede actuar como diluyente, dispersante,
disolvente, o similar para garantizar que los materiales activos se aplican a y se distribuyen uniformemente por la
diana seleccionada a una concentracion apropiada. El portador puede ser sélido, semisélido o liquido. El portador
puede estar en forma de una locion, una crema o un gel, en particular uno que tiene un limite de elasticidad o
consistencia suficiente para impedir que sedimenten los materiales activos. El portador puede ser inerte o presentar
beneficios dermatolégicos. También debe ser fisica y quimicamente compatible con los componentes activos
descritos en el presente documento, y no deben afectar indebidamente la estabilidad, eficacia u otros beneficios de
uso asociados con la composicion.

Métodos de tratamiento
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La presente descripcion proporciona métodos para tratar en un sujeto un trastorno angiogénico o un trastorno de la
angiogénesis.

Los términos “trastorno angiogénico”, “trastorno de la angiogénesis” y “trastorno de la angiogénesis” se usan de
manera intercambiable en el presente documento, y se refieren a un trastorno caracterizado por angiogénesis
patolégica. Un trastorno caracterizado por angiogénesis patoldgica se refiere a un trastorno en el que angiogénesis
andmala o aberrante, sola o en combinacion con otros, contribuye a la causalidad, el origen o sintoma del trastorno.
Los ejemplos de este trastorno incluyen diversos canceres (por ejemplo, tumores vascularizados), trastornos
oculares, trastornos inflamatorios, y otros.

Los tumores vascularizados tipicos que pueden tratarse con el método incluyen tumores sélidos, particularmente
carcinomas, que requieren una componente vascular para la provision de oxigeno y nutrientes. Los tumores sdlidos
a modo de ejemplo incluyen, pero no se limitan a, carcinomas de pulmén, mama, 6seo, de ovario, estdmago,
pancreas, laringe, esofago, testiculos, higado, parotideo, de vias biliares, colon, recto, cuello uterino, utero,
endometrio, rifién, vejiga, prostata, tiroides, carcinomas de células escamosas, adenocarcinomas, carcinomas de
células pequefias, melanomas, gliomas, glioblastomas, neuroblastomas, sarcoma de Kaposi y sarcomas.

También pueden tratarse varios trastornos o estados, distintos de cancer, con el método descrito anteriormente. Los
ejemplos incluyen artritis, artritis reumatoide, psoriasis, aterosclerosis, retinopatia diabética, degeneracion macular
asociada con la edad, enfermedad de Graves, reestenosis vascular (incluyendo reestenosis tras angioplastia),
malformaciones arteriovenosas (MAV), meningioma, hemangioma, glaucoma neovascular, enfermedad renal
croénica, nefropatia diabética, enfermedad renal poliquistica, enfermedad pulmonar intersticial, hipertension
pulmonar, enfermedad pulmonar obstructiva créonica (EPOC), enfisema, hepatitis autoinmunitaria, enfermedad
hepatica inflamatoria crénica, cirrosis hepatica, linfoma cutaneo de células T, rosacea y carcinoma de células
basales.

Otras dianas de tratamiento incluyen las descritas en, por ejemplo, las solicitudes estadounidenses 2009004297,
20090175791 y 20070161553, tales como angiofibroma, placas ateroscleréticas, neovascularizacion de injerto
corneal, articulaciones hemofilicas, cicatrices hipertréficas, sindrome de Osler-Weber, granuloma pidgeno,
fibroplasia retrolenticular, esclerodermia, tracoma, adhesiones vasculares, sinovitis, dermatitis, otras diversas
enfermedades y trastornos inflamatorios y endometriosis.

Un “sujeto” se refiere a un ser humano y un animal no humano. Los ejemplos de un animal no humano incluyen
todos los vertebrados, por ejemplo, mamiferos, tales como mamiferos no humanos, primates no humanos
(particularmente primates superiores), perros, roedores (por ejemplo, ratones o ratas), cobayas, gatos y conejos, y
animales no mamiferos, tales como aves, anfibios, reptiles, etc. En una realizacion, el sujeto es un ser humano. En
otra realizacion, el sujeto es un animal de experimentacion o animal adecuado como modelo de enfermedad. Puede
identificarse un sujeto que ha de tratarse para un trastorno mediante técnicas de diagndstico convencionales para el
trastorno.

Opcionalmente, el sujeto puede examinarse para detectar una mutacion, un nivel de expresion o nivel de actividad
de uno o mas de las proteinas o los genes mencionados anteriormente mediante métodos conocidos en la técnica o
descritos anteriormente antes del tratamiento. Si el sujeto tiene una mutacion particular en el gen, o si el nivel de
actividad o expresion génica es, por ejemplo, mayor en una muestra del sujeto que el de una muestra de una
persona normal, el sujeto es un candidato para el tratamiento.

Para confirmar la inhibicion o el tratamiento, puede evaluarse y/o verificar la inhibicion de la angiogénesis o el
reclutamiento endotelial resultante usando una tecnologia conocida en la técnica antes y/o después de la etapa de
administracion. Las tecnologias a modo de ejemplo incluyen angiografia o arteriografia, una técnica de obtencion de
imagenes médicas usadas para visualizar el interior de, o la luz, de vasos sanguineos y érganos del cuerpo, puede
realizarse generalmente inyectando un agente de contraste radiopaco en el vaso sanguineo y obteniendo imagenes
usando técnicas basadas en rayos X tales como fluoroscopia.

“Tratar” o “tratamiento” se refiere a la administracion de un compuesto o agente a un sujeto que tiene un trastorno
con el fin de curar, aliviar, paliar, remediar, retrasar la aparicion de, prevenir o mejorar el trastorno, el sintoma del
trastorno, el estado patoldgico secundario al trastorno o la predisposicién al trastorno.

Una “cantidad eficaz” o “cantidad terapéuticamente eficaz” se refiere a una cantidad del compuesto o agente que
puede producir un resultado deseable a nivel médico en un sujeto tratado. El método de tratamiento puede
realizarse in vivo o ex vivo, solo o junto con otros farmacos o terapias. Puede administrarse una cantidad
terapéuticamente eficaz en una o mas administraciones, aplicaciones o dosificaciones y no pretende limitarse a una
formulacién o via de administracion particular.

El agente puede administrarse in vivo o ex vivo, solo o coadministrarse junto con otros farmacos o terapias, es decir,

una terapia de céctel. Tal como se usa en el presente documento, el término “coadministracién” o “coadministrarse”
se refiere a la administracion de al menos dos agente(s) o terapias a un sujeto. Por ejemplo, en el tratamiento de
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tumores, particularmente tumores vascularizados, malignos, los agentes pueden usarse solos o en combinacién con,
por ejemplo, agentes quimioterapicos, radioterapicos, apoptopicos, antiangiogénicos y/o inmunotoxinas o
coaguligandos.

En algunos ejemplos, la coadministracion de dos o mas agentes/terapias es concurrente. En otros ejemplos, un
primer agente/terapia se administra antes del segundo agente/terapia. Los expertos en la técnica entienden que las
formulaciones y/o vias de administracion de los diversos agentes/terapias usados pueden variar.

En un enfoque in vivo, se administra un compuesto o agente a un sujeto. Generalmente, el compuesto se suspende
en un portador farmacéuticamente aceptable (tal como, por ejemplo, pero sin limitarse a, solucion salina fisioldgica) y
se administra por via oral o mediante infusion intravenosa, o inyectarse o implantarse por via subcutanea, por via
intramuscular, por via intratecal, por via intraperitoneal, por via intrarrectal, por via intravaginal, por via intranasal,
por via intragastrica, por via intratraqueal o por via intrapulmonar.

La dosificacion requerida depende de la eleccion de la via de administracién; la naturaleza de la formulacion; la
naturaleza de la enfermedad del paciente; la talla, el peso, el area superficial, la edad y el sexo del sujeto; otros
farmacos que se administren; y el criterio del médico encargado. Las dosificaciones adecuadas se encuentran en el
intervalo de 0,01-100 mg/kg. Se esperan variaciones en la dosificacion necesaria en vista de la variedad de
compuestos disponibles y las diferentes eficacias de diversas vias de administracion. Por ejemplo, se esperaria que
la administracion oral requiera mayores dosificaciones que la administracion mediante inyeccién i.v. Pueden
ajustarse variaciones en estos niveles de dosificacion usando rutinas empiricas convencionales para la optimizacion
tal como se entiende bien en la técnica. La encapsulacién del compuesto en un vehiculo de administracion
adecuado (por ejemplo, microparticulas poliméricas o dispositivos implantables) puede aumentar la eficacia de
administracion, particularmente para la administracién oral.

Diagnéstico

La presente descripcion también proporciona kits y métodos de diagnostico. Puede diagnosticarse a un sujeto que
tiene células cancerosas o células propensas a la tumorigénesis basandose en la expresion o actividad de uno o
mas de los genes o polipéptidos descritos anteriormente en una muestra de prueba del sujeto. El polipéptido y los
acidos nucleicos pueden usarse como marcadores para indicar la presencia o ausencia de una célula cancerosa o
célula propensa a la tumorigénesis. Los ensayos de diagndstico y prondstico de la invencion descrita incluyen
métodos para evaluar el nivel de expresion del polipéptido o acido nucleico.

Puede evaluarse la presencia, el nivel o la ausencia del polipéptido o acido nucleico en una muestra de prueba
obteniendo una muestra de prueba de un sujeto de prueba y poniendo en contacto la muestra de prueba con un
compuesto o un agente que puede detectar el polipéptido o acido nucleico (por ejemplo, sonda de ARNm, sonda de
ADNc gendémico o sonda de ADNc). La “muestra de prueba” puede incluir tejidos, células y liquidos biolégicos
aislados de un sujeto, asi como tejidos, células y liquidos presentes dentro de un sujeto. El nivel de expresion del
gen puede medirse de varias maneras, incluyendo, pero sin limitarse a, medir el ARNm codificado por el gen; medir
la cantidad de polipéptido codificado por el gen; o medir la actividad de polipéptido codificado por el gen.

El nivel de ARNm correspondiente al gen en una célula puede determinarse tanto mediante formatos in situ como
mediante formatos in vitro. Puede usarse ARN mensajero aislado de una muestra de prueba en ensayos de
hibridacion o amplificacion que incluyen, pero no se limitan a, andlisis de transferencia de tipo Southern o Northern,
analisis de PCR vy alineamientos de sondas. Por ejemplo, un método de diagnostico para la deteccion de niveles de
ARNm implica poner en contacto el ARNm aislado con una sonda de acido nucleico que puede hibridar con el
ARNm codificado por el gen. La sonda puede ser un acido nucleico de longitud completa, o una parte del mismo, tal
como un oligonucleétido de al menos 10 nucledtidos de longitud y suficiente para hibridar especificamente en
condiciones rigurosas con ARNm o ADN gendmico.

En un formato, se inmoviliza ARNm (o ADNc preparado a partir del mismo) sobre una superficie y se pone en
contacto con las sondas, por ejemplo, haciendo correr el ARNm aislado sobre un gel de agarosa y transfiriendo el
ARNm del gel a una membrana, tal como nitrocelulosa. En otro formato, se inmovilizan las sondas sobre una
superficie y se pone en contacto el ARNm (o ADNc) con las sondas, por ejemplo, en un alineamiento de chips de
gen. Un experto en la técnica puede adaptar métodos de deteccion de ARNm conocidos para detectar el nivel de
ARNm.

Puede evaluarse el nivel de ARNm (o ADNc preparado a partir del mismo) en una muestra codificado por uno o mas
de los genes mencionados anteriormente con acido nucleico amplificacion, por ejemplo, mediante PCR convencional
(patente estadounidense n.° 4.683.202), RT-PCR (Bustin S. J Mol Endocrinol. 25:169-93, 2000), PCR cuantitativa
(Ong Y. et al., Hematology. 7:59-67, 2002), real time PCR (Ginzinger D. Exp Hematol. 30:503-12, 2002), y PCR in
situ (Thaker V. Methods Mol Biol. 115:379-402, 1999), o cualquier otro método de amplificacion de acidos nucleicos,
seguido por la deteccion de las moléculas amplificadas usando técnicas conocidas en la técnica. Tal como se usa en
el presente documento, los “cebadores de amplificacion” se definen que son un par de moléculas de acido nucleico
que pueden aparearse a regiones en 5 o 3’ de un gen (hebras positiva y negativa, respectivamente, o viceversa) y
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contienen una region corta entremedias. En condiciones apropiadas y con reactivos apropiados, tales cebadores
permiten la amplificacién de una molécula de acido nucleico que tiene la secuencia de nucleétidos flanqueada por
los cebadores.

Para métodos in situ, puede prepararse una muestra de células o tejido e inmovilizarse sobre un soporte, tal como,
pero sin limitarse a, un portaobjetos de vidrio, y luego ponerse en contacto con una sonda que puede hibridar con
ADN genémico en cromosomas o ARNm que codifica para el polipéptido correspondiente.

En otra realizacion, los métodos de la invencion descrita incluyen ademas poner en contacto una muestra de control
con un compuesto o agente que puede detectar ARNm, o ADN gendmico, y comparar la presencia de ARNm o ADN
gendmico en la muestra de control con la presencia de ARNm o ADN gendmico en la muestra de prueba.

Los métodos de diagndstico basados en acidos nucleicos descritos anteriormente pueden proporcionar informacion
cualitativa y cuantitativa para determinar si un sujeto tiene o esta predispuesto a una enfermedad asociada con la
expresion génica aberrante y angiogénesis aberrante, por ejemplo, canceres.

Puede usarse una variedad de métodos para determinar el nivel de uno o mas de los polipéptidos mencionados
anteriormente. En general, estos métodos incluyen poner un contacto un agente que se une selectivamente al
polipéptido, tal como un anticuerpo, para evaluar el nivel de polipéptido en una muestra. Los anticuerpos pueden ser
policlonales o monoclonales. También puede usarse un anticuerpo intacto, o un fragmento del mismo (por ejemplo,
Fab o F(ab’)z). En otra realizacion, el anticuerpo porta un marcador detectable. El término “marcado”, con respecto a
la sonda o el anticuerpo, pretende englobar el marcaje directo de la sonda o el anticuerpo uniendo fisicamente una
sustancia detectable a la sonda o al anticuerpo, asi como el marcaje indirecto de la sonda o el anticuerpo mediante
reactividad con una sustancia detectable. Por ejemplo, un anticuerpo con una regiéon Fc de conejo puede marcarse
indirectamente usando un segundo anticuerpo dirigido contra la region Fc de conejo, en donde el segundo
anticuerpo se acopla a una sustancia detectable. Se proporcionan ejemplos de sustancias detectables en el
presente documento. Las sustancias o los marcadores detectables apropiados incluyen, pero no se limitan a,
radioisotopos (por ejemplo, pero sin limitarse a, 291, 137, 383, 3H o 32P), enzimas (por ejemplo, pero sin limitarse a,
fosfatasa alcalina, peroxidasa del rabano, luciferasa o B-galactosidasa), restos o proteinas fluorescentes (por
ejemplo, pero sin limitarse a, fluoresceina, rodamina, ficoeritrina, GFP o BFP), o restos luminiscentes (por ejemplo,
pero sin limitarse a, nanoparticulas Qdot™ de Quantum Dot Corporation, Palo Alto, CA).

Los métodos de deteccion pueden usarse para detectar uno o mas de los polipéptidos mencionados anteriormente
en una muestra bioldgica in vitro asi como in vivo. Las técnicas in vitro para la deteccion del polipéptido incluyen
analisis mediante ELISA, inmunoprecipitaciones, inmunofluorescencia, EIA, RIA y de inmunotransferencia de tipo
Western. Las técnicas in vivo para la deteccion del polipéptido incluyen introducir en un sujeto un anticuerpo
marcado. Por ejemplo, el anticuerpo puede marcarse con una sustancia detectable tal como se describid
anteriormente. La presencia y ubicacion de la sustancia detectable en un sujeto puede detectarse mediante técnicas
de obtencion de imagenes convencionales.

Los métodos de diagndstico descritos en el presente documento pueden identificar sujetos que tienen, o corren el
riesgo de desarrollar, una enfermedad o un trastorno asociado con la expresion o actividad aberrante de uno o mas
de los polipéptidos mencionados anteriormente. Tal como se describe en el presente documento, los ejemplos de
una enfermedad o un trastorno de este tipo incluyen los descritos anteriormente.

Los ensayos de prondstico descritos en el presente documento pueden usarse para determinar si es adecuado
administrar a un sujeto un agente (por ejemplo, un agonista, antagonista, peptidomimético, una proteina, un péptido,
acido nucleico, una molécula pequefia u otro candidato a farmaco) para tratar un trastorno, tal como cancer. Por
ejemplo, tales ensayos pueden usarse para determinar si puede administrarse a un sujeto un farmaco citotoxico para
tratar el trastorno.

La informacion obtenida de la practica de los ensayos anteriores es util en el prondstico, la identificacion de la
evolucion de y la gestion clinica de enfermedades y otros estados perjudiciales que afectan al estado de salud de un
individuo. En algunos ejemplos, los ensayos de diagnostico anteriores proporcionan informacion util en el prondstico,
la identificacion de la evolucién de y la gestion clinica de tumores malignos (canceres) que se caracterizan por una
angiogénesis patoldégica andmala. La informacién ayuda mas especificamente al médico clinico en el disefio de
regimenes quimioterapicos u otros regimenes de tratamiento para erradicar tales tumores malignos del cuerpo de un
mamifero aquejado, por ejemplo, un ser humano.

EJEMPLO 1: Métodos y materiales

Este ejemplo describe métodos y materiales generales usados en los ejemplos 2-8.
Cultivo celular

Todas las lineas celulares se propagaron tal como se describe en Tavazoie, S. F. et al.,, Nature 451 (7175), 147
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(2008). Se cultivaron células 293T con medios DMEM complementados con FBS al 10 %; se cultivaron células H29
con medios DMEM complementados con FBS al 10 %, doxiciclina 20 pug/ml, puromicina 2 pg/mly G418 0,3 mg/ml; y
se cultivaron células HUVEC con medios EGM-2 (CC-3162, Lonza, Basilea, Suiza). Las lineas celulares de cancer
de mama MDA-MB-231 y CN34 y sus derivados metastasicos LM2, BoM2 y Lmla se describen en Minn, A. J. et al,,
Nature 436 (7050), 518 (2005).

Estudios con animales

Todo el trabajo con animales se realizd segun un protocolo aprobado por el Institutional Animal Care and Use
Committee (IACUC) en la Universidad Rockefeller. Se usaron ratones NOD/SCID hembra ratones de edades
coincidentes (6-8 semanas de edad) tanto para ensayos de inicio de tumor en el paniculo adiposo mamario
ortotopico (Minn, A. J. et al., Nature 436 (7050), 518 (2005) como para ensayos de metastasis de pulmon (Tavazoie,
S. F. et al., Nature 451 (7175), 147 (2008)). Se usaron ratones atimicos hembra de edades coincidentes de ocho
semanas de edad para ensayos de metastasis sistémica (Kang, Y. et al., Cancer Cell 3 (6), 537 (2003) y Yin, J. J. et
al., J Clin Invest 103 (2), 197 (1999)).

Se obtuvo expresion de miR-126 inducible clonando pre-miR-126 en el vector pTripz que contenia tet-ON (Thermo
Scientific, Huntsville, AL). En el dia 3, se afiadié doxiciclina 2 mg/ml (Sigma Aldrich) al agua potable que contenia
sacarosa al 5 %. Se dio a los ratones de control agua potable con sacarosa al 5 %.

Generacion de Lentivirus, Retrovirus, silenciamiento y células de sobreexpresion

Para la generacion de lentivirus, se sembraron 1x10° células 293T sobre una placa de 10 cm y se incubaron durante
24 h. Entonces se cotransfectaron doce microgramos de vector K (Gag/Pol), 6 ug de vector A (Env) y 12 ug del
plasmido de ARNhc apropiado en las células 293T usando 40 pl de reactivo de transfeccion TRANSIT®-293 (MIR
2700, MIRUS BIO LLC, Madison, WI). Tras 16 h, se reemplazaron los medios por DMEM libre de antibioticos recién
preparado complementado con FBS al 10 %. Tras otras 24 h, se recogio el virus centrifugando durante 5 min a 1.500
g antes de filtrarse a través de un filtro de 0,45 um. Para la generacion de retrovirus, se sembraron células H29
sobre una placa de 10 cm y se dejaron crecer hasta una confluencia del 90 %. Entonces se transfectaron diez
microgramos del plasmido apropiado en las células H29 usando 60 pl de reactivo de transfeccion
LIPOFECTAMINE™ 2000 (11668-019, INVITROGEN por LIFE TECHNOLOGIES, Carlsbad, CA). Tras 16 h, se
reemplazaron los medios por DMEM libre de antibiéticos recién preparado complementado con FBS al 10 %. Tras
otras 48 h, se recogi6 el virus centrifugando durante 5 min a 1.500 g y se filtré a través de un filtro de 0,45 um. Se
usaron dos mililitros del virus apropiado para transducir 50K células cancerosas en presencia de 10 pg/ml de
polibreno (TR-1003-G, MILLIPORE, Billerica, A). Tras 24 h, se cambiaron los medios a DMEM complementado con
FBS al 10 % y puromicina 2 ug/ml (lentivirus) o blasticidina 10 ug/ml para la seleccion. Tras otras 72 h, se lavaron las
células y se dejaron crecer en D10F y se sometieron a prueba para determinar el silenciamiento del gen de interés
mediante gPCR.

Reclutamiento endotelial

Se sembraron células cancerosas (25.000) en placas de 24 pocillos aproximadamente 24 h antes del comienzo del
ensayo de reclutamiento. Se privaron de suero células HUVEC en medios EGM-2 complementados con FBS al
0,2 % durante 24 horas. Entonces se marcaron las células HUVEC con colorante CELLTRACKER Red CMTPX
(C34552, INVITROGEN) durante 45 min y se rescataron en medios EGM-2 complementados con FBS al 2 %
durante 30 min. Mientras, se lavaron las células cancerosas con PBS y 1 ml de FBS al 0,2 % y se afiadieron medios
EGM-2 a cada pocillo. Se equipd cada pocillo con un inserto HTS FLUROBLOCK de 3,0 um (351151, BD FALCON,
San Jose, CA). Para los experimentos con anticuerpos, se afadié entonces la concentracion apropiada de cada
anticuerpo a cada pocillo: anticuerpo anti-IGFBP2 50 ng/ml (AF674, R&D SYSTEMS, Minneapolis, MN), anticuerpo
anti-IGF-1 20 pg/ml (AF-291-NA, R&D SYSTEMS), anticuerpo anti-IGF-2 40 ug/ml (MAB292, R&D SYSTEMS),
anticuerpo anti-IGF1R 20 pg/ml (MAB391, R&D SYSTEMS), anticuerpo anti-IGF2R 5 pg/ml (AF2447, R&D
SYSTEMS) y anticuerpo anti-IgG (AB-108-C, R&D SYSTEMS). Para los ensayos de reclutamiento endotelial que
requieren pre-incubaciéon con anticuerpos, se incubaron entonces o bien células HUVEC o bien células cancerosas
con anticuerpo anti-IGF1R 20 ug/ml o anticuerpo contra IgG de control durante 1 h y se lavaron una vez PBS.
Entonces se privaron de suero las células HUVEC durante 1 h antes de resuspenderse en EGM-2 con FBS al 0,2 %
en 100 K HUVEC por ml. Entonces se afiadio la resuspension (0,5 ml) a cada inserto FLUOROBLOCK y se dej6 que
el ensayo de reclutamiento continuara durante 16 h. Tras la finalizacion del ensayo, se fijaron las piezas de insercion
FLUOROBLOCK con paraformaldehido al 4 % durante 15 min y se montaron en portaobjetos con medios de
montaje VECTASHIELD (H-1000, VECTOR LABORATORIES, Burlingame, CA). Se tomaron tres imagenes de cada
inserto y se analizaron las imagenes usando IMAGEJ (NIH).

Ensayo de quimiotaxia

Se dej6 que Matrigel (250 ul, BD BIOSCIENCES, n.° 356231) que contenia cantidades dadas de albumina sérica
bovina (A2153, Sigma Aldrich), rhiIGFBP2 (674-B2, R&D SYSTEMS), rhGas6 (885-GS, R&D SYSTEMS), anticuerpo
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anti-IGF1R (MAB391, R&D SYSTEMS) y MerFc (891-MR-100, R&D SYSTEMS) solidificara en el fondo de una placa
de 24 pocillos durante 30 min antes de que se afiadieran 250 ul de medios HUVEC que contenian FBS al 0,2 %.
Entonces se coloco un inserto HTS Fluroblock de 3,0 um (351151, BD Falcon) en cada pocillo. Se marcaron las
células HUVEC con colorante CellTracker Red CMTPX (C34552, Invitrogen) antes de resuspender 300 K HUVEC
por ml de EGM-2 con FBS al 0,2 %. Entonces se afiadieron 0,5 ml de la resuspension a cada inserto Fluoroblock y
se dejo que el ensayo continuara durante 20 h. Entonces se fijaron las piezas de insercién durante 15 min en
paraformaldehido al 4 % y se montaron en portaobjetos con medios de montaje VectaShield (H-1000, Vector
Laboratories). Entonces se tomaron imagenes de 5 campos del lado basal de cada inserto y se analizaron las
imagenes usando ImagedJ (NIH).

Ensayo de migracién

Se hicieron crecer células HUVEC hasta una confluencia del 90 % y de estimularon en las concentraciones dadas de
albumina sérica bovina (Sigma Aldrich, n.° A2153), rhIGFBP2 (674-B2, R&D SYSTEMS) y anticuerpo anti-IGF1R
(MAB391, R&D SYSTEMS) en medios HUVEC que contenian FBS al 0,2 % durante 40 min a 37°C. Entonces se
sometieron las células a tripsinizacion y se afiadieron y 50 K células a piezas de insercion HTS Fluroblock (351151,
BD Falcon). Tras 24 horas a 37°C con el 5 % de CO», se retiraron las piezas de insercion, se escindié la membrana
y se fij6é en paraformaldehido al 4 %. Se visualizaron las células HUVEC que habian migrado al lado basal de la
membrana con DAPI y se contaron en 5 campos por membrana usando Image J (NIH).

Adhesion endotelial

Se sembraron células HUVEC en una placa de 6 cm y se dejaron crecer hasta la confluencia. Se privaron de suero
células cancerosas en medios DMEM complementados con FBS al 0,2 % durante 30 min, se marcaron con
colorante CELLTRACKER Green CMFDA (C7025, Invitrogen) durante 45 min y se incubaron en medios DMEM
complementados con FBS al 10 % durante 30 min. Entonces se sometieron las células cancerosas a tripsinizacion y
se resuspendieron en FBS al 10 %/DMEM hasta 10 K células/ml. Entonces se afiadieron cinco mililitros de la
resuspension a cada placa de HUVEC y se incubd la placa a 37°C durante 10 min. Entonces se lavaron las placas
suavemente con PBS y se fijaron con paraformaldehido al 4 % durante 15 min. Entonces se trat6é cada placa con 1
ml de PBS y se tomaron 6 imagenes de cada placa. Entonces se cuantific6 el nimero de células cancerosas
adherentes a las células HUVEC usando IMAGEJ.

Proliferaciéon endotelial

Se sembraron células cancerosas (1x10°) en una placa de 10 cm y se dejaron crecer durante 24 h. Entonces se
lavaron suavemente las células cancerosas con PBS y se afiadieron medios EGM-2 complementados con FBS al
2 % a cada placa. Se recogieron los medios EGM-2 acondicionados tras 24 h. Se sembraron células HUVEC (25 K)
por triplicado en una placa de 6 pocillos y se dejaron crecer durante 16 h. Entonces se lavaron suavemente las
células HUVEC con PBS y se afadieron 3 ml de medios EGM-2 acondicionados a cada pocillo. Tras 48 h, se
reemplazaron los medios acondicionados por otros 3 ml de medios acondicionados. Tras otras 48 h, se sometieron
las células a tripsinizacion y se contaron usando un hemocitometro.

Ensayo de formacién de tubos

Se realizd un ensayo de formacion de tubos segun el protocolo del fabricante (354149, BD BIOCOAT™
ANGIOGENESIS SYSTEM - Endothelial Cell Tube Formation). Brevemente, se privaron de suero células HUVEC en
Medios EGM-2 complementados con FBS al 0,2 % durante 24 horas. Entonces se marcaron las células HUVEC con
colorante CELLTRACKER Red CMTPX (C34552, INVITROGEN) durante 45 min y se trataron posteriormente en
medios EGM-2 complementados con FBS al 2 % durante 30 min. Mientras, se incubd la placa de ensayo de
formacioén de tubos, que estaba en un formato de 96 pocillos, a 37°C durante 30 min. Se sometieron las células
cancerosas Y las células HUVEC a tripsinizacion y se resuspendieron a 400 K/ml y 800 K/ml, respectivamente en
medios EGM-2 complementados con FBS al 2 %. Entonces se mezclaron las suspensiones de células cancerosas y
células HUVEC a una razon 1:1 y se sembraron 50 pl de cada mezcla en cada pocillo de la placa de ensayo de
formacioén de tubos. Se incubd la placa de ensayo a 37°C durante 16 h. Se tomaron imagenes de cada pocillo y se
procesaron las imagenes usando el software de analisis METAMORPH (MOLECULAR DEVICES, Inc.) para obtener
el numero de puntos de ramificacion por imagen.

Analisis de expresion de miARN y expresion de ARNm

Se extrajo el ARN total de diversas lineas celulares usando el kit MIRVANA (AM1560, APPLIED BIOSYSTEMS,
Austin, TX). Se uso6 el ensayo de microARN TAQMAN (4427975-0002228, APPLIED BIOSYSTEMS) para cuantificar
los niveles de expresion de miARN maduro tal como se describe en Tavazoie, S. F. et al., Nature 451 (7175), 147
(2008). Para la cuantificacion del ARNm, se sometieron a transcripcion inversa 400 ng del ARN total usando el kit de
sintesis de primera cadena de ADNc (18080-051, INVITROGEN). Entonces se mezclaron aproximadamente 4 ng del
ADNCc resultante con el reactivo SYBR green PCR MASTER MIX (4309155, APPLIED BIOSYSTEMS) y cebadores
apropiados (tabla 1). Se obtuvieron datos de expresion de ARNm cuantitativos usando un sistema de PCR en tiempo
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real ABI PRISM 7900HT (APPLIED BIOSYSTEMS). Se us6 Smad4 como control endégeno para normalizacion. Se
realizé analisis de expresion de canceres de mama humanos en diversos estadios de enfermedad usando los
paneles 2 y 3 de cancer de mama en serie mediante qPCR ISSUESCAN (BCRT102 & BCRT103, ORIGENE,
Rockville, MD).

Tabla 1. Cebadores de gPCR con SYBR green

Gen Directo Inverso

ABCB9 GACCTTCACCTACCGCACTC CACAGGAGCTCTTCCCACTG
BEX2 GCCCCGAAAGTAGGAAGC CTCCATTACTCCTGGGCCTAT
BGLAP GGCGCTACCTGTATCAATGG TCAGCCAACTCGTCACAGTC
CA12 CCAAGGCTACAATCTGTCTGC GGGCAGGTTCAGCTTCACT
GDF15 CCGGATACTCACGCCAGA AGAGATACGCAGGTGCAGGT
GEM GACAGCATGGACAGCGACT AACCATCAGGGTTCGTTCAT
IGFBP2 CCAAGAAGCTGCGACCAC GGGATGTGCAGGGAGTAGAG
ITGB4 TCAGCCTCTCTGGGACCTT TATCCACACGGACACACTCC
KIAAQ746 GTTGTCTGTGCAGATGTACGC TAGCAGGGCCAGGTTAAAAA
KLF4 GCCGCTCCATTACCAAGA TCTTCCCCTCTTTGGCTTG
MARS AACAACCTGGGCAACTTCAT ACCATCTCAGGCACATAGCC
MERTK GGAGACAGGACCAAAGC GGGCAATATCCACCATGAAC
PADI4 AAGTGCAAGCTGACCATCTG GCCGATCTCCATTTCATCC
PHGDH TGGTGGAAAAGCAGAACCTT AACAATAAGGCCTTCACAGTCC
PITPNC1 GCGCTACTACAAAGAATCTGAGG GAGCACATGATAGGCTGATGAC
PSAT1 TCTTGTGCGGGAATTGCTA AAGGGGACAGCACTGAACTG
PYGB TCCAGGGTCCTGTATCCAAA CCACGAAGTACTCCTGCTTCA
RGC32 TGCTGATCTTGACAAAACTTTAGC GCAGGTCCTCGGAACTTTCT
SHMT2 GAGGGAGAAGGACAGGCAGT CTCGGCTGCAGAAGTTCTCT
SMAD4 TGGCCCAGGATCAGTAGGT CATCAACACCAATTCCAGCA
THBD AATTGGGAGCTTGGGAATG TGAGGACCTGATTAAGGCTAGG
TNFSF4 GTATCCTCGAATTCAAAGTATCAAAGT CTGAGTTGTTCTGCACCTTCA
VIPR1 CTGTCCCCTCATCTTCAAGC CAGCTGCGGCTTACATTG

Prediccién de diana de miR-126

Se identificaron posibles dianas de miR-126 usando 3 conjuntos de perfiles de microalineamiento: células LM2
control en relacion con células LM2 que sobreexpresan miR-126 (GSE n.° 23905) y 2 alineamientos por duplicado de
células MDA y LM2 (GSE n.° 23904 y Minn, A. J. et al., Nature 436 (7050), 518 (2005). Con estos alineamientos, se
usaron los siguientes criterios para identificar posibles genes diana de miR-126: (1) Genes regulados por
disminucion mas de 1,6 veces con la sobreexpresion de miR-126 en células LM2 y (2) genes regulados por
incremento mas de 1,4 veces en uno de los dos alineamientos de LM2 frente a MDA. Posteriormente se verificaron
todas las posibles dianas mediante qPCR.

Ensayo de indicador de luciferasa

Se realizd en ensayo de indicador de luciferasa tal como se describe en Tavazoie, S. F. et al., Nature 451 (7175),
147 (2008). Brevemente, se clonaron 3'UTR y CDS de longitud completa de ABCB9, IGFBP2, MERTK, PITPNC1,
PSAT1, PYGB, SHMT2 y VIPR1 en el vector de indicador de luciferasa dual psiCheck2 (C8021, PROMEGA,
Madison, WI). A continuacién, se enumeran las secuencias de las CDS y las 3'UTR.

CDS de ABCB9
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ATGCGGCTGCTGGAAGGCGGTGGTGGTGACTTTGGCCTTCATGAGTGTGGACATCTGCGTGACCACG
GCCATCTATGTCTTCAGCCACCTGGACCGCAGCCTCCTGGAGGACATCCGCCACTTCAACATCTTT
GACTCGGTGCTGGATCTCTGGGCAGCCTGCCTGTACCGCAGCTGCCTGCTGCTGGGAGCCACCATT
GGTGTGGCCAAGAACAGTGCGCTGGGGCCCCGGLGGCTGCGGECCTCGTGGCTGGTCATCACCCTC
GTGTGCCTCTTCGTGGGCATCTATGCCATGGTGAAGCTGCTGCTCTTCTCAGAGGTGCGCAGGCCC
ATCCGGGACCCCTGGTTTTGGGCCCTGTTCGTGTGGACGTACATTTCACTCGGCGCATCCTTCCTG
CTCTGGTGGCTGCTGTCCACCGTGCGGCCAGGCACCCAGGCCCTGGAGCCAGGGGCGGCCACCGAG
GCTGAGGGCTTCCCTGGGAGCGGCCGECCACCECCCGAGCAGGCETCTGGGGCCACGCTGCAGAAG
CTGCTCTCCTACACCAAGCCCGACGTGGCCTTCCTCGTGGCCGCCTCCTTCTTCCTCATCGTGGCA
GCTCTGGGAGAGACCTTCCTGCCCTACTACACGEGCCGCGCCATTGATGGCATCGTCATCCAGRARR
AGCATGGATCAGTTCAGCACGGCTGTCGTCATCGTGTGCCTGCTGGCCATTGGCAGCTCATTTGCC
GCAGGTATTCGGGGCGGCATTTTTACCCTCATATTTGCCAGACTGARCATTCGCCTTCGARACTGET
CTCTTCCGCTCACTGGTGTCCCAGGAGACAAGCTTCTTTGATGAGAACCGCACAGGGGACCTCATC
TCCCGCCTGACCTCGGACACCACCATGGTCAGCGACCTGGTCTCCCAGAACATCAATGTCTTCCTG
CGGAACACAGTCAAGGTCACGGGCETGGTGETCTTCATGTTCAGCCTCTCATGGCAGCTCTCCTTG
GTCACCTTCATGGGCTTCCCCATCATCATGATGGTGTCCAACATCTACGGCAAGTACTACAAGAGG
CTCTCCARAGAGGTCCAGAATGCCCTGGCCAGAGCGAGCAACACGGCGGAGGAGACCATCAGTGCC
ATGAAGACTGTCCGGAGCTTCGCCARATGAGGAGGAGGAGGCAGAGGTGTACCTGCGGAAGCTGCAG
CAGGTGTACAAGCTGAACAGGAAGGAGGCAGCTGCCTACATGTACTACGTCTGGGGCAGCGGGCTC
ACACTGCTGGTGGETCCAGGTCAGCATCCTCTACTACGGGGGCCACCTTGTCATCTCAGGCCAGATG
ACCAGCGGCAACCTCATCGCCTTCATCATCTACGAGTTTGTCCTGGGAGATTGTATGGAGTCCGTG
GGCTCCGTCTACAGTGGCCTGATGCAGGGAGTGEGGGCTGCTGAGAAGGTGTTCGAGTTCATCGAC
CGGCAGCCGACCATGGTGCACGATGGCAGCTTGGCCCCCGACCACCTGGAGGGCCGGGTGGACTTT
GAGAATGTGACCTTCACCTACCGCACTCGGCCCCACACCCAGGTCCTGCAGAATGTCTCCTTCAGC
CTGTCCCCCGGCARAGGTGACGHCCCTGGTGEGEECCCTCEGECAGTGGGAAGAGCTCCTGTGTCAAC
ATCCTGGAGARCTTCTACCCCCTGGAGGGGGGCCGGETGCTGCTCGACGGCARAGCCCATCAGCGCT
TACGACCACAAGTACTTGCACCGTGTGATCTCCCTGGTGAGCCAGGAGCCCGTGCTGTTCGCCCGT
TCCATCACGGATARCATCTCCTACGGCCTGCCCACTGTGCCTTTCGAGATGGTGGTGGAGGCCGCA
CAGAAGGCCAATGCCCACGGCTTCATCATGGARCTCCAGGACGGC TACAGCACAGAGACAGGGGAG
AAGGGCGCCCAGCTGTCAGGTGGCCAGAAGCAGCGGETGGCCATGGCCCGGGCTCTGGTGCGGAAC
CCCCCAGTCCTCATCCTGGATGAAGCCACCAGCGCTTTGGATGCCGAGAGCGAGTATCTGATCCAG
CAGGCCATCCATGGCAACCTGCAGAAGCACACGGTACTCATCATCGCGCACCGGCTGAGCACCGTG
GAGCACGCGCACCTCATTGTGGTGCTGGACAAGGGCCGCGTAGTGCAGCAGGGCACCCACCAGCAG
CTGCTGGCCCAGGGCGGCCTCTACGCCAAGCTEETGCAGCGGCAGATGCTGGGGCTTCAGCCCGCC
GCAGACTTCACAGCTGGCCACAACGAGCCTGTAGCCAACGGCAGTCACAAGGCCTGA

3'UTR de ABCB9

TGGGGGGCCCCTGCTTCTCCCGGTGGGGCAGAGGACCCGGTGCCTGCCTGGCAGATGTGCCCACGG
AGGCCCCCAGCTGCCCTCCGAGCCCAGGCCTGCAGCACTGAAAGACGACCTGCCATGTCCCATGGA
TCACCGCTTCCTGCATCTTGCCCCTGGTCCCTGCCCCATTCCCAGGGCACTCCTTACCCCTGCTGE
CCTGAGCCAACGCCTTCACGGACCTCCCTAGCCTCCTAAGCAAAGGTAGAGCTGCCTTTTTAAACC
TAGGTCTTACCAGGGTTTTTACTGTTTGGTTTGAGGCACCCCAGTCAACTCCTAGATTTCAAAAAC
CTTTTTCTAATTGGGAGTAATGGCGGGCACTTTCACCAAGATGTTCTAGAAACTTCTGAGCCAGGA
GTGAATGGCCCTTCCTTAGTAGCCTGGGGGATGTCCAGAGACTAGGCCTCTCCCCTTTACCCCTCC
AGAGAAGGGGCTTCCCTGTCCCGGAGGGAGACACGGGGAACGGGATTTTCCGTCTCTCCCTCTTGC
CAGCTCTGTGAGTCTGGCCAGGGCGGGTAGGGAGCGTGGAGGGCATCTGTCTGCCATCGCCCGLTG
CCAATCTAAGCCAGTCTCACTGTGAACCACACGAAACCTCAACTGGGGGAGTGAGGGGCTGGCCAG
GTCTGGAGGGGCCTCAGGGGTGCCCCCAGCCCGGCACCCAGCGCTTTCGCCCCTCGTCCACCCACC
CCTGGCTGGCAGCCTCCCTCCCCACACCCGCCCCTGTGCTCTGCTGTCTGGAGGCCACGTGGATGT
TCATGAGATGCATTCTCTTCTGTCTTTGGTGGATGGGATGGTGGCAAAGCCCAGGATCTGGCTTTG
CCAGAGGTTGCAACATGTTGAGAGAACCCGGTCAATAAAGTGTACTACCTCTTACCCCTAA
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CDS de IGFBP2

ATGCTGCCGAGAGTGGECTGCCCCGCGUTGCCGUTGCCGCCGCCECCGCTECTGCCGUTGUTGCTG
CTGCTACTGGGCGCGAGTGGCGECEECGECEGEGCGCGCGCGGAGGTGCTGTTCCGCTGCCCGCCC
TGCACACCCGAGCGCCTGECCGLCTGCGGECCCCCHCCEETTGCGCCHCCCECCGCGETGGCCGECA
GTGGCCGGAGGCGCCCGCATGCCATGCGCGGAGCTCGTCCGGGAGCCGGGC TGCGGCTGCTGCTCG
GTGTGCGCCCGELTEGAGGGCGAGGCETGCGGCGTCTACACCCCGCGCTGCGGCCAGGGGCTGCGT
TGCTATCCCCACCCGGGCTCCGAGCTGCCCCTGCAGGCGCTGGTCATGGGCGAGGGCACTTGTGAG
ARGCGCCGGGACGCCGAGTATGGCGCCAGCCCGGAGCAGGT TGCAGACAATGGCGATGACCACTCA
GAAGGAGGCCTGETGGAGAACCACGTGGACAGCACCATGAACATGTTGGGCGGGGGAGGCAGTGCT
GGCCGGAAGCCCCTCAAGTCGGGTATGAAGGAGCTGGCCGTGT TCCGGGAGAAGGTCACTGAGCAG
CACCGGCAGATGGGCAAGGGTGGCAAGCATCACCTTGGCCTGGAGGAGCCCARAGAAGCTGCGACCA
CCCCCTGCCAGGACTCCCTGCCAACAGGARACTGGACCAGGTCCTGGAGCGGATCTCCACCATGCGC
CTTCCGGATGAGCGGGGCCCTCTGGAGCACCTCTACTCCCTGCACATCCCCAACTGTGACAAGCAT
GGCCTGTACARACCTCAAACAGTGCAAGATGTCTCTGAACGGGCAGCGTGGGGAGTGCTGGTGTGTG
ARCCCCAACACCGGGAAGCTGATCCAGGGAGCCCCCACCATCCGGGEGGACCCCGAGTGTCATCTC
TTCTACAATGAGCAGCAGGAGGCTCGCGGGETGCACACCCAGCGGATGCAGTAG

3'UTR de IGFBP2

ACCGCAGCCAGCCELTGCCTGECECCCCTGCCCCCCGCCCCTCTCCAARCACCGGCAGAARMCGGA
GAGTGCTTGGGTGGTGGGTGCTGCAGGATTTTCCAGTTCTGACACACGTATTTATATTTGGAAAGA
GACCAGCACCGAGCTCGGECACCTCCCCGGCCTCTCTCTTCCCAGC TGCAGATGCCACACCTGCTCC
TTCTTGCTTTCCCCGGGEGEAGGARAGGLGETTGTGGETCEGGGAGCTGGEETACAGGTTTGGGGAGGG
GGAAGAGARATTTTTATTTTTGAACCCCTGTGTCCCTTTTGCATAAGATTAAAGGAAGGAAANGTA
A

CDS de MERTK

ATGGEGECCHECCCCGCTECCECTECTGCTEGECCTCTTCCTCCCCGUGCTCTGGCGTAGAGCTATC
ACTGAGGCARAGGGAAGAAGCCAAGCCTTACCCGCTATTCCCGGGACCTTTTCCAGGGAGCCTGCAR
ACTGACCACACACCGCTGTTATCCCTTCCTCACGCCAGTGGETACCAGCCTGCCTTGATGTTTTCA
CCAACCCAGCCTGGAAGACCACATACAGGARACGTAGCCATTCCCCAGGTGACCTCTGTCGAATCA
ARGCCCCTACCGCCTCTTGCCTTCAAACACACAGTTGGACACATAATACTTTCTGAACATAAAGGT
GTCAAATTTAATTGCTCAATCAGTGTACCTAATATATACCAGGACACCACAATTTCTTGGTGGAAR
GATGGGARAGGAATTGCTTGGGGCACATCATGCAATTACACAGTTTTATCCAGATGATGAAGTTACA
GCAATAATCGCTTCCTTCAGCATAACCAGTGTGCAGCGTTCAGACARTGGGTCGTATATCTGTARG
ATGAAAATAARCAATGAAGAGATCGTGTCTGATCCCATCTACATCGAAGTACAAGGACTTCCTCAC
TTTACTAAGCAGCCTGAGAGCATGAATGTCACCAGARACACAGCCTTCAACCTCACCTGTCAGGCT
GTGGEGCCCGCCTGAGCCCGTCARCATTTTCTGGGTTCARARCAGTAGCCGTGTTAACGAACAGCCT
GARARATCCCCCTCCGTGCTAACTGTTCCAGGCCTGACGGAGATGGCGGTCTTCAGTTGTGAGGCC
CACAATGACAAAGGGCTGACCGTGTCCAAGGGAGTGCAGATCARCATCAAAGCAATTCCCTCCCCA
CCAACTGAAGTCAGCATCCGTARCAGCACTGCACACAGCATTCTGATCTCCTGGGTTCCTGGTTTT
GATGGATACTCCCCGTTCAGGAATTGCAGCATTCAGGTCAAGGRAAGCTGATCCGCTGAGTAATGGC
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TCAGTCATGATTTTTAACACCTCTGCCTTACCACATCTGTACCAAATCAAGCAGCTGCAAGCCCTG
GCTAATTACAGCATTGGTGTTTCCTGCATGAATGAAATAGGCTGGTCTGCAGTGAGCCCTTGGATT
CTAGCCAGCACGACTGAAGGAGCCCCATCAGTAGCACCTTTARATGTCACTGTGTTTCTGAATGAR
TCTAGTGATAATGTGGACATCAGATGGATGAAGCCTCCGACTAAGCAGCAGGATGGAGRACTGETG
GGCTACCGGATATCCCACGTGTGGCAGAGTGCAGGGATTTCCARARGAGCTCTTGGAGGARGT TGGC
CAGARTGGCAGCCGAGCTCGGATCTCTGTTCAAGTCCACAATGCTACGTGCACAGTGAGGATTGCA
GCCGTCACCAGAGGGGGAGT TGGGCCCTTCAGTGATCCAGTGAARATATTTATCCCTGCACACGGT
TGGGTAGATTATGCCCCCTCTTCARCTCCGGCGCCTGGCAACGCAGATCCTGTGCTCATCATCTTT
GECTGCTTTTGTGGATTTATTTTGATTGGGTTGATTTTATACATCTCCTTGGCCATCAGAARAAGA
GTCCAGGAGACAAAGTTTGGGAATGCATTCACAGAGGAGGATTCTGAATTAGTGGTGAATTATATA
GCAARGAAATCCTTCTGTCGGCGAGCCATTGAACTTACCTTACATAGCTTGGGAGTCAGTGAGGAR
CTACAARATARACTAGAAGATGTTGTGATTGACAGGAATCTTCTAATTCTTGGAARARTTCTGGGT
GAAGGAGAGTTTGGGTCTGTAATGGAAGGARATCTTAAGCAGGAAGATGGGACCTCTCTGARAAGTG
GCAGTGAAGACCATGAAGTTGGACAACTCTTCACAGCGGGAGATCGAGGAGTTTCTCAGTGAGGCA
GCGTGCATGARAGACTTCAGCCACCCAAATGTCATTCGACTTCTAGGTGTGTGTATAGARATGAGC
TCTCAAGGCATCCCAAAGCCCATGGTAATTTTACCCTTCATGAARATACGGGGACCTGCATACTTAC
TTACTTTATTCCCGATTGGAGACAGGACCARAGCATATTCCTCTGCAGACACTATTGAAGTTCATG
GTGGATATTGCCCTGGGAATGGAGTATCTGAGCARCAGGAATTTTCTTCATCGAGATTTAGCTGCT
CGAARCTGCATGTTGCGAGATGACATGACTGTCTGTGTIGCGGACTTCGGCCTCTCTARGRAAGATT
TACAGTGGCGATTATTACCGCCAAGGCCGCATTGCCTAAGATGCCTGTTARAATGGATCGCCATAGAR
AGTCTTGCAGACCGAGTCTACACAAGTARAAGTGATGTGTGGGCATTTGGCGTGACCATGTGGGAA
ATAGCTACGCGGGGAATGACTCCCTATCCTGGGGTCCAGAACCATGAGATGTATGACTATCTTCTC
CATGGCCACAGGTTGARGCAGCCCGAAGACTGCCTGGATGAACTGTATGARATAATGTACTCTTGC
TGGAGAACCGATCCCTTAGACCGCCCCACCTTTTCAGTATTGAGGC TGCAGCTAGARARACTCTTA
GAAAGTTTGCCTGACGTTCGGAACCAAGCAGACGTTATTTACGTCAATACACAGTTGC TGGAGAGC
TCTGAGGGCCTGGCCCAGGGCTCCACCCTTGCTCCACTGGACTTGARCATCGACCCTGACTCTATA
ATTGCCTCCTGCACTCCCCGCGCTGCCATCAGTGTGGTCACAGCAGAAGTTCATGACAGCARACCT
CATGAAGGACGGTACATCCTGAATGGGEGCAGTGAGGAATGEGAAGATCTGACTTCTGCCCCCTCT
GCTGCAGTCACAGCTGAAAAGAACAGTGTTTTACCGEGGGGAGAGACTTGTTAGGAATGGGGTCTCC
TGGTCCCATTCGAGCATGCTGCCCTTGGGAAGCTCATTGCCCGATGAACTTTTGTTTGCTGACGAC
TCCTCAGAAGGCTCAGAAGTCCTGATGTGA

3UTR de MERTK

GGAGAGGTGCGGEGAGACATTCCARRAATCARGCCAATTCTTCTGC TG TAGGAGARTCCAATTGTA
CCTGATGTTTTTGGTATTTGTCTTCCTTACCAAGTGAACTCCATGGCCCCAAAGCACCAGATGAAT
GTTGTTAAGTAAGCTGTCATTAARARATACATAATATATATTTATTTAAAGAGARARARTATGTGTA
TATCATGGAAAAAGACAAGGATATTTTAATAAAACATTACTTATTTCATTTCACTTATCTTGCATA
TCTTAAARATTAAGCTTCAGC TGO TCCTTGATATTAACATTTGTACAGAGTTGAAGTTGTTTTTTCA
AGTTCTTTTCTTTTTCATGACTATTARATGTARARAATATTTGTAARATGARATGCCATATTTGACT
TGGCTTCTGGTCTTGATGTAT TTGATAAGAATGATTCATTCAATGTTTAAAGT TGTATAACTGATT
AATTTTCTGATATGGCTTCCTAATAAARTATGAATAAGGARG

CDS de isoforma A de PITPNC1

ATGCTGCTGA
CAGCTGTACA
GTCGTCCAGA
CGGGETGTATC
TATGTGACAG
TTTCTGCCGA
GACACCATTT
GCCTGCGATG
TCAGAGAAGA
ATGTGCTCCT
GAACAATTTG
GCATGGGTTG
ACTCAGGAAG
ATCCCCCTGC
TCCACAGACG

ARAGAGTACCG
TGATCAGCAA
ATGAGCCCTT
TCAACAGCARA
AGAAGGCTTG
AATTCTCCAT
TCGACAATGA
AAATTCCAGA
CAGGACGGGG
ACAAGCTGGT
TACACAAGGT
ATGAGTGGTA
CCACCAACAR
TGCCTTCTTC
CACCCGAATT

GATCTGCATG
ACACAGCCAT
TGAGGACCCT
ACTGCCTAGT
GAACTATTAT
TCATATAGAR
AGCCARAGAC
GCGCTACTAC
ACAGTTGAGG
GACTGTGAAG
GGTCCGAGAC
TGACATGACA
GAARATCGGC
CGTCCGCAGT
TCTGTCCGTT

CCGCTCACCG
GAACAGAGTG
CACCATGGCA
TGGGCTAGAG
CCCTACACARA
ACCAAGTATG
GTGGAGAGAG
AAAGARTCTG
GAAGGCTGGA
TTTGAGGTCT
ATTCTGCTGA
ATGGATGAAG
ATTTTCCCAC
GCGCCTTCTA
CCCARRGATC

26

TAGACGAGTA
ACCGGGGAGA
ATGGGCAGTT
CTGTTGTCCC
TTACAGAATA
AGGACARCAR
AARGTTTGCTT
AGGATCCTAA
GAGATAGTCA
GGGGGCTTCA
TTGGACATAG
TCCGAGAATT
CTGCAATTTC
GTGCTCCATC
GGCCCCGGARA

CARARATTGGA
AGGGGTGGAG
CACCGAGAAG
CAARATATTT
CACATGTTCC
AGGAAGCARAT
TATTGATATT
GCACTTCARG
TCAGCCTATC
GACCAGAGTG
ACAGGCTTTT
TGARCGAGCC
TATCTCCAGC
CACCCCTCTC
AAAGTCTGCC
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CCAGAAACTC TCACACTTCC AGACCCTGAG ARARAAGCCA CCCTGAATTT ACCCGGCATG
CACTCTTCAG ATAAGCCATG TCGGCCCAAA TCTGAGTAR

isoforma B de PITPNC1

ATGCTGCTGAARGAGTACCGGATCTGCATGCCGCTCACCGTAGACGAGTACAARATTGGACAGCTG
TACATGATCAGCAAACACAGCCATGAACAGAGTGACCGGGGAGAAGGGGTGGAGGTCGTCCAGAAT
GAGCCCTTTGAGGACCCTCACCATGGCAATGGGCAGTTCACCGAGRAGCGGGTGTATCTCAACAGC
ARACTGCCTAGTTGGGCTAGAGCTGTTGTCCCCAAAATATTTTATGTGACAGAGAAGGCTTGGAAC
TATTATCCCTACACAATTACAGAATACACATGTTCCTTTCTGCCGAAATTCTCCATTCATATAGAA
ACCAAGTATGAGGACAACARAGGAAGCAATGACACCATTTTCGACAATGAAGCCARAGACGTGGAG
AGAGAAGTTTGCTTTATTGATATTGCCTGCGATGAAATTCCAGAGCGCTACTACAARGALTCTGAG
GATCCTAAGCACTTCAAGTCAGAGAAGACAGGACGGGGACAGTTGAGGGAAGGCTGGAGAGATAGT
CATCAGCCTATCATGTGCTCCTACAAGCTGGTGACTGTGAAGTTTGAGGTCTGGGGGCTTCAGACC
AGAGTGGAACAATTTGTACACAAGGTGGTCCGAGACATTCTGCTGAT TGGACATAGACAGGCTTTT
GCATGGGTTGATGAGTGGTATGATATGACAATGGATGATGTTCGGGAATACGAGARARACATGCAT
GAACAAACCAACATAARAGTTTGCAATCAGCATTCCTCCCCTGTGGATGACATAGAGAGTCATGCC
CAAACAAGTACATGA

3'UTR de PITPNCA1

CAATGGATGAAGTCCGAGAATTTGAACGAGCCACTCAGGAAGCCACCAACAAGARRATCGGCATTT
TCCCACCTGCAATTTCTATCTCCAGCATCCCCCTGCTGCCTTCTTCCGTCCGCAGTGCGCCTTCTA
GITGCTCCATCCACCCCTCTCTCCACAGACGCACCCGRATTTCTGTCCGTTCCCAAAGATCGGCCCC
GGAAAAAGTCTGCCCCAGAARACTCTCACACTTCCAGACCCTGAGAAAAARAGCCACCCTGAATTTAC
CCGGCATGCACTCTTCAGATARGCCATGTCGGCCCAAATCTGAGTAACTTTATATAARTATCTCAT
GGGGTTTTATATTTTCATTTGTTGTTGTTGTTTTTTTTTAAGAATCTTCTGATAGAGAARRRGACT
GCTTTGTCACTCARACATGTTCCTTCGACCTTTCAGTGTGCATGTGACTCAGTAACTTCACATAGA
ATATGATTCCCTAAGTATGCTACACAGCATCATATTAGATGTAAGATGTAAGACTTGCAAAGGACA
GAAGGAATCTTCTGTAACCACATAGCTGTATGCCAGAGAGGAAGCCTTGTTATTGGGCATTTGATG
AGGTTTGGCATGGACTTCARGGATARATGAATGAARACTTTGCACCACTTTTGTTACAAGGTACGG
TAGAAAATAGTGAAGTCAGTTTCCTCTCATCAARATCTAAAATTCTCCAARATACTCTCAGGCATAA
CATACTTAGCTGTTAAATTTTGAACTGCTAATTACTAATACTTGAATACCARTAGTTACTGAGATT
CCTATTTTGTGGTTAGTCTGACTCAGGATTTGGAGCCTAATTAARCTCTARACTTTTGAAAATTTTA
ATCATCAAGCTATAGAGGCTCCAAGTGCAATTAATAATARCTCATTTATACCTTCCACAGAATTTA
ATAAAGATTCTACTTGTTTCTGTCTTTTAA

CDS de

PSAT1

ATGGACGCCCCCAGGCAGGTGGTCARCTTTIGGGCCTGGTCCCGCCAAGCTGCCGCACTCAGTGTTG
TTAGAGATACAAAAGGAATTATTAGACTACAAAGGAGTTGGCATTAGTGTTCTTGAAATGAGTCAC
AGGTCATCAGATTTTGCCAAGATTATTARCAATACAGAGAATCTTGTGCGGGAATTGCTAGCTGTT
CCAGACAACTATAAGGTGATTTTTCTGCAAGGAGGTGGGTGCGGCCAGT TCAGTGCTGTCCCCTTA
ARCCTCATTGGCTTGAAAGCAGGAAGGTGTGCTGACTATGTGGTGACAGGAGC TTGGTCAGCTAAG
GCCGCAGARGAAGCCAAGAAGTTTGGGACTATAAATATCGTTCACCCTAAACTTGGGAGTTATACA
ARARTTCCAGATCCAAGCACCTGGAACCTCAACCCAGATGCCTCCTACGTGTATTATTGCGCAAAT
GAGACGGTGCATGGTGTGGAGTTTGACT TTATACCCGATGTCAAGGGAGCAGTACTGGTTTGTGAC
ATGTCCTCAAACTTCCTGTCCAAGCCAGTGGATGTTTCCAAGTTTGGTGTGATTTTTGCTGGTGCC
CAGAAGAATGTTGGCTCTGCTGGGGTCACCGTGGTGATTGTCCGTGATGACCTGCTGGGGTTTGCC
CTCCGAGAGTGCCCCTCGETCCTGGAATACARAGGTGCAGGCTGGARACAGCTCCTTGTACARACACG
CCTCCATGTTTCAGCATCTACGTCATGGGCTTGGT TCTGGAGTGGATTAAAAACAATGGAGGTGCC
GCGGCCATGGAGAAGCTTAGCTCCATCARATCTCAAACAATTTATGAGATTATTGATAATTCTCAA
GGATTCTACGTTTGTCCAGTGGAGCCCCAARATAGARGCAAGATGAATATTCCATTCCGCATTGGC
ARTGCCAAAGGAGATGATGCTTTAGAAAARAGATTTCTTGATARAGCTCTTGRAACTCAATATGTTG
TCCTTGAAAGGGCATAGGTCTGTGGGAGGCATCCGGGCCTCTCTGTATAATGCTGTCACAATTGAA
GACGTTCAGAAGCTGGCCGCCTTCATGAARAAATTTTTGGAGATGCATCAGCTATGA
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3'UTR de PSAT1

ACACATCCTAACCAGGATATACTCTGTTCTTGAACAACATACARAGTTTARAGTAACTTGGGGATG
GCTACARARAGTTARCACAGTATTTITTCTCAAATGAACATGTTTATTGCAGATTCTTCTTTTTTGA
ARGAACAACAGCAARMCATCCACAACTCTGTAAAGCTGGTGGGACCTAATGTCACCTTAATTCTGA
CTTGAACTGGAAGCATTTTAAGAARATCTTGTTGCTTTTCTAACAAATTCCCGCGTATTTTGCCTTT
GCTGCTACTTTTTCTAGT TAGATTTCARACTTGCCTGTGGACTTARATAATGCAAGTTGCGATTAAT
TATTTCTGGAGTCATGGGAARCACACAGCACAGAGGGTAGGGGGGCCCTCTAGCGTGCTGAATCTACA
CATCTGTGGGETCTCCTGGGTTCAGCGGCTGTTGATTCARGGTCARCATTGACCATTGGAGGAGTG
GTTTAAGAGTGCCAGGCGAAGGGCAARCTGTAGATCGATCTTTATGCTGTTAT TACAGGAGAAGTG
ACATACTTTATATATGTTTATATTAGCAAGGTCTGTTTTTAATACCATATACTTTATATTTCTATA
CATTTATATTTCTAATAATACAGTTATCACTGATATATGTAGACACTTTTAGAATTTATTARATCC
TTGACCTTGTGCATTATAGCATTCCATTAGCAAGAGTTGTACCCCCTCCCCAGTCTTCGCCTTCCT
CTTTTTAAGCTGTTTTATGAARAAGACCTAGAAGTTCTTGATTCATTTTTACCATTCTTTCCATAG
GTAGAAGAGAAAGTTGATTGGTTGGTTGTTTTTCAATTATGCCATTAAACTAAARCATTTCTGTTAA
ATTACCCTATCCTTTGTTCTCTACTGTTTTCTTTGTAATGTATGACTACGAGAGTGATACTTTGCT
GAAAAGTCTTTCCCCTATTGTTTATCTATTGTCAGTATTTTATGTTGAATATGTAAAGAACATTAA
AGTCCTAARACATCTAR

CDS de

PYGB

ATGGCGAAGCCGCTGACGGACAGCGAGAAGCGGAAGCAGATCAGCGTGCGCGECCTGGCEGEGGCTA
GGCGACGTGGCCGAGGTGCGGAAGAGCTTCAACCGGCACTTGCACTTCACGCTGGTCAAGGACCGC
AATGTGGCCACGCCCCGCGACTACTTCTTCGCGCTGGCGCACACGGTGCGCGACCACCTCGTGGGEE
CGCTGGATCCGCACGCAGCAGCACTACTACGAGCGCGACCCCAAGCGCATTTATTATCTTTCCCTG
GAATTCTACATGGGTCGCACGCTGCAGRACACGATGETGAACCTGGGCCTTCAGAATGCCTGCGAT
GAAGCCATCTATCAGTTGGGGTTAGACTTGGAGGAACTCGAGGAGATAGAAGARAGATGCTGGCCTT
GGGAATGGAGGCCTGGGGAGGCTGGCAGCGTGTTTCCTTGACTCAATGGCTACCTTGGGCCTGGCA
GCATACGGCTATGGAATCCGCTATGAATTTGGGATTTTTAACCAGAAGATTGTCAATGGCTGGCAG
GTAGAGGAGGCCGATGACTGGCTGCGC TACGGCAACCCCTGGGAGAAAGCGCGGCCTGAGTATATG
CTTCCCGTGCACTTCTACGGACGCGTGGAGCACACCCCCGACGGCGTGAAGTGGC TGGACACACAG
GTGGTGCTGGCCATGCCCTACGACACCCCAGTGCCCGGCTACARAGARACARCACCGTCAACACCATG
CGGCTGTGGTCCGCCAAGGCTCCCAACGACTTCAAGCTGCAGGACTTCAACGTGGGAGACTACATC
GAGGCGETCCTGGACCEGAACTTGGCTGAGAACATCTCCAGGGTCCTGTATCCAAATGATARCTTC
TTTGAGGGGAAGGAGCTGCGGCTGAAGCAGGAGTACTTCGTGGTGGCCGCCACGCTCCAGGACATC
ATCCGCCGCTTCAAGTCGTCCAAGTTCGGCTGCCEGGACCCTGTGAGRACCTGTTTCGAGACGTTC
CCAGACAAGGTGGCCATCCAGCTGAACGACACCCACCCCGCCCTCTCCATCCCTGAGCTCATGCGG
ATCCTGGTGGACGTGGAGAAGGTGGACTGGGACAAGCGCCTGGGAARTCACGARGAAGACCTGTGCA
TACACCAACCACACTGTGCTGCCTGAGGCCTTGGAGCGCTGGCCCGTGTCCATGTTTGAGAAGCTG
CTGCCGCGGCACCTGGAGATAATCTATGCCATCAACCAGCGGCACCTGGACCACGTGGCCGCGCTG
TTTCCCGGCGATGTGGACCGCCTGCGCAGGATGTCTGTGATCGAGGAGGGGGACTGCAAGCGGATC
AACATGGCCCACCTGTGTGTGATTGGETCCCATGCTGTCAATGGTGTGGCGAGGATCCACTCGGAG
ATCGTGAAACAGTCGGTCTTTAAGGATTTTTATGAACTGGAGCCAGAGRAGTTCCAGAATAAGACT
AATGGCATCACCCCCCGCCGGETEGCTGCTGCTGTGCARCCCGGGGCTGGCCGATACCATCGTGGAG
ARARTTGGGGAGGAGTTCCTGACTGACCTGAGCCAGC TGAAGAAGCTGC TGCCGCTGGTCAGTGAT
GAGGTGTTCATCAGGGACGTGGCCAAGGTCAAACAGGAGAACAAGCTCAAGTTCTCGGCCTTCCTG
GAGAAGGAGTACAAGGTGAAGATCAACCCCTCCTCCATGTTCGATGTGCATGTGAAGAGGATCCAC
GAGTACAAGCGGCAGCTGCTCAACTGCCTGCACGTCGTCACCCTGTACAATCGAATCAAGAGAGAC
CCGGCCAAGGCTTTTGTGCCCAGGACTGTTATGAT TGGGEGGCAAGGCAGCGCCCEGTTACCACATG
GCCAAGCTGATCATCAAGTTGGTCACCTCCATCGGCGACGTCGTCAATCATGACCCAGTTGTGGGT
GACAGGTTGAAAGTGATCTTCCTGGAGARACTACCGTGTGTCCTTGGCTGAGARAGTGATCCCGGCC
GCTGATCTGTCGCAGCAGATCTCCACTGCAGGCACCGAGGCCTCAGGCACAGGCAACATGAAGTTC
ATGCTCAACGGGGCCCTCACCATCGGCACCATGGACGGCGCCAACGTGGAGATGGCCGAGGAGGCT
GGGGCCGAGRACCTCTTCATCTTCGGCCTGCGGEGTGGAGGATGTCGAGGCCTTGGACCGGARAGGG
TACAATGCCAGGGAGTACTACGACCACCTGCCCGAGCTGAAGCAGGCCGTGGACCAGATCAGCAGT
GGCTTTTTTTCTCCCAAGGAGCCAGACTGCTTCAAGGACATCGTGAACATGCTGATGCACCATGAC
AGGTTCAAGGTGTTTGCAGACTATGAAGCCTACATGCAGTGCCAGGCACAGGTGGACCAGCTGTAC
CGGAACCCCAAGGAGTGGACCAAGAAGGTCATCAGGRAACATCGCCTGCTCGGGCAAGTTCTCCAGT
GACCGGACCATCACGGAGTATGCACGGGAGATCTGGGGTGTGGAGCCCTCCGACCTGCAGATCCCG
CCCCCCARACATCCCCCGGGACTAG
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3UTR de PYGB

GCACACCCTGCCTTGGCGGGACCAGCGGGCATTTGTTTTCTTGCTGACTTTGCACCTCCTTTTTTC
CCCAARACACTTTGCCAGCCACTGGTGGTCCCTGCTTTTCTGAGTACCATGTTTCCAGGAGGGGCCA
TGGGGGTCAGGGTGGTT TTGAGAGAGCAGGGTAAGGAAGGARTGTGCTAGAAGTGCTCCTAGTTTC
TTGTAAAGGAAGCCAGAGTTGACAGTACAAAGGGTCGTGGCCAGCCCTGCAGCTTCAGCACCTGCC
CCACCCAGAGTGGGAGTCAGGTGGAGCCACCTGCTGGGCTCCCCCAGAACTTTGCACACATCTTGC
TATGTATTAGCCGATGTCTTTAGTGTTGAGCCTCTGGATTCTGGGGTCTGGGCCAGTGGCCATAGT
GAAGCCTGGGAATGAGTGTTACTGCAGCATCTGGGCTGCCAGCCACAGGGAAGGGCCAAGCCCCAT
GTAGCCCCAGTCATCCTGCCCAGCCCTGCCTCCTGGCCATGCCGGGAGGGGTCGGATCCTCTAGGC
ATCGCCTTCACAGCCCCCTGCCCCCTGCCCTCTGTCCTGGCTCTGCACCTGGTATATGGSTCATGS
ACCCAGATGGGGCTTTCCCTTTGTAGCCATCCAATGGGCATTGTGTGGGTGCTTGGAACCCGGGAT
GACTGAGGGGGACACTGGAGTGEGTGCTTGTGTCTGCTGTCTCAGAGGCCTTGGTCAGGATGAAGT
TGGCTGACACAGCTTAGCTTGGTTTTGCTTATTCARAARAGAGAAAATARACTACACATGGARATGARA
CTAGCTGAAGCCTTTTCTTGTTTTAGCAACTGAAAATTGTACTTGGTCACTTTTGTGCT TGAGGAG
GCCCATTTTCTGCCTGGCAGGGGGCAGGTCTGTGCCCTCCCGCTGACTCCTGCTGTGTCCTGAGGT
GCATTTCCTGTTGTACACACAAGGGCCAGGCTCCATTCTCCCTCCCTTTCCACCAGTGCCACAGCC
TCGTCTGGAAAAAGGACCAGGGETCCCGEAGGAACCCATTTGTGCTCTGCTTGGACAGCAGGCCTG
GCACTGGGAGGTGGGGETGAGCCCCTCACAGCCTTGCCCCTCCCCAAGGCTGGCAACCTGCCTCCC
ATTGCCCAAGAGAGAGGGCAGGGAACAGGCTACTGTCCTTCCCTGTGGAATTGCCGAGARATCTAG
CACCTTGCATGCTGGATCTGGGCTGCGGGGAGGCTCTTTTTCTCCCTGGCCTCCAGTGCCCACCAG
GAGGATCTGCGCACGGTGCACAGCCCACCAGAGCACTACAGCCTTTTAT TGAGTGGGGCAAGTGCT
GGGCTGTGGETCGTGCCCTGACAGCATCTTCCCCAGGCAGCGGCTCTGTGGAGGAGGCCATACTCCC
CTAGTTGGCCACTGGGGCCACCACCCTGACCACCACTGTGCCCCTCATTGTTACTGCCTTGTGAGA
TAAAAACTGATTAARACCTTTGTGGCTGTGGTTGGCTGA

CDS de SHMT2

ATGCTGTACTTCTCTTTGTTTTGGGCGGCTCGGCCTCTGCAGAGATGTGGGCAGCTGGTCAGGATG
GCCATTCGGGCTCAGCACAGCAACGCAGCCCAGACTCAGACTGGGGAAGCARACAGGGGCTGGACA
GGCCAGGAGAGCCTGTCGGACAGTGATCCTGAGATGTGGGAGT TGCTGCAGAGGGAGAAGGACAGG
CAGTGTCGTGGECCTGGAGCTCATTGCCTCAGAGAACTTCTGCAGCCGAGCTGCGCTGGAGGCCCTG
GGGTCCTGTCTGAACAACARGTACTCGGAGGGTTATCCTGGCAAGAGATACTATGGGGGAGCAGAG
GTGGTGGATGAAATTGAGCTGCTGTGCCAGCGCCGGGCCTTGGAAGCCTTTGACCTGGATCCTGCA
CAGTGGGGAGTCAATGTCCAGCCCTACTCCGGGTCCCCAGCCARACCTGGCCGTCTACACAGCCCTT
CTGCAACCTCACGACCGGATCATGGGGCTGGACCTGCCCGATGGGGGCCATCTCACCCACGGCTAC
ATGTCTGACGTCAAGCGGATATCAGCCACGTCCATCTTCTTCGAGTCTATGCCCTATAAGCTCAAC
CCCAAAACTGGCCTCATTGACTACAACCAGCTGGCACTGACTGCTCGACTTTTCCGGCCACGGCTC
ATCATAGCTGGCACCAGCGCCTATGCTCGCCTCATTGACTACGCCCGCATGAGAGAGGTGTGTGAT
GAAGTCARAGCACACCTGCTGGCAGACATGGCCCACATCAGTGGCCTGETGGCTGCCAAGGTGATT
CCCTCGCCTTTCAAGCACGCGGACATCGTCACCACCACTACTCACAAGACTCTTCGAGGGGCCAGG
TCAGGGCTCATCTTCTACCGGAAAGGGGTGAAGGCTGTGGACCCCAAGACTGGCCGGGAGATCCCT
TACACATTTGAGGACCGAATCAACTTTGCCGTGTTCCCATCCCTGCAGGGGGGCCCCCACAATCAT
GCCATTGCTGCAGTAGCTGTGGCCCTARAGCAGGCCTGCACCCCCATGTTCCGGGAGTACTCCCTG
CAGGTTCTGAAGAATGCTCGGGCCATGGCAGATGCCCTGCTAGAGCGAGGCTACTCACTGGTATCA
GGTGGTACTGACAACCACCTGGTGCTGGTGGACCTGCGGCCCAAGGGCCTGGATGGAGC TCGGGCT
GAGCGGETGCTAGAGCTTGTATCCATCACTGCCAACARGAACACCTGTCCTGGAGACCGAAGTGCC
ATCACACCGGGCGGCCTGCGGLTTGGGGCCCCAGCCTTAACTTCTCGACAGTTCCGTGAGGATGAC
TTCCGGAGAGTTGTGGACTTTATAGATGAAGGGGTCARACATTGGCTTAGAGGTGAAGAGCAAGACT
GCCAAGCTCCAGGATTTCARATCCTTCCTGC TTAAGGACTCAGAAACAAGTCAGCGTCTGGCCAAC
CTCAGGCAACGGGTGGAGCAGTTTGCCAGGGCCTTCCCCATGCCTGGTTTTGATGAGCATTGA

3'UTR de SHMT2

AGGCACCTGGGAAATGAGGCCCACAGACTCAARGTTACTCTCCTTCCCCCTACCTGGGCCAGTGAR
ATAGAAAGCCTTTCTATTTTTTGGTGCGGGAGGGAAGACCTCTCACTTAGGGCARGAGCCAGGTAT
AGTCTCCCTTCCCAGAATTTGTAACTGAGAAGATCTTTTCTTTTITCCTTTTTTTGGTAACAAGACT
TAGAAGGAGGGCCCAGGCACTTTCTGT TTGAACCCCTGTCATGATCACAGTGTCAGAGACGCGTCC
TCTTTCTTGGGGAAGT TGAGGAGTGCCCTTCAGAGCCAGTAGCAGGCAGGGGTGGGTAGGCACCCT
CCTTCCTGTTTTTATCTAATARAATGCTAACCTGCCCTGAGTTTCCATTACTGTGGGTGGGETTCC
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CCTGGGCCAAACAGTGATTTGTCTCCCTCAATGTGTACACCGCTCCGCTCCCACCACCGCTACCAC
ARAGGACCCCCEGEGCTGCAGCCTCCTCTTTICTGTCTCTGATCAGAGCCGACACCAGACGTGATTAG
CAGGCGCAGCAAATTCAATTTGTTAAATGARATTGTATTTTG

CDS de VIPR1

ATGCGCCCGCCAAGTCCGCTGCCCGCCCGCTGGCTATGCGTGCTGGCAGGCGCCCTCGCCTGGGCC
CTTGGGCCGEECEEECEECCAGGCGGLCAGGCTGCAGGAGGAGTGTGACTATGTGCAGATGATCGAG
GTGCAGCACAAGCAGTGCCTGGAGGAGGCCCAGC TGGAGAATGAGACAATAGGCTGCAGCAAGATG
TGGGACAACCTCACCTGCTGGCCAGCCACCCCTCGGGGCCAGGTAGTTGTCTTGGCCTGTCCCCTC
ATCTTCAAGCTCTTCTCCTCCATTCAAGGCCGCAATGTAAGCCGCAGCTGCACCGACGAAGGCTGG
ACGCACCTGGAGCCTGGCCCGTACCCCATTGCCTGTGGTTTGGATGACAAGGCAGCGAGTTTGGAT
GAGCAGCAGACCATGTTCTACGGTTICTGTGAAGACCGGCTACACCATTGGCTACGGCCTGTCCCTC
GCCACCCTTCTGGTCGCCACAGCTATCCTGAGCCTGTTCAGGAAGCTCCACTGCACGCGGAACTAC
ATCCACATGCACCTCTTCATATCCTTCATCCTGAGGGCTGCCGCTGTCTTCATCAARAGACTTGGCC
CTCTTCGACAGCGGGEAGTCGGACCAGTGCTCCGAGGGCTCEGTGGGCTGTAAGGCAGCCATGGTC
TTTTTCCAATATTGTGTCATGGCTAACTTCTTCTGGCTGCTGGTGGAGGGCCTCTACCTGTACACC
CTGCTTGCCGTCTCCTTCTTCTCTGAGCGGAAGTACTTCTGGGEGTACATACTCATCGGCTGGGEE
GTACCCAGCACATTCACCATGGTGTGGACCATCGCCAGGATCCATTTTGAGGATTATGGGTGCTGE
GACACCATCAACTCCTCACTGTGGTGGATCATAAAGGGCCCCATCCTCACCTCCATCTTGGTAAAC
TTCATCCTGTTTATTTGCATCATCCGAATCCTGCTTCAGARACTGCGGCCCCCAGATATCAGGARG
AGTGACAGCAGTCCATACTCAAGGCTAGCCAGGTCCACACTCCTGCTGATCCCCCTGTTTGGAGTA
CACTACATCATGTTCGCCTTCTTTCCGGACAATTTTAAGCCTGAAGTGAAGATGGTCTTTGAGCTC
GTCGTGGGGTCTTTCCAGGGTTTTGTGGTGGC TATCCTCTACTGCTTCCTCAATGGTGAGGTGCAG
GCGGAGCTGAGGCGGAAGTGGCGGCGCTGGCACCTGCAGGGCGTCCTGGGCTGGAACCCCAARTAC
CGGCACCCGTCGGGAGGCAGCARCGGUGCCACGTGCAGCACGCAGGTTTCCATGCTGACCCGLGTC
AGCCCAGGTGCCCGCCGCTCCTCCAGCTTCCAAGCCGAAGTCTCCCTGGTCTGA

3'UTR de VIPR1

CCACCAGGATCCCAGGGGCCCAAGGCGGCCCCTCCCGCCCCTTCCCACTCACCCCGGCAGACGCCG
GGGACAGAGGCCTGCCCGGGCECEELCAGCCCCEGCCCTEGGCTCEGAGGCTGCCCCCGGLCCCCT
GGTCTCTGGTCCGGACACTCCTAGAGAACGCAGCCCTAGAGCCTGCCTGGAGCGTTTCTAGCAAGT
GAGAGAGATGGGAGCTCCTCTCCTGGAGGATTGCAGGTGGAACTCAGTCATTAGACTCCTCCTCCA
ARAGGCCCCCTACGCCAATCAAGGGCARARAGTCTACATACTTTCATCCTGACTCTGCCCCCTGCTG
GCTCTTCTGCCCAATTGGAGGAAAGCAACCGGTGGATCCTCAAACARCACTGGTGTGACCTGAGGS
CAGARAGGTTCTGCCCGGGAAGGTCACCAGCACCAACACCACGGTAGTGCCTGARATTTCACCATT
GCTGTCAAGTTCCTTTGGGT TAAGCATTACCACTCAGGCATTTGACTGAAGATGCAGCTCACTACC
CTATTCTCTCTTTACGC TTAGTTATCAGCTTTTTARAAGTGGGETTATTCTGGAGTTTTTGTTTGGAG
AGCACACCTATCTTAGTGGT TCCCCACCGAAGTGGACTGGCCCCTGGGTCAGTCTGGTGGGAGGAC
GGTGCAACCCAAGGACTGAGGGACTCTGAAGCCTCTGGGAAATGAGARAGGCAGCCACCAGCGAATG
CTAGGTCTCGGACTAAGCCTACCTGCTCTCCAAGTCTCAGTGGCTTCATCTGTCAAGTGGGATCTG
TCACACCAGCCATACTTATCTCTCTGTGCTGTGGAAGCAACAGGAATCAAGAGCTGCCCTCCTTGT
CCACCCACCTATGTGCCARCTGTTGTAACTAGGCTCAGAGATGTGCACCCATGGGCTCTGACAGAR
AGCAGATACCTCACCCTGCTACACATACAGGATTTGAACTCAGATCTGTCTGATAGGAATGTGAAR
GCACGGACTCTTACTGCTAACTTTTGTGTATCGTAACCAGCCAGATCCTCTTGGTTATTTGTTTAC
CACTTGTATTATTAATGCCATTATCCCTGAATCCCCCTTGCCACCCCACCCTCCCTGGAGTGTGGC
TGAGGAGGCCTCCATCTCATGTATCATCTGGATAGGAGCCTGCTGGTCACAGCCTCCTCTGTCTGC
CCTTCACCCCAGTGGCCACTCAGCTTCCTACCCACACCTCTGCCAGAAGATCCCCTCAGGACTGCA
ACAGGCTTGTGCAACAATAARATGTTGGCTTGGA

Se transfectaron células MDA-MB-231 que expresan o bien una horquilla de control o bien un miR-126 de seleccién
como diana en horquilla con el constructo indicador especifico respectivo. Treinta horas tras la transfeccion, se
lisaron las células y se determiné la razén de expresion de luciferasa de Renilla con respecto a la de luciérnaga
usando un ensayo de luciferasa dual (E1910, PROMEGA). Las secuencias del cebador de clonacion se muestran en
la tabla 2 a continuacion.
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Tabla 2. Cebadores de clonacion

Gene

Forward

Reverse

3'UTR de ABCB9

CCGGCCCTICGAGTGGGGGGCCCCIGCTICTC
C

CCGGCCGCGGCCGCTTAGGGGTAAGAGG
TAGTIAC

CDS de ABCB9

CCGGCCCTCGAGATGCGGCTGTGGAAGGCGG
T

CCGGCCGCGGCCGCTCAGGCCTTGTGAC
TGCCGT

3'UTR de IGFBP2

CCGGCCCTCGAGACCGCAGCCAGCCGGTIGLC
T

CCGGCCGCGGCCGCTTACTITTICCTICC
TTTAAT

CDS de IGFBP2

CCGGCCCTCGAG
ATGCTIGCCGAGAGTIGGGCTG

CCGGCCGCGGCCGCCTACTGCATCCGCT
GGGTGT

3'UTR de MERTK

CCGGCCCTCGAGGGAGAGGTGCGGGGAGACA
T

CCGGCCGCGGCCGCCTTCCTTATTICATA
TTTTIAT

CDS de MERTK

CCGGCCCTICGAGATGGGGCCGGCCCCGLTGE
C

CCGGCCGCGGCCGCTCACATCAGGACTT
CIGAGC

, CCGGCCCTCGAG CCGGCCGCGGCCGCTTAAAAGACAGARA
FUTR de PITPNCT | - 1GeaTGAAGTCCGAGAR CAAGTA

CCGGCCCTCGAG CCGGCCGCGGCCGCTCATGTACTTGTTT
CDS de PITPNCT | 1 6c1ecTeARAGAGTACCG GGGCAT

3'UTR de PSAT1

CCGGCCCTCGAGACACATCCTAACCAGGATA
T

CCGGCCGCGGCCGCTTAGATGTTITTAGG
ACTTTIA

CDS de PSAT1

CCGGCCGCGGCCGCTCATAGCTGATGCATCT
CCA

CCGGCCCTCGAGATGGACGCCCCCAGGC
AGGT

3'UTR de PYGB

CCGGCCCTCGAGGCACACCCIGCCTITGGCGG
G

CCGGCCGCGGCCGCTCAGCCAACCACAG
CCACAA

CDS de PYGB

CCGGCCGTITTAAACATGGCGAAGCCGCTGAC
GGA

CCGGCCGCGGCCGCCTAGTICCCGGGGGA
TGTIGG

3'UTR de SHMT2

CCGGCCCTCGAGAGGCACCTGGGAAATGAGG
C

CCGGCCGCGGCCGCCAAAATACAATTIC
ATTTAA

CDS de SHMT2

CCGGCCCICGAGATGCTGTACTTICICTITIGT
T

CCGGCCGCGGCCGCTCAATGCTCATCAA
AACCAG

CDS de VIPR

CCGGCCGITTAAACTCAGACCAGGGAGACTT
CGG

CCGGCCCTCGAGATGCGCCCGCCAAGTC
CGCT

3'UTR de VIPR1

CCGGCCCTCGAGCCACCAGGATCCCAGGGGC
C

CCGGCCGCGGCCGCTCCAAGCCAACATT
TATTGT

Se identificaron los posibles sitios de miR-126 en los genes mediante la alineacion con la secuencia de miR-126
complementaria 5-TTACTCACGGTACGA-3, y se realiz6 mutagénesis usando el kit de mutagénesis dirigida a
multiples sitios QUICKCHANGE (200514, AGILENT TECHNOLOGIES, Santa Clara, CA). Basandose en el buscador
de genomas UCSC, se muté la 3’'UTR de MERTK en la posiciéon 5 (de GTT a CAC), se muté la 3'UTR de IGFBP2 en
la posicion 246 (de GGT a CAC), se mutd la CDS de PITPNC1 en la posicion 709 (de TAC a GTA) del codon inicial y
se muté la CDS de SHMT2 en la posicion 1126 (de GGT a CAC). Los cebadores de mutagénesis se muestran en la
tabla 3 a continuacion

Tabla 3. Cebadores de mutagénesis

Gen Directo

3UTR de IGFBP2 | AAGGGGGTTGTGGTCGGGGAGCTGGCACACAGGTTTGGGGAGGGGGAAGAGAA
3UTR de MERTK | ATTCTAGGCGATCGCTCGAGGGAGACACGCGGGGAGACATTCCAAAAATCAAG
CDS de PITPNC1 | TATGACAATGGATGATGTTCGGGAAGTAGAGAAAAACATGCATGAACAAACCA
CDS de SHMT2 GCGAGGCTACTCACTGGTATCAGGTCACACTGACAACCACCTGGTGCTGGTGG

Inverso
TTCTCTTCCCCCTCCCCAAACCTGTGTGCCAGCTCCCCGACCACAACCccceTT
CTTGATTTTTGGAATGTCTCCCCGCGTGTCTCCCTCGAGCGATCGCCTAGAAT

3'UTR de IGFBP2
3'UTR de MERTK
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Gen Directo
CDS de PITPNC1 | TGGTTTGTTCATGCATGTTTTTCTCTACTTCCCGAACATCATCCATTGTCATA
CDS de SHMT2 CCACCAGCACCAGGTGGTTGTCAGTGTGACCTGATACCAGTGAGTAGCCTCGC

Proliferacién de células cancerosas

Se sembraron células LM2 (2,5 X 10%) que expresan una horquilla de control o IGFBP2, PITPNC1 o MERTK de
seleccion como diana en horquillas cortas por triplicado en placas de 6 pocillos y se contaron las células viables a
los 5 dias tras la siembra.

Histologia

Se prepararon pulmones mediante fijacion por perfusion con paraformaldehido al 4 % infundido a través del sistema
vascular y a través de la traquea. Tras la escision, se colocaron los pulmones en paraformaldehido al 4 % durante la
noche y se incluyeron en parafina. Cinco minutos antes de la fijacion, se inyectaron 100 mg de lectina biotinilada (B-
1175, VECTOR LABORATORIES) en la circulacion a través de la vena de la cola. Se tifieron cortes en parafina de
cinco micrémetros de grosor con anticuerpos primarios contra MECA-32 (Developmental Studies Hybridoma Bank,
Universidad de lowa, IA), vimentina (VP-V684, VECTOR LABORATORIES) y con avidina marcada con FITC (B-
1175, VECTOR LABORATORIES) para la deteccion de la lectina biotinilada inyectada. Los anticuerpos primarios se
detectaron usando diversos anticuerpos secundarios conjugados con el colorante Alexa Flour. Se obtuvo la
fluorescencia usando un microscopio confocal de barrido laser ZEISS (LSM 510). Para determinar la vascularizacion
de los nddulos metastasicos, se cuantificaron las sefiales de MECA-32 y lectina usando IMAGEJ mientras que las
extensiones de los nodulos metastasicos se determinaron a través de cotincion con vimentina humana. Se
determiné el area colectiva cubierta por vasos restando el fondo (radio de bola rodante de 1 pixel) y usando un
umbral predeterminado como punto de corte. La densidad de vasos se da como el porcentaje del area cubierta por
los vasos sanguineos en comparacion con el area total del nédulo metastasico. Un nédulo metastasico se definié por
un area positiva para tincion con vimentina con un area total por encima de 2000 um?2.

Se escindieron tumores de paniculo adiposo mamario y se sumergieron en paraformaldehido al 4 % durante 24
horas. Se incluy6 el tejido fijado en parafina y se cort6 en cortes de 5 um de grosor. Se realizdé inmunodeteccion
usando anticuerpos dirigidos hacia MECA-32 (Developmental Studies Hybridoma Bank), Mac-2 (CL8942AP,
Cederlane, Burlington) y CD45 (550539, BD Biosciences). La deteccién de anticuerpos primarios se realizé usando
diversos anticuerpos secundarios biotinilados (Vector Laboratories). Posteriormente se amplifico la sefial usando el
kit ABC (Vector Laboratories) y se detecté usando DAB (3,3’-diaminobencidina). Antes del montaje, los portaobjetos
se contratifieron con hematoxilina.

Se determiné la permeabilidad del dextrano tal como se describe en Arnold et al., 2010 Dis Model Mech 3 (1-2), 57
(2010) con ligeras modificaciones. Brevemente, se infundié un bolo intravenoso de rodamina B 10 mg/ml marcada
con dextrano de bajo peso molecular (1 x 10* kDa: D1824, INVITROGEN) en PBS estéril. Quince minutos después,
se anestesio a los ratones y se perfundieron los pulmones con OCT, se extrajeron y se congelaron en hielo seco. Se
realizé un corte de diez micrometros y se midié la permeabilidad del dextrano dentro de los nédulos metastasicos (tal
como se determina mediante tincién con vimentina) mediante microscopia de fluorescencia. Usando IMAGEJ, se
usé un umbral preseleccionado para determinar los niveles de permeabilidad del dextrano. Los resultados se
presentan como el porcentaje medio del area de umbral dentro del nédulo metastasico.

ELISA

Se determinaron los niveles de IGBFP2 en medios acondicionados usando un ELISA de IGFBP2 (AAHBLG-1-2,
RAYBIOTECH, Norgross, GA).

Inmunotransferencia de tipo Western

Se prepararon lisados celulares de células MDA-MB-231 lisando células en 1 ml de tampdén RIPA helado que
contenia inhibidores de proteasa (ROCHE, Mannheim, Alemania). Se prepararon medios acondicionados incubando
células MDA-MB-231 en medios libres de suero durante 24 horas. Entonces se concentraron los medios veinte
veces mediante filtracion por centrifugacion. Posteriormente se separaron 40 ug de proteina en un SDS-PAGE al 4-
12 % y se transfirieron a una membrana de PVDF. Se usé un anticuerpo monoclonal contra MERTK humana (CVO-
311, CAVEO THERAPEUTICS, Aurora, CO) para detectar MERTK.

Analisis de supervivencia libre de metastasis
Tras identificar los ocho genes regulados por miR-126 a través de un analisis integrador, se determino si la

expresion de estos genes en agregado se correlaciona con metastasis clinica humana. Se usaron datos de
microalineamientos publicados de series de UCSF46, NKI47 y MSKCC13 para obtener valores de expresion a nivel

32



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2763 087 T3

de sonda. Para los genes que estaban representados por multiples sondas, se usaron sondas que presentaban una
intensidad de sefal suficiente, asi como el mayor coeficiente de variacion (en su mayor parte informativo) en un
conjunto de datos independiente. Cada cancer de mama se clasific6 como positivo para rasgo distintivo de miR-126
si la suma de puntuaciones Z para los valores de expresion de los 8 genes era mayor que la media de la poblacion.
Se generaron curvas de supervivencia libre de metastasis de Kaplan-Meier usando el software GRAPHPAD PRISM
5 (GRAPHPAD Software, Inc., LA Jolla, CA). Se determiné la significacion estadistica para las diferencias entre
curvas de supervivencia de pacientes usando la prueba de rangos logaritmicos de Mantel-Cox usando el software
GRAPHPAD Prism 5.

Analisis de la densidad de vasos
Se uso la prueba de Kolmogorov-Smirnov para determinar la significacion de la diferencia en la densidad de vasos
sanguineos para tincion tanto de MECA-32 y de lectina usando el software disponible publicamente en

physics.csbsju.edu/stats/KS-test.html.

EJEMPLO 2: Colonizacion metastasica sistémica suprimida de mIR-126 endégeno

En este ejemplo, se llevaron a cabo ensayos para analizar la evolucion metastasica en la practica de pérdida de
funcién de miR-126. Esto permiti6 comparar acontecimientos metastasicos in vivo entre células de control y con
silenciamiento de miR-126 (KD) y revelar la influencia de miR-126 endégeno sobre la colonizacion metastasica.

Se gener6 una linea celular de cancer de mama MDA-231 en la que miR-126 estaba silenciado de manera notable
(silenciamiento del 94 %; figura 7) usando el sistema de inhibicion de microARN anti sentido de miR-Zip. Se
inyectaron miR-126 KD y células KD de control en ratones inmunodeficientes y se evaluaron para determinar la
capacidad de colonizacion metastasica en ensayos de colonizacién en la vena de la cola. El silenciamiento de miR-
126 en células escasamente metastasicas aumento la colonizacién metastasica pulmonar en 4,2 veces (P = 0,0073)
tal como se evalu6 mediante obtencion de imagenes de bioluminiscencia cuantitativa (figura 1a) y aumenté
espectacularmente la colonizaciéon metastasica en histologia macroscopica (figura 1a). La inyeccion intracardiaca de
MDA miR-126 KD y células KD de control revel6é adicionalmente que miR-126 enddgeno suprime la metastasis
sistémica tal como se pone de manifiesto por la colonizacion potenciada de multiples 6rganos tales como el cerebro
y el hueso en la practica de silenciamiento de miR-126 (figura 1b-c; P = 0,0232(b), P = 0,0119(c)).

A continuacién, se llevaron a cabo ensayos para examinar hasta qué punto en aumento espectacular en la
colonizacién metastasica observada con la inhibicion de miR-126 se debia al efecto de miR-126 sobre el crecimiento
tumoral. Para este fin, se inyectaron miR-126 KD y células KD de control en los paniculos adiposos mamarios de
ratones inmunodeficientes y se monitorizé el volumen tumoral. La inhibicion de miR-126 condujo a un aumento
modesto (39,4 %) en el volumen tumoral (figura 1d) que fue de un orden de magnitud mas pequefio que el efecto de
la inhibiciéon de miR-126 sobre la potenciacion de la metastasis, lo que indica que el efecto de miR-126 sobre la
metastasis no es simplemente el resultado de su efecto sobre la supresién del crecimiento tumoral.

Para entender mejor el papel de este miARN sobre la colonizacion metastasica, se cuantificaron los numeros y los
tamafios de todas las metastasis a través del andlisis de imagenes de pulmones de ratones de control y con miR-
126 KD (figura 1e). Esto reveld un aumento sustancial en el nimero total de nddulos metastasicos en pulmones con
miR-126 KD en relacion con los pulmones de control (13,6+3,2 frente a 4,9+1,8; P = 0,03). Este aumento se observo
para nédulos tanto pequefios como grandes (figura 1e) y reflejé el aumento en el nimero de metastasis en otros
organos (figura 1c). De manera importante, el aumento en el nimero de ndédulos fue mas pronunciado para los
tamafios de ndédulo mas pequefios en relacion con los mas grandes, lo que concuerda principalmente con un
aumento en el inicio de metastasis mas que con un aumento en el crecimiento de la metastasis establecida. Sin
restringirse a la teoria, si el silenciamiento de miR-126 proporciona una ventaja de inicio de metastasis para las
células cuando inicial la metastasis en el nicho metastasico, su induccién en la fase inicial de formacién de
metastasis reducira el numero de ndédulos metastasicos. Para someter esto a prueba, se indujo la expresion de miR-
126 en células de cancer de mama metastasicas (LM2) que mostraban silenciamiento de este miARN usando un
sistema tet-on condicionado. De acuerdo con esto, el restablecimiento de la expresion de miR-126 a células LM2
una vez que se han extravasado en el pulmén (dia 3) redujo significativamente la colonizacion metastasica (figura
1f). Por tanto, el restablecimiento de la expresion de miR-126 en esta fase temprana de inicio de metastasis en el
nicho redujo significativamente el nUmero de nddulos metastasicos visualizados en el dia 49.

Los hallazgos anteriores demostraron que el silenciamiento de miR-126 potencia la eficacia de formacion de
metastasis que conduce a un mayor numero de metastasis. Los hallazgos revelaron por tanto que miR-126
enddgeno es un supresor del inicio metastasico y la colonizacion metastasica.

EJEMPLO 3: miR-126 suprime el reclutamiento endotelial metastasico por células de cancer de mama

Los hallazgos anteriores sugieren que el silenciamiento de miR-126 puede dar a las células metastasicas y a la
metastasis incipiente una ventaja durante la colonizacion metastasica. Aunque se considerar la base de esta
ventaja, se observo que las metastasis con silenciamiento de miR-126 mostraban densidades de vasos superiores
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en visualizacién microscépica de cortes tisulares de pulmén con H&E. Para cuantificar esto, se realizd co-
inmunotincion para vimentina humana, que marca células de cancer de mama MDA-231, y el marcador endotelial
MECA-32, que permitia cuantificar la densidad endotelial dentro de nédulos metastasicos en pulmones de ratones a
los que se inyectaron o bien células de cancer de mama de control o con miR-126 KD. El analisis de imagenes y la
cuantificacion revelaron que las metastasis derivadas de células miR-126 KD tenian una densidad endotelial
significativamente suprior (figura 2a; aumento del 35 %; P= 0,02).

Para determinar si la densidad endotelial potenciada en metastasis de miR-126 KD representa vasos funcionales, se
inyecto lectina de unién a azucar en la circulacion de ratones antes de las extracciones de pulmon, y posteriormente
se tifieron para determinar la lectina inyectada. La citoquimica de lectina reveld que la metastasis de silenciamiento
de miR-126 aumento la densidad de vasos sanguineos funcionales (figura 2b; aumento del 33 %; P = 0,001).

Finalmente, se buscé determinar si miR-126 regula la perfusion hemodinamica a metastasis a través de perfusion
intravenosa y posterior visualizacion de dextrano de bajo peso molecular (1 x 10* kDa). De hecho, la metastasis de
miR-126 KD presenté una perfusion significativamente aumentada en relaciéon con la metastasis de control (figura 8;
P =0,02).

Por tanto, estos métodos independientes y complementarios revelan que miR-126 suprime la perfusion y la
angiogénesis metastasica funcional in vivo. Estos hallazgos estan de acuerdo con el silenciamiento de miR-126 da a
las metastasis una ventaja selectiva en la progresion angiogénica.

EJEMPLO 4: mir-126 suprime el reclutamiento endotelial en cancer in vitro

En este ejemplo, se buscd determinar la base celular para el fenotipo de angiogénesis dependiente de miR-126
observado.

Se analizé la capacidad de miR-126 para regular diversas interacciones endoteliales del cancer tales como adhesion
endotelial, proliferacion endotelial y formacion de tubos en células LM2 metastasicas (derivadas originalmente de la
poblacion MDA-231 escasamente metastasica, Minn, A. J. et al., Nature 436 (7050), 518 (2005)) en cocultivo con
células endoteliales de vena umbilical humana (HUVEC). El restablecimiento de la expresion de miR-126 a células
LM2, que muestran silenciamiento de miR-126, no suprimié la adhesion de las células metastasicas a células
endoteliales (figura 2c), la proliferacion de células endoteliales (figura 2d) o la formacién de tubos tal como se evalia
mediante cuantificacion automatizada de puntos de ramificacion (figura 2e). De acuerdo con esto, la inhibicion de
miR-126 en células MDA-231 tampoco no potencio estos fenotipos angiogénicos (figuras 9a-c).

Se investigo6 el papel de miR-126 en la regulacién del reclutamiento de células endoteliales a células metastasicas.
Células LM2 metastasicas colocadas en el fondo de una camara de Boyden reclutaron fuertemente HUVEC a través
de un inserto Transwell poroso y presentaron una capacidad significativamente potenciada para reclutar endotelios
en comparacion con su linea parental escasamente metastasica (figura 2f). El reclutamiento endotelial por células
metastasicas se inhibié fuertemente (reduccion del 47 %) por la sobreexpresion de miR-126 (figura 2g). A la inversa,
el silenciamiento de miR-126 en la poblacion MDA-231 parental escasamente metastasica aumentd
significativamente el reclutamiento endotelial (aumento del 146 %; figura 2g). La linea CN34LM1a, un derivado de
pulmén altamente metastasico que se obtuvo previamente a través de seleccion in vivo de la poblacion maligna
primaria CN34 (Tavazoie et al., Nature 451 (7175), 147 (2008)) (una poblacién maligna primaria independiente
obtenida del liquido pleural de una paciente con cancer de mama metastasico Gupta et al., Nature 446 (7137), 765
(2007)), también presentd capacidad de reclutamiento endotelial significativamente potenciada en comparaciéon con
su linea parental escasamente metastasica (figura 2h). Ambos experimentos de ganancia de funcién y pérdida de
funcién revelaron que miR-126 también suprime significativamente el reclutamiento endotelial por la poblacion de
CN34 (figura 2i). Los hallazgos revelaron que la capacidad de reclutamiento endotelial potenciada era una
caracteristica clave de las poblaciones con cancer de mama metastasico e identificaron miR-126 endégeno como un
regulador principal de este proceso.

A continuacion, se buscé determinar si miR-126 enddgeno puede regular selectivamente el reclutamiento endotelial
a células de cancer de mama independientemente de su ubicacion. Por tanto, se implantaron células de cancer de
mama metastasicas que expresaban una horquilla de control o que sobreexpresaban miR-126 en los paniculos
adiposos mamarios de ratones. Las células metastasicas, que presentan expresion de miR-126 silenciada,
presentaron densidad de vasos superior en la glandula mamaria en relaciéon con las células escasamente
metastasicas. El reclutamiento endotelial a células metastasicas en el paniculo adiposo mamario se inhibié por la
expresion de miR-126 (figura 2j), mientras que el silenciamiento de miR-126 en células escasamente metastasicas
aumento significativamente el reclutamiento endotelial a y el contenido en vasos funcionales de tumores de mama
en crecimiento en paniculos adiposos mamarios tal como se determina por tincién con meca-32 (figura 2j) y tincion
con lectina (figura 10a), respectivamente. Este efecto del reclutamiento fue selectivo para células endoteliales ya que
el silenciamiento de miR-126 no aumenté la densidad de leucocitos (figura 10b) o la densidad de macrofagos (figura
16c¢) en tumores mamarios.

Los hallazgos anteriores revelaron que miR-126 regula selectivamente el reclutamiento endotelial a células de
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cancer de mama independientemente de su ubicacion anatémica.

EJEMPLO 5: El requlén de mir-126 promueve el reclutamiento endotelial

En este ejemplo, se realizé una investigacion sistematica para identificar las dianas moleculares de miR-126 que
median el reclutamiento endotelial y la colonizacion metastasica. Especificamente, se realizd analisis de
transcriptomas de células LM2 que sobreexpresan miR-126 y se compararon alteraciones de transcrito global en
células MDA-231 escasamente metastasicas y células LM2 altamente metastasicas.

Sin restringirse a la teoria, se lanz6 la hipétesis de que, dado el papel de miR-126 en inhibir la metastasis, los
mediadores biolégicos de miR-126 presentan una expresion aumentada en células metastasicas y de que se
suprimirian por este miARN. Se identificé un conjunto de 23 genes ya que se suprimieron tras la sobreexpresion de
miR-126 (>1,6 veces; figura 11; tabla 4), y se regularon por incremento (>1,4 veces) en células metastasicas en
relacion con la linea parental de MDA-231 (figura 11).

De estos genes, se validdé que 14 habian cambiado significativamente mediante PCR cuantitativa en tiempo real
(qPCR) de células MDA-231 control y miR-126KD asi como células LM2 control y células que sobreexpresaban miR-
126. Para aumentar adicionalmente la confianza de esta lista, se sometié a prueba la expresion de estos genes en
los derivados metastasicos de la linea CN34 independiente, y se identificd que 8 genes presentaban una expresion
significativamente aumentada en mdltiples derivados de CN34 metastasicos en relacion con su linea parental (figura
3a).

La contribuciéon de estos 8 genes a la metastasis humana se comprobd determinando si su sobreexpresiéon en
canceres de mama humanos primarios se correlaciona con la supervivencia libre de metastasis distal. Era
significativamente mas probable que las pacientes cuyos canceres de mama primarios presentaban sobreexpresion
desarrollaran metastasis distal y experimentaran una supervivencia libre de metastasis mas corta que aquellas
cuyos canceres no sobreexpresaban estos genes (figura 3b-d). Esta asociacion presentd significacion en las
cohortes UCSF (n=117; P < 0,0165), NKI (n=295; P < 0,0005) y las cohortes combinadas MSK/NKI/UCSF (n=494; P
< 0,0004). Por tanto, miR-126 suprimio la expresion de un conjunto de ocho genes que estaban correlacionados
positiva y fuertemente con recidiva metastasica humana.

A continuacion, se llevaron a cabo ensayos para identificar las dianas directas de miR-126. Para este fin, se
clonaron las regiones no traducidas en 3’ (3’-UTR) y las secuencias codificantes (CDS) de los ocho genes regulados
de miR-126 y se usaron para generar constructos de fusion de luciferasa. Ensayos de indicador de luciferasa con
este conjunto completo revelaron que miR-126 regula la expresién de IGFBP2 y MERTK a través de interacciones
con sus 3-UTR y PITPNC1 y SHMT2 a través de interacciones con sus regiones codificantes ya que el
silenciamiento de miR-126 endogeno en células MDA-231 potenciaba la expresion de estos genes de fusion de
luciferasa (figura 3e y figura 12). La mutacién de secuencias complementarias de miR-126 en las 3'-UTR de IGFBP2
y MERTK anularon la regulacion mediada por miR-126 de la expresion de luciferasa (figura 3f), mientras que la
mutacion de las CDS de PIPNC1 y SHMT2 anularon la seleccién como diana mediada por miARN (figura 3f).

Tabla 4. Reduccion en veces por miR-126 en células LM2

Nombre del gen |Veces |Nombre delgen |Veces |Nombre delgen |Veces |Nombre delgen |Veces
GDF15 -4,15 |CTAGE5 -1,93 | PRKAR1A -1,80 |KIAAQ746 -1,71
RARA -3,563 |CDA -1,93 | CHAC1 -1,80 |PADI4 -1,71
P8 -2,98 |FLJ46385 -1,92 |SCD -1,80 |BEX2 -1,71
RPS6KA2 -2,54 |RALGPS2 -1,92 | PCK2 -1,80 |TAF13 -1,70
C200rf100 -2,47 |BDNFOS -1,91 | CDC42BPB -1,79 |KLF4 -1,70
C120rf39 -2,38 | MBNL1 -1,91 | DSCR1 -1,79 |DLG1 -1,70
HERPUD1 -2,37 | MKX -1,91 | TCF7L2 -1,79 | DDEFL1 -1,70
CTH -2,36 | LPIN1 -1,90 |TNRC6C -1,79 | MID1IP1 -1,70
LOC23117 -2,35 |DNAJB9 -1,90 | TncRNA -1,78 | LOC124220 -1,70
LOC23117 -2,35 | TncRNA -1,90 |CLDN23 -1,78 | C100rf58 -1,70
ASNS -2,35 |BCL2L1 -1,90 |GPR153 -1,78 |CDKN1C -1,70
RGC32 -2,33 |DNAJB9 -1,90 |KRTHA4 -1,78 |DTX3 -1,70
CTH -2,33 |ENTH -1,89 |SCD -1,78 |SETD5 -1,70
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Nombre del gen |Veces |Nombre delgen |Veces |Nombre delgen |Veces |Nombre delgen |Veces
NRP1 -2,28 | S100A5 -1,89 | VIPR1 -1,78 | SLC7A11 -1,69
RIT1 -2,26 |CST4 -1,89 |SLC1A4 -1,77 | WSB1 -1,69
HMGA1 -2,24 | TRIB3 -1,89 | PNPLA3 -1,77 | KIAA1618 -1,69
DDIT3 -2,20 |PHLDA1 -1,89 | PPP1R11 -1,77 |PYGB -1,69
MBNL1 -2,20 |RGNEF -1,89 |CFLAR -1,77 | CSNK1A1 -1,69
SUPT6H -2,16 |GFPT1 -1,88 | NSF -1,77 | THBD -1,68
LPIN1 -2,15 | TMTC2 -1,88 | ABHD4 -1,77 | CG012 -1,68
ZNF451 -2,12 | TPARL -1,87 | SOCS2 -1,77 |DDX17 -1,68
THBD -2,10 |INHBB -1,87 | TACSTD2 -1,76 |BGLAP -1,68
ITGB4 -2,10 |FASN -1,87 | SESN2 -1,76 | MAGI1 -1,68
BHLHB8 -2,09 |CALB2 -1,86 | CTNNB1 -1,76  |WARS -1,68
SLCO4C1 -2,09 |IGFBP2 -1,86 | MAP1LC3B -1,76 | LOC283050 -1,68
AFF4 -2,07 | SLC6A9 -1,86 |LOC165186 -1,76  |AQP3 -1,68
ATP6VOD2 -2,05 |PLAT -1,86 | FLJ20054 -1,75 | LOC400581 -1,68
KRT19 -2,05 |SIN3B -1,86 | ZNF69 -1,74 | CILN2 -1,68
SMAD3 -2,04 | S100A6 -1,85 | TNFSF4 -1,74 | CD97 -1,68
ARHGAP5 -2,04 |WSB1 -1,85 | LOC441453 -1,74 | CNTNAP3 -1,67
DNAJB9 -2,04 |C200rf18 -1,85 | MARS -1,74 |PDE2A -1,67
ATF3 -2,03 |HMGCSH1 -1,85 |LOC647135 -1,74 | AOF1 -1,67
LOC440092 -2,03 | MBNL1 -1,85 |ACSL3 -1,74 |IDS -1,67
RIT1 -2,03 | MBNL1 -1,85 |SCD -1,74 | SCD -1,67
ZNF499 -2,02 |WHSC1L1 -1,85 | SERINC2 -1,73 | SHMT2 -1,67
ATXN1 -2,02 |NCF2 -1,85 | ZCCHC7 -1,73 |RNF10 -1,67
CST6 -2,01 |MERTK -1,84 | ETNK1 -1,73 |CRLF3 -1,67
WBP2 -2,00 |PFAAP5 -1,84 | CHRM3 -1,73 | PSAT1 -1,67
ZFAND3 -2,00 |RTN4 -1,83 | DCAMKL1 -1,73 |FNBP1 -1,67
FLJ38717 -1,99 |LARPS6 -1,83 | C200rf119 -1,73 | LOC554203 -1,66
LOC158160 -1,99 |TRIB3 -1,83 |CDKN1C -1,73 |MYADM -1,66
PITPNC1 -1,99 |RAB37 -1,83 | CXorf33 -1,72 | ATXN1 -1,66
JMJD1C -1,99 |LOC399959 -1,83 | LPIN1 -1,72 |CA12 -1,66
PRO2852 -1,98 |SYTL1 -1,82 |GEM -1,72 | SF3B4 -1,66
AGR2 -1,97 | SDF2L1 -1,82 | KIAAQ746 -1,72 |KHDRBS1 -1,66
SLC7A5 -1,94 |RPH3AL -1,82 | LOC115648 -1,72 |EGFR -1,66
NSF -1,94 | OGDH -1,82 | TIA1 -1,72 |FRMD5 -1,65
BCL2L1 -1,94 |CDIL -1,81  |FLJ10120 -1,71 | ZNF252 -1,65
KIAA1267 -1,93 |RHOQ -1,81 | DUSP5 -1,71  |FNBP1 -1,65
NT5C2 -1,93 |ITGB4 -1,81 | RNF12 -1,71 | TNKS2 -1,65
C9orf3 -1,65 |C140rf118 -1,61

AOF1 -1,65 |PIAS1 -1,61
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Nombre del gen |Veces |Nombre delgen |Veces |Nombre delgen |Veces |Nombre delgen |Veces
PDP2 -1,65 |PXN -1,61
MLLT10 -1,65 |C140rf118 -1,61
WIRE -1,65 |PIAS1 -1,61
ATXN1 -1,65 |FLJ43663 -1,65
WARS -1,65 |S0S2 -1,61
RAB5B -1,64 |FLJ43663 -1,60
SQLE -1,64 |HCRP1 -1,60
SCNN1A -1,64 |LOC646916 -1,60
C14o0rf78 -1,64 |NUP43 -1,60
SHMT2 -1,63 |PEBP1 -1,60
PSCD3 -1,63 | FLJ23556 -1,60
LOC643998 -1,63 |NRP1 -1,60
PHGDH -1,63 |JUP -1,60
HEXA -1,63

CDRT4 -1,63

ACTN4 -1,63

C6orf155 -1,63

EXT1 -1,63

JDP2 -1,63

LSS -1,63

PITPNC1 -1,63

C200rf18 -1,63

CLDN7 -1,63

NPC1 -1,62

IDH1 -1,62

THBD -1,62

GSTM4 -1,62

ATP5C1 -1,62

PMM1 -1,62

C9orf5 -1,62

COL8A2 -1,62

CST1 -1,62

MAGI1 -1,62

G6PD -1,62

FOSL1 -1,61

RASD1 -1,61

PITX1 -1,61

P2RY2 -1,61

HYOU1 -1,61
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Nombre del gen |Veces |Nombre delgen |Veces |Nombre delgen |Veces |Nombre delgen |Veces
CSF2RA -1,61
SLC16A4 -1,61
SQLE -1,61
EFHD2 -1,61
ABCB9 -1,61
SYDE1 -1,61
MAGI1 -1,61
SLC7A11 -1,61
HSPA5 -1,61

Por tanto, la proteina de unién, proteina de unién a IGF 2, la cinasa receptora MERTK, la proteina de transferencia
de fosfatidilinositol PITPNC1 y la enzima hidroximetiltranferasa SHMT2 comprenden un conjunto de dianas directas
de miR-126 en cancer de mama humano.

EJEMPLO 6: IGFBP2, PITPNC1 y MERTK promueven el reclutamiento endotelial y la metastasis

En este ejemplo, se llevaron a cabo ensayos para examinar si cualquiera de los genes diana de miR-126 regula el
reclutamiento de células endoteliales por células cancerosas. De estos cuatro genes, el silenciamiento de IGFBP2,
MERTK o PITPNC1 usando horquillas cortas independientes suprime significativamente la capacidad de las células
LM2 metastasicas para reclutar células endoteliales (figura 4a y figura 13). De manera importante, el silenciamiento
de estos genes no dio como resultado una disminucion significativa en la proliferacion celular (figura 14).

Dados los efectos robustos de los genes diana de miR-126 sobre el reclutamiento endotelial, se examind si los
niveles de expresion de estos genes se correlacionan individualmente con la propension metastasica de canceres
humanos. Se analizaron por tanto los niveles de expresion de cada uno de estos genes a través de qPCR en un
conjunto completamente independiente de 96 canceres de mama humanos para los que estaban disponibles ADNc.

Las pacientes con canceres de mama en estadio Ill y estadio IV presentan diseminacion metastasica local y
metastasis distales, respectivamente, y comprenden colectivamente las que desarrollan recidiva distal a tasas
mucho mayores que las pacientes en los estadios | y Il. Resulta interesante que los niveles de expresion de IGFBP2
(P < 0,0003), MERTK (P < 0,002) y PITPNC1 (P < 0,004) estaban significativamente aumentados de manera
individual en los canceres primarios de pacientes en los estadios Il y IV en relacion con pacientes en los estadios | 'y
Il (figura 4b). Dado el requisito para reclutamiento endotelial por células metastasicas, asi como su seleccion como
diana directa por miR-126, se buscé determinar si se requiere cualquiera de los genes diana de miR-126 para la
colonizacién metastasica.

Se encontré que, de manera importante, el silenciamiento de IGFBP2 usando horquillas cortas independientes
suprimié significativamente la colonizacion al pulmén (sh4 (donde sh es la forma siglada de short hairpin: horquilla
corta): 10 veces; sha: 6,25 veces; figura 4c). Ademas, el silenciamiento de PITPNC1 y MERTK también inhibié
fuertemente la colonizacion metastasica (PITPNC1sh+: 7,69 veces; PITPNC1shy: 4,55 veces, figura 4d; MERTKsh:
3,91 veces; MERTK1sh,: 3,08 veces, figura 4e). Las secuencias de ARNhc usadas se enumeran en la tabla 5 a
continuacion.

Estos hallazgos revelaron que se requieren individualmente cada uno los genes diana directos de miR-126 IGFBP2,
PITPNC1 y MERTK para el reclutamiento endotelial y la colonizacion metastasica y que se correlacionan
individualmente en la expresion con la evolucién metastasica humana.

Tabla 5. Secuencias de ARNhc

Gen Secuencia
CCGGCCAGTTCTGACACACGTATTTCTCGAGAAATACGTGTGTCAGAACTGGTTTTT
IGFBP2_sh1 -
(SEQ ID NO: 1)
CCGGCAGGTTGCAGACAATGGCGATCTCGAGATCGCCATTGTCTGCAACCTGTTTTT
IGFBP2_sh2 -
(SEQ ID NO: 2)
CCGGGCTTCTGGTCTTGATGTATTTCTCGAGAAATACATCAAGACCAGAAGCTTTTT
MERTK_sh1 (SEQ ID NO: 3)
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Gen Secuencia
CCGGCCTGCATACTTACTTACTTTACTCGAGTAAAGTAAGTAAGTATGCAGGTTTTT
MERTK sh2 2
- (SEQ ID NO: 4)
CCGGCGGGTGTATCTCAACAGCAAACTCGAGTTTGCTGTTGAGATACACCCGTTTTTG
PITPNC1_sh1 ;
(SEQ ID NO: 5)
CCGGCAATGGATGAAGTCCGAGAATCTCGAGATTCTCGGACTTCATCCATTGTTTTTG
PITPNC1_sh2 (SEQ ID NO: 6)

SHMT2sh (sh:
forma siglada de CCGGCCGGAGAGTTGTGGACTTTATCTCGAGATAAAGTCCACAACTCTCCGGTTTTTG
short hairpin, (SEQID NO: 7)

horquilla corta)

Controlsh (sh:
forma siglada de CCGGCAACAAGATGAAGAGCACCAACTC-GAGTTGGTGCTCTTCATCTTGTTGTTTTT
short hairpin, (SEQ ID NO: 8)

horquilla corta)

EJEMPLO 7: IGFBP2 media el reclutamiento a través de la activacion de IGF1/IGF1R de células endoteliales

De las dianas de miR-126, IGFBP2 es un factor secretado y, como tal, dispuesto para mediar la comunicacion
intercelular entre células de cancer metastasicas y células endoteliales. Por tanto, se examiné si las células
metastasicas secretan niveles aumentados de IGFBP2. Se encontré que, de hecho, los analisis de ELISA revelaron
que las células LM2 metastasicas secretan niveles 2,1 veces superiores de este factor que la linea parental MDA-
231 escasamente metastasica (figura 5a).

Los miembros de la familia de IGFBP ejercen sus efectos interaccionando con diversos factores de crecimiento de
tipo insulina (IGF) y modulan su unién a receptores de IGF (Baxter, R. C., Horm Res 42 (4-5), 140 (1994) y Jones, J.
I. et al. Endocr Rev 16 (1), 3 (1995). Para determinar si el reclutamiento endotelial metastasico esta mediado a
través de IGFBP2 secretada, se inhibié la unién de IGFBP2 a IGF por medio de la incubaciéon con anticuerpo
neutralizante contra IGFBP2.

Se encontré que la inhibiciéon mediada por anticuerpos de IGFBP2 en un ensayo de reclutamiento Transwell inhibio
significativamente el reclutamiento endotelial celular metastasicos hasta niveles comparables a los obtenidos con la
sobreexpresion de miR-126 (figura 5b) y también evitd el reclutamiento dependiente de miR-126 (figura 5b). Por
tanto, este efecto fue especifico para la ruta de miR-126/IGFBP2, ya que la inhibiciéon del reclutamiento endotelial
por el anticuerpo contra IGFBP2 se ocluy6 con la sobreexpresion de miR-126 (figura 5b). La inhibicién mediada por
anticuerpos de IGFBP2 también suprimié el reclutamiento endotelial por el derivado de CNLM1A de la linea maligna
CN34 independiente y dio como resultado una reduccién estadisticamente significativa en el reclutamiento endotelial
dependiente de miR-126 (figura 5c). Estos hallazgos revelaron que IGFBP2 secretada es un mediador de la
sefalizacion intercelular para el reclutamiento endotelial dependiente de miR-126 por células metastasicas.

Se sabia que IGFBP2 se une tanto a IGF1 como IGF2 en el espacio extracelular y modulan su actividad de
sefalizacion (Jones, J. I. et al. Endocr Rev 16 (1), 3 (1995); Arai, T., et al. Endocrinology 137 (11), 4571 (1996);
Rajaram, S., et al. Endocr Rev 18 (6), 801 (1997); y Hoflich, A. et al., FEBS Lett 434 (3), 329 (1998)). Para
determinar que IGF media el reclutamiento endotelial dependiente de miR-126, se trataron las células con
anticuerpos bloqueantes contra IGF1, IGF2, o con control con inmunoglobulina. La inhibicion mediada por
anticuerpos de IGF1, pero no de IGF2, redujo significativamente el reclutamiento endotelial que resulta del
silenciamiento de miR-126 (figura 5d).

A continuacion, se buscé determinar el receptor a través del cual se estda mediando el reclutamiento endotelial
dependiente de miR-126. La inhibicion del receptor de IGF de tipo 1 (IGF1R) mediante incubacion con anticuerpos
bloqueantes contra IGF1R redujo significativamente el reclutamiento que resulta del silenciamiento de miR-126,
mientras que la neutralizaciéon de IGF2R no tuvo efecto (figura 5e). Estos hallazgos demostraron que la ruta de miR-
126/IGFBP2/IGF1 activa IGF1R en células endoteliales.

Para asegurarse de que el reclutamiento dependiente de miR-126 estaba mediado a través de IGF1R en células
endoteliales (en lugar de en células cancerosas) se preincubaron células endoteliales HUVEC o cancerosas con el
anticuerpo contra IGF1R antes del ensayo de reclutamiento endotelial. Esto revel6é que sélo la preincubacién con el
anticuerpo contra IGF1R de células endoteliales inhibi6 el reclutamiento endotelial mediado por miR-126 ya que no
hubo efecto sobre el reclutamiento con la preincubacién con las células cancerosas (figura 5f).

Los hallazgos anteriores estan de acuerdo con el reclutamiento endotelial metastasico que resulta de la secrecion de
IGFBP2 de gen diana de miR-126, que se une a IGF1 en el espacio extracelular y potencia la activacién dependiente
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de IGF1 del receptor de IGF1 en células endoteliales. La activacion de IGF1R potenciada en células endoteliales
estimula a su vez la migracion endotelial hacia las células de cancer de mama metastasicas. De acuerdo con este
modelo, fue suficiente la proteina IGFBP2 recombinante, de un modo dependiente de la dosis, para promover la
quimiotaxia endotelial (figura 5g) y la migracion (figura 15) de una manera dependiente de IGF1R.

EJEMPLO 8: MERTK media el reclutamiento a través de GAS6

En este ejemplo, se llevaron a cabo ensayos para investigar los mecanismos por los que los otros genes diana de
miR-126 PTTPNC1 y MERTK median el reclutamiento endotelial.

Dada la identificacion de IGFBP2 como un factor dependiente de miR-126 secretado que media este fenotipo, se
investigo el papel de PITPNC1 o MERTK en la regulacién de la secrecion de este factor de las células cancerosas.
Se encontré que el silenciamiento de PITPNC1 usando horquillas independientes reducia la secrecion de IGFBP2 de
células de cancer de mama (figura 6a), de acuerdo con la regulacion por PITPNC1 del reclutamiento endotelial que
esta mediado en parte a través de regulacion positiva de la secrecion de IGFBP2. Sin embargo, el silenciamiento de
MERTK no condujo a secrecion de IGFBP2 disminuida, lo que sugiere una ruta independiente de IGFBP2 por la que
este gen diana de miR-126 media el reclutamiento.

Para determinar el mecanismo por el que el receptor de MERTK media el reclutamiento, se llevaron a cabo ensayos
para someter a prueba el impacto de su ligando soluble GAS6 sobre el reclutamiento endotelial mediado por cancer.
La adicion de GAS6 recombinante al sistema de cocultivo, a la concentracion fisiolégica encontrada en el suero
humano (Balogh, I. et al., Arterioscler Thromb Vasc Biol 25 (6), 1280 (2005)) redujo potencialmente el reclutamiento
dependiente de miR-126 (figura 6b), lo que sugiere que GAS6 actia como inhibidor del reclutamiento endotelial. El
receptor de MERTK existe tanto en formas unidas a membrana como solubles, donde se ha escindido el dominio
extracelular y por tanto se cree generalmente que actia como un receptor sefiuelo para regular negativamente la
activacion del receptor de MERTK en células que lo expresan (Sather, S. et al., Blood (3), 1026 (2007). Se detecto
MERTK soluble en medios acondicionados de células MDA-MB-231 (figura 16). Sin restringirse a la teoria, MERTK
soluble liberada de células cancerosas puede promover el reclutamiento endotelial a través de la unién e inhibicion
de GASG6. De acuerdo con esto, la adicion de la forma soluble recombinante del dominio extracelular de MERTK
(MerFc) suprimi6 la inhibicion mediada por GAS6 exdgeno asi como sérico del reclutamiento endotelial por células
cancerosas (figura 6b). De manera importante, ese efecto fue dependiente de miR-126 (figura 6b). Estos hallazgos
sugieren que MERTK secretada de células metastasicas actua como un receptor sefiuelo para GAS6, reduciendo de
ese modo los efectos supresores de GAS6 en el reclutamiento de células endoteliales. A continuacién, se enumeran
secuencias de aminoacidos de tres isoformas de GAS6.

Isoforma 1

MAPSLSPGPAALRRAPOLLLLLLAARCALAALLPAREATQFLRPRORRAFOVEFEEAKQGH
LERECVEELCSREEAREVFENDPETDYFYPRYLDCINKEYG3PYTENSGFATCVONLEPDQC
TPHNPCDREGTQACODLMGNFFCLCKAGWGGRLCDEDVNEC SQENGGCLOICHNKPGSFHC
SCHSGFELSSDGRTCQDIDECADSEACGEARCKNLPGSYSCLCDEGFAY SSQEKACRDVD
ECLOGRCEQVCVNSPGSYTCHCDGRGGLELSODMDTCEDI LPCVEF SVAKSVESLYLGEM
FSGTPVIRLRFKRLOPTRLVAEFDFRTFDPEGI LLFAGGHODSTWIVLALRAGRLELQLR
YHNGVGRVTSSGPVINHGMWOTISVEELARNLYVIKVNRDAVMKIAVAGDLFOPERGLYHLN
LTVGGIPFHEEDLVQPINPRLDGCHMRSWNWLNGEDTTIQETVEVNTRMQCFSVTERGSEY
PGSGPAFYSLDYMRTPLDVGTESTWEVEVVAHIRPAADTGVLFPALWAPDLRAVPLSVALY
DYHSTEKLKEQLVVLAVEHTALATME IKVCDGQEHVVTVSLRDGEATLEVDGTRGOSEVS
ARQLOERLAVLERHLRSPVLTFAGGLPDVPVTSAPVTAFYRGCMTLEVNRRLLDLDEAAY
KHSDITAHSCPPVEPAAR

Isoforma 2

MDTCEDILPCVPESVAKSVESLYLGRMFSGTPVIRLEFERLOPTRLVAEFDFRTFDPEGI
LLFAGGHQDITWIVLALRAGRLELOLRYNGVGEVT3SGPVINHGMWOTI SVEELARNLVI
KVNRDAVMKIAVAGDLFOPERGLYHLNLTVGGIPFHEKDLVOPINPRLDGCMRSWNWLNG
EDTTIQETVEVNTRMOCFSVIERGSFYPGSGFAFYSLDYMRTPLDVGTESTWEVEVVART
RPAADTGVLFALWAPDLRAVPLSVALVDYH3TKKLEKKOLVVLAVEHTALALMEIKYVCDGO
EHVVTVSLRDGEATLEVDGTRGOSEVSARQLOERLAVLERHLRSPYVLTFAGGLPDVEVTS
APVTAFYRGCMTLEVNRRLLDLDEAAYKHSDITAHSCPPVEFPARR

Isoforma 3
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MESGTPFVIRLRFKRLOPTRLVAEFDFRTFDPEGI LLFAGGHODSTWIVLALRAGRLELQL
RYNGVGRVTS3GPVINHGMWOTISVEELARNLYVIKVNRDAVMKIAVAGDLFOPERGLYHL
NLTVGGIFPFHEEDLVQPINFRLDGCMESWNWLNGEDT TIQETVEVNTRMQCFSVTERGSE
YPGSGFAFYSLDYMRTPLDVGTESTWEVEVVAHIRPAADTGYLFALWAPDLRAVPLSVAL
VDYHSTEKLEKQLVVLAVEHTALALME IKVCDGOEHVVTVSLRDGEATLEVDGTRGOSEV
SARQLOERLAVLERHLRSPVLTFAGGLPDVEPVTSAPVTAFYRGCMTLEVNRRLLDLDEAA
YKHSDITAHSCPPVEPAAR

Para determinar si las formas recombinantes de IGFBP2 y MERTK, que se expresan por células metastasicas, y
GASB6, que esta presente en el suero humano, son suficientes para regular la quimiotaxia endotelial, se realizaron
ensayos quimiotacticos Transwell para cuantificar la migracion quimiotactica migracion de células endoteliales hacia
estos factores. GAS6 recombinante a dosis fisiolégicas bajas inhibid la quimiotaxia endotelial hacia IGFBP2
recombinante (figura 6¢). De manera importante, el ectodominio de MERTK soluble recombinante anul6 el efecto
supresor de GAS6 sobre la quimiotaxia endotelial (figura 6c¢). La preincubacion de células endoteliales con GAS6 no
afectd a la migracion endotelial, lo que sugiere que GAS6 inhibe la migracion quimiotactica. Estos hallazgos revelan
que IGFBP2 media una sefial migratoria y quimiotactica positiva para células endoteliales a través del receptor de
IGF tipo 1 receptor, mientras que el receptor de MERTK soluble antagoniza con una sefial quimiotactica inhibidora
mediada por GAS6.

Dados los papeles de IGFPB2, PITPNC1 y MERTK en el reclutamiento endotelial in vitro y la colonizacion
metastasica in vivo, se llevaron a cabo ensayos para examinar si estos genes regulan el reclutamiento endotelial in
vivo. Para este fin, se realizé tincion con MECA-32 en pulmones de ratones a los que se inyectaron células de
cancer de mama de control y silenciamiento para cuantificar el reclutamiento endotelial in vivo tal como se mide
mediante densidad de vasos metastasicos. La inhibicion de IGFPB2, PITPNC1 y MERTK individualmente usando
horquillas cortas independientes redujo significativamente la densidad endotelial metastasico (figura 6d; P < 0,0001 y
P = 0,002 para shiIGFBP2, P = 0,01 y P = 0,02 para shPITPNC1, y P < 0,0001 y P = 0,005 para shMERTK).
Adicionalmente, la perfusién de lectina y la citoquimica revelaron también una reduccion significativa en el contenido
de vasos metastasicos funcionales (figura 17). Por tanto, se requieren individualmente los genes diana de miR-126
IGFBP2, PITPNC1 y MERTK para el reclutamiento endotelial metastasico in vivo.

Los hallazgos anteriores, que comprenden ensayos in vitro asi como analisis in vivo tanto de reclutamiento endotelial
mediado por células de cancer como de reclutamiento mediado por proteinas recombinantes, demostraron que
IGFBP2 y MERTK expresados en cancer son necesarios y bastan para mediar el reclutamiento endotelial y
transmiten rutas paralelas que emanan de células de cancer metastasicas (figura 6e).

EJEMPLO 9. Regulén de miARN que media angiogénesis metastasica

Los hallazgos descritos anteriormente revelaron que un miARN expresado en células cancerosas puede regular de
manera auténoma no celular el complejo proceso de perfusion vascular y reclutamiento endotelial metastasicos a
través de la regulacion coordinada de IGFBP2, MERTK y PITPNC 1 (un conjunto novedoso de genes de
angiogénesis y metastasis).

Se encontrd que la expresion aumentada de estos genes de angiogénesis metastasica dota a células de cancer de
mama altamente metastasicas de capacidad de reclutamiento endotelial potenciada en relaciéon con células
escasamente metastasicas. Las células metastasicas que sobreexpresan estos genes pueden establecer mas
facilmente los vasos sanguineos necesarios para la colonizacion eficaz. Aunque se demostro la necesidad de estos
tres genes en el reclutamiento endotelial metastasico, uno de ellos, es decir, IGFBP2 secretada, es un mediador
transcelular de este fenotipo.

Adicionalmente, se descubrié la ruta de sefializaciéon de IGF1 (modulada por IGFBP2 secretada de células
cancerosas y que culmina en la activacién de IGF1R en células endoteliales) como mediator del reclutamiento
endotelial de células metastasicas y se ha identificado miR-126 en células cancerosas como regulador de esta ruta.
Aunque se han notificado los papeles de IGF1 y IGF2 en el crecimiento celular y de organismos (Laviola, L., et al.
Curr Pharm Des 13 (7), 663 (2007) y Varela-Nieto, I., et al. Curr Pharm Des 13 (7), 687 (2007).), la expresion ubicua
de estos factores de crecimiento y sus receptores en diversos tejidos y sus requisitos para fisiologia normal limitan
su aplicacion terapéutica (Varela-Nieto, |., et al. Curr Pharm Des 13 (7), 687 (2007)).

IGFBP2 es uno de los 16 miembros de la familia de IGFBP; véase Schmid, C., Cell Biol Int 19 (5), 445 (1995); Hwa,
V., et al. Endocr Rev 20 (6), 761 (1999); y Firth, S. M. et al. Endocr Rev 23 (6), 824 (2002). La identificacion de
IGFBP2 como promotor de metastasis, su sobreexpresion en cancer de mama humano metastasico y el efecto
robusto de su inhibicion mediada por anticuerpos en el reclutamiento endotelial por células metastasicas proporciona
un apoyo especifico para la seleccion como diana terapéutica de la ruta de IGF en la evolucién del cancer de mama
la angiogénesis del cancer.

Aunque se identificé IGFBP2 como regulador positivo positive del reclutamiento endotelial a través de su activacion
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de un regulador positive de este proceso (IGF1), también se descubri6 MERTK como promotor de reclutamiento a
través de su inhibicion de un regulador negativo de quimiotaxia endotelial (GAS6). Por tanto, un solo miARN puede
controlar un fenotipo complejo modulando tanto los reguladores positivos como los negativos de un fenédmeno.

Posteriormente a su identificacion como miARN supresor de metastasis, miR-126, que se expresa en desarrollo en
células endoteliales, se seleccioné como diana genéticamente en ratones. Se encontré que la delecion de miR-126
conducia a letalidad embrionaria parcial, pérdida de integridad vascular y hemorragia (Wang, S. et al., Dev Cell 15
(2), 261 (2008).). Por tanto, se encontré6 que miR-126 expresado de manera era un promotor de la angiogénesis en
desarrollo normal en sistemas de ratén y pez cebra (Nicoli, S. et al., Nature 464 (7292), 1196 (2010) y Fish, J. E. et
al., Dev Cell 15 (2), 272 (2008).)

En vista de su papel como promotor de angiogénesis, resulté inesperado que miR-126 también suprimia la
angiogénesis en, por ejemplo, cancer de mama, tal como se da a conocer en el presente documento. Resulté
inesperado que miR-126 pudiera actuar al menos de dos modos diferentes. Por una parte, actia de forma especifica
del tipo celular para suprimir la angiogénesis patoldgica tal como se da a conocer en esta solicitud. Tal como se da a
conocer en esta solicitud, miR-126 suprimia la migracion endotelial patoldgica hacia metastasis. Por otra parte,
mientras esta en desarrollo, la expresion de miR-126 mantiene la integridad de los vasos. De hecho, se demostré
que miR-126 endotelial regula la angiogénesis en desarrollo a través de la seleccion como diana de Spred-1 y
PIK3R2, genes no se regularon significativamente por miR-126 en células de cancer de mama (Wang, S. et al., Dev
Cell 15 (2), 261 (2008) y Fish, J. E. et al., Dev Cell 15 (2), 272 (2008).). Véase la tabla 6. A la inversa, se encontro
que la inhibicion de miR-126 en células endoteliales no potencia el reclutamiento endotelial por células endoteliales
(figura 18) como lo hace en células de cancer de mama. De acuerdo con esto, la inhibicion de miR-126 en células
endoteliales no alteré la expresion de PITPNC1, MERTK o IGFBP2, mientras que aumentd la expresion de las
dianas de miR-126 endoteliales establecidas, SPRED1 y PIK3R2 (figura 19).

Tabla 6
Nombre del gen LM2 miR-126 OE de LM2 Veces
SPRED1 979 851 -1,1030
PIK3R2 2188 1513 -1,2634

EJEMPLO 10. Identificacion de genes o ARN no codificantes que requlan la colonizaciéon de cancer
metastasico de cualquier tejido corporal

Este ejemplo describe dos enfoques para identificar un gen o un ARN no codificante que regula la colonizacion de
cancer metastasico de un tejido corporal

1. Enfoque de Lenti-miR
Transduccion de biblioteca Lenti-miR en células e inyeccion en animales

En este enfoque se uso la biblioteca Lenti-miR (SYSTEM BIOSCIENCES, n.° de catalogo PMIRHPLVAHT-1). Esta
biblioteca consiste en un conjunto de lentivirus que contiene microARN precursores representativos de todo el
genoma humano. Se transdujeron poblaciones parenterales de las lineas celulares SW620 y LS174T (2 x 10°
células) con la biblioteca a una multiplicidad de infeccion (MOI) de 1 para obtener un conjunto heterogéneo de
células parentales con células individuales que sobreexpresan diferentes microARN. Cada precursor de microARN
estaba representado aproximadamente en 50X tras la transduccién. Cuatro dias tras la transduccién, se apart6 la
mitad de las células y se extrajo el ADN gendémico usando el kit DNeasy de Qiagen. Este fue el conjunto de
referencia del ADN gendomico antes de la presion selectiva de colonizacion hepatica. La mitad de la poblacion
restante se inyectd en los higados de ratones NOD/SCID. 3-5 semanas tras la inyeccion, se extrajo el ADN
gendémico de los tumores que se formaron en los higados. Se realizaron transducciones e inyecciones en
repeticiones para ambas lineas celulares.

Identificacion de microARN que modulan la colonizacién hepatica

Se recuperaron precursores de microARN derivados de Lenti-miR de ADN gendmico mediante amplificacion por
PCR en el intervalo linear usando cebadores que contienen el promotor de T7 especificos de biblioteca (cebador
directo: 5-GAAATTAATACGACTCACTATAGGGCCTGGAGACGCCATCCACGCTG-3; cebador inverso: 5"
GATGTGCGCTCTGCCCACTGAC-3’) en el ADN gendmico de referencia y el ADN genémico tumoral. Se realizaron
cuatro reacciones de PCR usando 400 ng de ADN genémico como molde y se reunieron por muestra para garantizar
la representacion adecuada de microARN precursores transducidos.

Los amplicones de PCR resultantes fueron un material compuesto de diferentes microARN precursores con

secuencias de promotor de T7 y se usaron como moldes para la transcripcion in vitro para obtener una biblioteca de
precursores biotinilada. La biblioteca biotinilada obtenida de los tumores y el conjunto de referencia se marcaron con
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Cy3 y Cyb5, respectivamente y se hibridaron con un microalineamiento disefiado para detectar las secuencias de
microARN (Genosensor). Se realizdé un experimento de intercambio de colorante para controlar la diferencia de
colorantes.

Se calcul6 la razon de la abundancia de cada precursor de microARN entre el conjunto de referencia y tras la
presion selectiva durante la colonizacion hepatica tras la normalizacién de la sefial de microalineamiento. Los
microARN quedaron representados en exceso en la poblaciéon tumoral en comparacién con el conjunto de referencia
se consideraron promotores y los microARN que quedaron representados insuficientemente, supresores de la
colonizacién hepatica.

2. Enfoque de Lentiplex
Transduccion de biblioteca Lentiplex en células e inyeccién en animales

En este enfoque se uso la biblioteca de ARNhc de genoma completo Lentiplex (SIGMA-ALDRICH, n. de catalogo
SHPHO1). Esta biblioteca es una biblioteca reunida lentivirus que contiene aproximadamente 150.000 ARNhc que
seleccionan como diana el genoma humano completo, seleccionandose como objetivo cada gen por 3-5 ARNhc
independientes.

Se transdujeron poblaciones parenterales de las lineas celulares SW620, LS174T y WIiDR (2 x 108 células) con la
biblioteca a una MOI de 1, dando como resultado un conjunto poblacién heterogénea, expresando las células
individuales un Unico ARNhc. Se tradujo cada ARNhc a una representacion de aproximadamente 100X. 48 h tras la
transduccion; se seleccionaron las células transducidas con puromicina durante 48 h para retirar las células no
transducidas. Tras la seleccién con antibidticos, se dejé que las células restantes se recuperaran durante una
semana antes de los experimentos posteriores. Se apart6 la mitad de las células seleccionadas y se extrajo el ADN
gendémico. Este fue el conjunto de referencia de ADN gendmico antes de la presion selectiva de la colonizacion
hepatica. La mitad de la poblacion restante se inyecté en los higados de ratones NOD/SCID. 3-5 semanas tras la
inyeccion, se extrajo el ADN gendmico de los tumores que se formaron en los higados. Se realizaron transducciones
e inyecciones en repeticiones para las tres lineas celulares.

Identificacion de genes novedosos que modulan la colonizacién hepatica a través del examen de ARNhc reunido de
genoma completo

Para recuperar un conjunto complejo de secuencias de biblioteca de ARNhc a partir de ADN gendmico, se usé un
enfoque de PCR seguido por secuenciacion masiva Solexa de amplicones de PCR. Se realiz6 amplificacion de PCR
inicial en 500 ng de ADN gendmico usando cebadores (cebador directo: 5-TGGACTATCATATGCTTACCGTAACT-
3’; cebador inverso: 5-AAAGAGGATCTCTGTCCCTGT-3') especificos para el vector viral, seguido por cebadores
con secuencias requeridas para secuenciacion masiva Solexa (cebador directo: 5-AATGATACGGCGACCACCGAG
ATCTACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTGTATTCTTGGCTTTATAT ATCTTGTGGAAAGGAC-3’;
cebador inverso: 5-CAAGCAGAAGACGGCATACG
AGCTCTTCCGATCTGGATGAATACTGCCATTTGTCTCGAGGTCGA-3') para obtener amplicones que contenian las
secuencias de ARNhc. Se realizaron diez reacciones de PCR equivalentes a 5 ug de ADN genémico por cada
conjunto de ADN gendmico y se reunieron los productos para secuenciacion para garantizar la representacion
adecuada de ARNhc.

Los amplicones reunidos representan un material compuesto de secuencias de ARNhc de genoma completo y se
realizd secuenciacion masiva para determinar la representacion de cada especie de ARNhc en el conjunto de
referencia en comparacion con el conjunto amplificado de tumores. Se normalizé el recuento para cada especie de
ARNhc contra el numero total de secuencias obtenidas y se identificaron sus dianas génicas haciéndolas coincidir
con una base de datos de Sigma. Las dianas génicas cuyos ARNhc que quedaron representadas en exceso en el
conjunto tumoral se consideran supresores de la colonizacién hepatica y viceversa. Para explicar efectos no
especificos de silenciamiento de ARNhc, sélo los resultados positivos de dianas génicas identificados por tres o0 mas
“resultados positivos” de ARNhc independientes se consideraron posibles supresores o promotores.

EJEMPLO 11. El anticuerpo monoclonal que neutraliza la funcién de IGFBP2 inhibié el reclutamiento
endotelial por las células de cancer de mama humanas metastasicas.

Este ejemplo demuestra un anticuerpo monoclonal que inhibe el reclutamiento endotelial por células de cancer de
mama metastasicas uniéndose a IGFBP2 e inhibiendo la interaccion (unién) de IGF1 a IGFBP2. Mediante el bloque
de la unién de IGF1 a IGFBP2, este anticuerpo monoclonal puede inhibir el reclutamiento endotelial por las células
de cancer de mama humanas metastasicas. Los métodos usados para generar anticuerpos neutralizantes frente a
IGFBP2 son los conocidos comunmente en la técnica.

En resumen, se inmunizaron ratones con péptido total IGFBP2 recombinante para generar una respuesta de

anticuerpo policlonal. A continuacion, se generaron bibliotecas de hibridomas mediante la fusién de células B
aisladas de los ratones inmunizados a lineas celulares de mieloma. Entonces se aislo el sobrenadante de estos
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hibridomas con el fin de examinar e identificar aquellas células de hibridoma que generan anticuerpos que se unen a
IGFBP2 con alta afinidad, usando ensayos de ELISA competitivos de captura de anticuerpos (figura 20). Una vez
identificados, se examinaron los hibridomas que generan anticuerpos con alta afinidad para IGFBP2 con el fin de
identificar aquellos que generan anticuerpos que pueden inhibir que IGFBP2 se una a IGF1, usando ensayos de
ELISA competitivos de captura de anticuerpos (figura 21). La biblioteca de hibridomas wo6663-1 contenia
anticuerpos que se unen a IGFBP2 para neutralizar la unién de IGF1, sin unién a los otros miembros de la familia de
IGFBP, IGFBP3 e IGFBP4 (figuras 20 y 21). Para aislar células de hibridoma de clones individuales (monoclonales),
se realizé separacion y examen en la biblioteca de hibridomas wo6663-1. Se examinaron 2000 clones de hibridomas
individuales (monoclonales) de esta biblioteca para identificar los que generaban anticuerpos monoclonales que se
unen a IGFBP2 con alta afinidad para neutralizar la unién de IGF1. La tabla en la figura 22 enumera datos del
ensayo competidor de ELISA de captura de anticuerpos de varios anticuerpos monoclonales aislados del examen
anterior, muchos de los cuales tenian afinidad por IGFBP2 y podian inhibir la union de IGF1 a IGFBP2 (figura 22),
incluyendo el anticuerpo monoclonal IGFBP2_14 (M14) (recuadro en lineas discontinuas en la figura 22). Se
examinaron entonces estos anticuerpos monoclonales neutralizantes contra IGFBP2 para identificar los que podian
inhibir el reclutamiento endotelial por células metastasicas usando ensayos de migracion endotelial Transwell. El
anticuerpo monoclonal IGFBP2_M14 (M14) inhibié el reclutamiento endotelial por células de cancer de mama
metastasicas humanas:

Para identificar anticuerpos monoclonales que podrian inhibir el reclutamiento endotelial, se sometieron a prueba los
anticuerpos monoclonales neutralizantes contra IGFBP2 generados en el examen anterior en un ensayo de
reclutamiento endotelial in vitro usando Transwell. Se colocaron células de cancer de mama humanas LM2
altamente metastasicas en el fondo de una camara de Boyden, donde pudo someterse a ensayo su capacidad para
reclutar HUVEC a través de un inserto Transwell poroso. Se afiadid una pequefia concentracion fisiologica de
anticuerpos neutralizantes contra IGFBP2 (incluyendo M1, M4, M6, M9, M13, M14, M15 y M16 (de la figura 22)) a
los Transwell de manera individual en concentraciones fisioldgicas. De todos los anticuerpos sometidos a prueba,
M14 (recuadro en linea discontinua en la figura 22) pudo inhibir significativamente el reclutamiento (células
migradas/campo) de células HUVEC (reduccion del 50 % en células migradas) frente a los anticuerpos control
negativos IgG y M5 (figura 23). Esto demuestra la capacidad del anticuerpo monoclonal M14 para inhibir el
reclutamiento de células endoteliales humanas por células de cancer metastasicas humanas (figura 23).

Para caracterizar adicionalmente M14, se secuenciaron las regiones variables de cadena pesada y de cadena ligera
del anticuerpo. La secuencia de aminoacidos de las regiones variables tanto de la cadena pesada como de la
cadena ligera de M14 se presentan en la tabla 7.

Tabla 7

Secuencia de | QVQLEQSGGGLVQPGGSLKLSCGASGFTFSDYYMYWIRQTPEKRLEWVAYISNG
aminoacidos de region | GGITYYPDTVKGRFTISRDNAKNTLYLQMSRLKSEDTAVYYCVRRSDGSWFVYW
variable de cadena| GQGTLVTVSA (SEQ ID NO: 9)

pesada de M14

Secuencia de | DIVITQSPSSLAVSVGEKVTLSCKSSQSLLYSSNQKNCLAWYQQKPGQSPKLLIYW
aminoacidos de region |ASTRESGVPDRFTGSGSGTDFTLTISSVKAEDLAVYYCQQYYSYLTFGAGTKLEL
variable de cadena|KRADAAPTVS (SEQ ID NO: 10)

ligera de M14

EJEMPLO 12. El anticuerpo monoclonal M14 inhibié la evoluciéon tumoral del cancer de mama humano in
vivo.

Este ejemplo demuestra que el anticuerpo neutralizante M14 contra IGFBP2 puede inhibir la evoluciéon tumoral y la
metastasis tumoral in vivo en un modelo de ratén de cancer de mama humano.
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Arg

Gly

295

Phe

Pro

Ser

Asn

Glu

375

Arg

Leu

Tyr

Gly

Glu

200

Pro

His

Cys

Cys

Asp

280

Phe

Ile

Cys

vVal

Leu

360

Asn

His

54

Ser

Ile

Thr

185

Tyr

Ser

Pro

Val

Pro

265

Phe

val

Arg

Pro

Thr

345

Leu

Phe

Ser

Thr

val

170

Met

Aszn

Thr

Glu

Ala

250

Pro

Cys

Ile

Asn

Lys

330

Ser

Ile

Met

His

Val

155

Gly

Glu

Tyr

Cys

Cys

235

Cys

Asn

Ala

His

Gly

315

val

Ala

Asn

Gly

Ala

Aszp

Asn

Glu

Arg

Gly

220

Leu

Arg

Thr

Asn

Agp

300

Ser

Cys

Gln

Ile

Leu

380

Leu

Trp

Lys

Lys

Cys

205

Lys

Gly

His

Tyr

Ile

285

Gly

Gln

Glu

Met

Arg

365

Ile

val

Ser

Pro

Pro
150

Trp

Arg

Ser

Tyr

Arg

270

Leu

Glu

Ser

Glu

Leu

350

Arg

Glu

Ser

Leu

Pro

175

Met

Thr

Ala

Cys

Tyr

255

Phe

Ser

Cys

Met

Glu

335

Gln

Gly

val

Leu

Ile

160

Lys

Cys

Thr

Cys

Ser

240

Tyr

Glu

Ala

Met

Tyr

320

Lys

Gly

Asn

val

Ser



385

Phe

Asn

Asp

Ala

Val

465

Asn

Ser

Arg

Glu

Gly

545

Asp

Tyr

His

Ser

Ser
625

Len

Tyr

Trp

Fhe

450

Thr

Asn

Thr

Pro

Ala

530

Ser

Val

Ala

Ile

Val

610

Gln

Lys

Ser

Asp

435

Asn

Gly

Gly

Thr

Pro

515

Pro

Asn

Glu

Val

Arg

595

Pro

Leu

Asn

Phe

420

His

Pro

Thr

Glu

Thr

500

Asp

Phe

Ser

Pro

Tyr

580

Gly

Ser

Ile

Len

405

Tyr

Arg

lys

Lys

Arg

485

Ser

Tyr

Lys

Trp

Gly

565

Val

Ala

Ile

val
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390

Arg

val

Asn

Len

Gly

170

Ala

Lys

Arg

Asn

Asn

550

Ile

Lys

Lys

Pro

Lys
630

Len

Leu

Leu

Cys

455

Arg

Ser

Asn

Asp

Val

535

Met

Leu

Ala

Ser

Leu

615

Trp

Ile

Asp

Thr

440

Vval

Gln

Cys

Arg

Leu

520

Thr

Vval

Leu

Val

Glu

600

Asp

Asn

Len

Asn

425

Ile

Ser

Ser

Glu

Ile

505

Ile

Glu

Asp

His

Thr

585

Ile

Val

Pro

55

395

Gly Glu
410

Gln Asn

Lys ala

Glu Ile

Lysg Gly

475

Ser Asp
490

Ile Ile

Ser FPhe

Tyr Asp

Val Asp

555

Gly Leu

570

Leu Thr

Leu Tyr

Leu Ser

Pr¢ Ser
635

Glu

Leu

Gly

Tyr

460

asp

Val

Thr

Thr

Gly

540

Len

Lys

Met

Ile

Ala

620

Leu

Gln

Gln

Lys

445

Arg

Ile

Leu

Trp

Val

525

Gln

Pro

Pro

Val

Arg

605

Ser

Pro

Len

Gln

430

Met

Met

Asn

Hig

His

510

Tyr

Asp

Pro

Trp

Glu

590

Thr

Asn

Aszn

Glu

415

Leu

Tyr

Glu

Thr

Phe

495

Arg

Tyr

Ala

Asn

Thr

575

Asn

Asn

Ser

Gly

400

Gly

Trp

Phe

Glu

Arg

480

Thr

Tyr

Lys

Cys

Lys

560

Gln

Asp

Ala

Ser

Asn
640



Len

Len

Tyr

Thr

Thr

705

vVal

Glu

Lys

785

Ile

Ala

Asp

Phe

Tyr

865

Ser

Ser

Tyr

Ala

Glu

690

Glu

Phe

Lys

Ser

Glu

770

Glu

Asp

Ser

Ile

Len

850

Glu

Arg

Tyr

Asp

675

Vval

Ala

Glu

Arg
755

Leu

Ile

Asn

Pro

835

Lys

Ile

Gln

Tyr

His

660

Gly

Cys

Glu

Asn

Arg

740

Asn

Glu

Thr

His

Phe

820

Gly

Trp

Lys

Glu

Ile

645

Asn

Thr

Gly

Llys

Phe

725

Asp

Thr

Thr

Val

Ser

805

Val

Pro

Pro

Tyr

Tyr
885

ES 2763 087 T3

Val

Tyr

Ile

Gly

Gln

710

Leu

Vval

Thr

Glu

Ile

720

Cys

Phe

Vval

Glu

Gly

870

Arg

Arg

Cys

Asp

Glu

695

Ala

His

Met

Ala

Tyr

775

Ser

Asn

Ala

Thr

Pro

855

Ser

Lys

Trp

Ser

Ile

680

Llys

Glu

Asn

Gln

Ala

760

Pro

Asn

His

Arg

Trp

840

Glu

Gln

Tyr

56

Gln

Lys

665

Glu

Gly

Lys

Ser

Val

745

Asp

Phe

Len

Glu

Thr

825

Glu

Asn

val

Gly

Arg

650

Asp

Glu

Fro

Glu

Ile

730

Ala

Thr

Phe

Arg

Ala

810

Met

Pro

Pro

Glu

Gly
890

Gln

Lys

Val

Cys

Glu

715

Phe

Asn

Tyr

Glu

Pro

795

Glu

Pro

Arg

Asn

Asp

875

Ala

Pro

Ile

Thr

Cys

700

Ala

vVal

Thr

Asn

Ser

780

Phe

Lys

Ala

Pro

Gly

860

Gln

Lys

Gln

FPro

Glu

685

Ala

Glu

Pro

Thr

Ile

765

Arg

Thr

Len

Glu

Glu

845

Len

Arg

Len

Asp

Ile

670

Agn

Cys

Tyr

Arg

Met

750

Thr

val

Len

Gly

Gly

830

Asn

Ile

Glu

Asn

Gly

655

Arg

Pro

Pro

Arg

Pro

735

Ser

Asp

Asp

Tyr

Cys

815

Ala

Ser

Len

Cys

Arg
895

Tyr

Lys

Lys

Lys

Lys

720

Glu

Ser

Pro

Asn

Arg

800

Ser

asp

Ile

Met

Val

880

Len
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Asn Pro Gly Asn Tyr Thr Ala Arg Ile Gln Ala Thr Ser Leu Ser Gly
900 905 910

Asn Gly Ser Trp Thr Asp Pro Val Phe Phe Tyr Val Gln Ala Lys Thr
915 920 925

Gly Tyr Glu Asn Phe Ile His Leu Ile Ile ARla Leu Pro Val Ala Vval
930 935 940

Leu Leu Ile Val Gly Gly Leu Val Ile Met Leu Tyr Val Phe His Arg
945 950 955 960

Lys Arg Asn Asn Ser Arg Leu Gly Asn Gly Val Leu Tyr Ala Ser Val
965 970 975

Asgn Pro Glu Tyr Phe Ser Ala Ala Asp Val Tyr Val Pro Asp Glu Trp
980 985 990

Glu Val Ala Arg Glu Lys Ile Thr Met Ser Arg Glu lLeu Gly Gln Gly
985 1000 1005

Ser Phe Gly Met Val Tyr Glu Gly Val Ala Lys Gly Val Val Lys
1010 1015 1020

Agp Glu Pro Glu Thr Arg Val Ala Ile Lys Thr Val Asn Glu Ala
1025 1030 1035

Ala Ser Met Arg Glu Arg Ile Glu Phe Leu Asn Glu Ala Ser Val
1040 1045 1050

Met Lys Glu Phe Asn Cys His His Val Val Arg Leu Leu Gly Val
1055 1060 1065

Val Ser Gln Gly Gln Pro Thr Leu Val Ile Met Glu Leu Met Thr
1070 1075 1080

Arg Gly Asp Leu Lys Ser Tyr Leu Arg Ser Leu Arg Pro Glu Met
1085 1080 1095

Glu Asn Asn Pro Val Leu Ala Pro Pro Ser Leu Ser Lys Met Ile
1100 1105 1110

Gln Met Ala Gly Glu Ile Ala Asp Gly Met Ala Tyr Leu Asn Ala
1115 1120 1125

Asn Lys Phe Val His Arg Asp Leu Ala Ala Arg Asn Cys Met Val
1130 1135 1140

57



5

Ala

Asp

Phe

Glu

Glu

Pro

Trp

Ser

Phe

Ala

Lys

Ser

Lys

<210> 17
<211>999
<212> PRT

Glu
1145

Ile
1160

Pro
1175

Thr
1190

Ile
1205

Gln
1220

Asgp
1235

Gln
1250

Ser
1265

Tyr
1280

Leu
1295

Ser
1310

Ala
1325

Phe
1340

Asn
1355

Asp

Tyr

Val

Thr

Ala

Val

Asn

Tyr

Ile

Tyr

Glu

Ser

Glu

Asp

Glu

Phe

Glu

Arg

Tyr

Thr

Len

Cys

Asn

Lys

Ser

Pro

Ser

Asn

Glu

Arg

Thr

Thr

Trp

Ser

Leu

Arg

Pro

Pro

Glu

Glu

Glu

Ser

Gly

Arg

Ala
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val

Asp

Met

Asp

Ala

Phe

Asp

Lys

Glu

Glu

Asn

Len

Pro

Gln

Len

Lys
1150

Tyr
1165

Ser
1180

val
1155

Glu
1210

vVal
1225

Met
1240

Met
1255

Met
1270

Asn
1285

Met
1300

Pro
1315

Gly
1330

Pro
1345

Pro
1360

Ile

Tyr

Pro

Trp

Gln

Met

Leu

Arg

Glu

Lys

Glu

Leu

Pro

Tyr

Leu

58

Gly

Arg

Glu

Ser

Pro

Glu

Phe

Pro

Pro

Ser

Pro

Gly

Ala

Pro

Asp

Lys

Ser

Phe

Tyr

Gly

Glu

Ser

Gly

Pro

Val

Asp

Val

His

Gln

Phe

Gly

Gly

Gln

Gly

Leu

Phe

Phe

Glu

Pro

Arg

Met

Ser

Gly
1155

Gly
1170

Lys
1185

Val
1200

Gly
1215

Leu
1230

Met
1245

Leu
1260

Arg
1275

Pro
1290

Leu
1305

His
1320

Vval
1335

Asn
1350

Ser
1365

Met

lys

Asp

val

Leu

Leun

Arg

Glu

Glu

Glu

Asp

Ser

Leu

Gly

Thr

Thr

Gly

Gly

Leu

Ser

Asp

Met

Ile

val

Glu

Pro

Gly

Arg

Gly

Cys

Arg

Len

Val

Trp

Asn

Lys

Cys

Ile

Ser

Leu

Ser

His

Ala

Arg



<213> Homo sapiens

<400> 17

Met

Leu

Pro

Pro

Phe

65

Pro

Lys

Phe

Ser

Thr

145

Ser

val

Thr

Gln

Gly

Trp

Leu

Leu

50

Ser

Gln

His

Azn

Trp

130

Gln

Ile

Lys

Gln

Arg

210

Pro

Pro

Arg

Phe

35

Leu

Pro

val

Thr

Cys

115

Trp

Phe

Thr

Ile

Gly

195

Asn

Val

Ala

Arg

20

Pro

Ser

Thr

Thr

val

100

Ser

Lys

Tyr

Ser

Asn

180

Leu

Thr

Asn

Pro

Ala

Gly

Leu

Gln

Ser

85

Gly

Ila

Asp

Pro

Val

165

Asn

Fro

Ala

Ile
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Leu

Ile

Pro

Pro

Pro

70

val

His

Ser

Gly

Asp

150

Gln

Glu

His

Phe

Phe

Pro

Thr

Phe

His

55

Gly

Glu

Ile

val

Lys

135

Asp

Arg

Glu

Phe

Asn

215

Trp

Leu

Glu

Pro

40

Ala

Arg

Ser

Ile

Pro

120

Glu

Glu

Ser

Ile

Thr

200

Leu

Val

59

Len

Ala

25

Gly

Ser

Pro

Lys

Leu

105

Asn

Leu

val

Asp

val

185

Lys

Thr

Gln

Len

10

Arg

Ser

Gly

His

Pro

Ser

Ile

Leu

Thr

Asn

170

Ser

Gln

Cys

Asn

Gly

Glu

Leu

Tyr

Thr

75

Leu

Glu

Tyr

Gly

Ala

155

Gly

Asp

Pro

Gln

Ser

Len

Glu

Gln

Gln

60

Gly

Pro

His

Gln

Ala

140

Ile

Ser

Pro

Glu

Ala

220

Ser

Phe

Ala

Thr

45

Pro

Asn

Pro

Lys

Asp

125

His

Ile

Tyr

Ile

Ser

205

Vval

Arg

Len

Lys

30

Asp

Ala

val

Leu

Gly

110

Thr

His

Ala

Ile

Tyr

150

Met

Gly

Val

Pro

15

Pro

His

Leu

Ala

Ala

95

Val

Thr

Ala

Ser

Cys

175

Ile

Asn

Pro

Asn

Ala

Tyr

Thr

Met

Ile

80

Phe

Lys

Ile

Ile

Phe

160

Lys

Glu

val

Pro

Glu



225

Gln

Met

Ser

Glu

Vval

305

val

Thr

Ala

Ala

Val

385

val

Leu

Lys

Ser

Thr
465

Pro

Ala

Lys

Val

290

Pro

Lys

Ser

Asn

val

370

Ala

Asp

Val

Glu

val

450

Arg

Glu

Val

Gly

275

Ser

Gly

Glu

Ala

Tyr

3585

Ser

Pro

Ile

Gly

Leu

435

Gln

Gly

Lys

Phe

260

val

Ile

Phe

Ala

Leu

340

Ser

Pro

Leu

Tyr

420

Leu

val

Gly

Ser

245

Ser

Gln

Arg

Asp

Asp

325

Pro

Ile

Trp

Agn

405

Arg

Glu

His

Val
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230

Pro

Cys

Ile

Aszn

Gly

310

Pro

His

Gly

Ile

val

390

Met

Ile

Glu

Asn

Gly
470

Ser

Glu

Asn

Ser

295

Tyr

Leu

Leu

val

Leu

375

Thr

Lys

Ser

Val

Ala

455

Pro

val

Ala

Ile

280

Thr

Ser

Ser

Tyr

Ser

360

Ala

val

Pro

His

Gly

440

Thr

Phe

60

Len

Hig

265

Lys

Ala

Pro

Asn

Gln

345

Cys

Ser

Phe

Pro

Val

425

Gln

Cys

Ser

Thr

250

Asn

Ala

His

Phe

Gly

330

Ile

Met

Thr

Leu

Thr
419

Trp

Asn

Thr

Asp

235

Val

Asp

Ile

Ser

Arg

315

Ser

Lys

Asn

Thr

Asn

395

Lys

Gln

Gly

val

Pro
475

Pro

Lys

Pro

Ile

300

Agn

val

Gln

Glu

Glu

380

Glu

Gln

Ser

Ser

Arg

460

Val

Gly

Gly

Ser

285

Leu

Cys

Met

Leu

Ile

365

Gly

Ser

Gln

Ala

Arg

445

Ile

Lys

Len

Leu

270

Pro

Ile

Ser

Ile

Gln

350

Gly

Ala

Ser

Asp

Gly

430

Ala

Ala

Ile

Thr

255

Thr

Pro

Ser

Ile

Phe

335

Ala

Trp

PFro

Asp

Gly

415

Ile

Ala

Phe

240

Glu

Val

Thr

Trp

Gln

320

Asn

Leau

Ser

Ser

Asn

400

Glu

Ser

Ile

val

Ile
480



Pro

Gly

Ile

Vval

Leu

545

Glu

Leu

Leu

Glu

Asn

625

Ile

Phe

Glu

Val

705

His

Ala

Asn

Leu

Gln

530

Val

Len

Glu

Gly

Asp

610

Ser

Lys

Glu

Met

Thr

690

Asp

Arg

His

Ala

Ile

515

Glu

Val

Thr

Asp

Glu

595

Gly

Ser

Asp

Met

Lys

675

Gly

Ile

Asgp

Gly

Azp

500

Gly

Thr

Asn

Len

Val

580

Gly

Thr

Gln

Phe

Ser

660

Tyr

Pro

Ala

Leu

Trp

485

Pro

Leu

Lys

Tyr

His

565

Val

Glu

Ser

Arg

Sar

645

Ser

Gly

Lys

Leu

Ala
725
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Val

val

Ile

Phe

Ile

550

Ser

Ile

Phe

Len

Glu

630

Hisg

Gln

Asp

Hig

Gly

710

Ala

Agp

Leu

Leu

Gly

535

Ala

Leu

Asp

Gly

Lys

615

Ile

Pro

Gly

Leu

Ile

695

Met

Arg

Tyr

Ile

Tyr

520

Asn

Lys

Gly

Arg

Ser

600

Val

Glu

Asn

Ile

His

680

Pro

Glu

Asn

61

Ala

Ile

505

Ile

Ala

Lys

Val

Asn

585

Vval

Ala

Glu

val

Pro

665

Thr

Len

Tyr

Cys

Pro

430

Phe

Ser

Phe

Ser

Ser

570

Len

Met

Val

Phe

Ile

650

Lys

Tyr

Gln

Leu

Met
730

Ser

Gly

Leu

Thr

Phe

555

Glu

Len

Glu

Lys

Len

635

Arg

Pro

Len

Thr

Ser

715

Leu

Ser

Cys

Ala

Glu

540

Cys

Glu

Ile

Gly

Thr

620

Ser

Len

Met

Len

Len

700

Asn

Arg

Thr

Phe

Ile

525

Glu

Arg

Leu

Len

Asn

605

Met

Glu

Leu

val

Tyr

685

Len

Arg

Asp

Pro

Cys

510

Arg

Asp

Arg

Gln

Gly

590

Len

Lys

Ala

Gly

Ile

670

Ser

Lys

Asn

Asp

Ala

495

Gly

Lys

Ser

Ala

Asn

575

Lys

Lys

Leu

Ala

vVal

€55

Leu

Arg

Phe

Phe

Met
735

Pro

Phe

Arg

Glu

Ile

560

Lys

Ile

Gln

Asp

Cys

640

Cys

Pro

Len

Met

Leu

720

Thr



val

Tyr

Ile

Ala

785

Tyr

His

val

Arg

86>

Ser

Ile

Ser

Tyr

Pro

945

Arg

Leu

Cys

Tyr

Glu

770

Phe

Pro

Arg

Tyr

Leu

g50

Aszn

Glu

Asp

val

Ile

930

Ser

Leu

Gly

val

Arg

155

Ser

Gly

Gly

Leu

Ser

835

Arg

Gln

Gly

Pro

Val

915

Leu

Ala

Val

Ser

Ala

740

Gln

Leu

val

val

Lys

820

Cys

Leu

Ala

Leu

Asp

9200

Thr

Asn

Ala

Arg

Ser
9280

Asp

Gly

Ala

Thr

Gln

805

Gln

Trp

Gln

Azp

Ala

885

Ser

Ala

Gly

val

Agn

965

Leu
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Phe

Arg

Asgp

Met

790

Asn

Pro

Arg

Leu

Val

870

Gln

Ile

Glu

Gly

Thr

950

Gly

Pro

Gly

Ile

Arg

175

Trp

His

Glu

Thr

Glu

855

Ile

Gly

Ile

Vval

Ser

935

Ala

Vval

Asp

Leu

Ala

760

Val

Glu

Glu

Asp

Asp

840

Lys

Tyr

Ser

Ala

His

920

Glu

Glu

Ser

Glu

62

Ser

745

Lys

Tyr

Ile

Met

Cys

825

Pro

Leu

val

Thr

Ser

905

Aszp

Glu

Lys

Trp

Leu
985

Lys

Met

Thr

Ala

Tyr

810

Leu

Asn

Leu

8390

Cys

Ser

Trp

Asn

Ser

970

Leu

Lys

Pro

Ser

Thr

795

Asp

Asp

Asp

Glu

Thr

875

Ala

Thr

Lys

Glu

Ser

955

His

Phe

Ile

val

Lys

780

Arg

Tyr

Glu

Arg

Ser

860

Gln

Pro

Pro

Pro

Asp

940

val

Ser

Ala

Tyr

Lys

765

Ser

Gly

Leu

Pro
845

Arg

His

925

Leu

Leu

Ser

Asp

Ser
750

Asgp

Leu

Tyr

830

Thr

Pro

Asp

Ala

910

Glu

Thr

Pro

Met

Asp
980

Gly

Ile

val

Thr

His

815

Glu

Phe

Asp

Glu

Leu

895

Ala

Gly

Ser

Gly

Leu

975

Ser

Asp

Ala

Trp

Pro

800

Gly

Ile

Ser

val

Ser

8380

Asn

Ile

Arg

Ala

Glu

960

Pro

Ser
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<210> 18

<211> 332
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 18

Tyr

Ser

Asp

Asn

65

Tyr

Tyr

Tyr

Lys

Ile

145

Ser

Hig

vVal

Leu

Lys

Asp

Pro

50

Ser

Val

Thr

Glu

Asp

130

Pro

Glu

Gln

Leu

Ile

Arg

His

Lys

Thr

Cys

Asp

115

Val

Glu

Lys

Pro

Gly
195

Lys

Gly

20

Gly

His

Len

Glu

Ser

100

Asn

Glu

Arg

Thr

Ile
130

ES 2763 087 T3

Glu Gly Ser Glu Val Leu Met
985

Glu

Gln

Glu

Gly

Pro

Lysz

85

Phe

lys

Arg

Tyr

Gly

165

Met

Gln

Tyr

Len

Gly

Asn

Ser

70

Ala

Len

Gly

Glu

Tyr

150

Arg

Cys

Thr

Arg

Tyr

Val

Gly

Trp

Trp

Pro

Ser

Val

135

Lys

Gly

Ser

Arg

Ile

Met

Glu

40

Gln

Ala

aAsn

Lys

Asn

120

Cys

Glu

Gln

Tyr

val
200

63

Cys

Ile

25

Val

Phe

Arg

Tyr

Phe

105

Asp

Phe

Ser

Leu

Lys

185

Glu

Met

10

Ser

Val

Thr

Ala

Tyr

80

Ser

Thr

Ile

Glu

Arg

170

Leu

Gln

Pro

Lys

Gln

Glu

val

75

Pro

Tle

Ile

Asp

Asp

155

Glu

Val

Phe

Leu

Hisg

Asn

Lys

60

val

Tyr

His

Phe

Ile

140

Pro

Gly

Thr

val

Thr

Ser

Glu

45

Arg

Pro

Thr

Tle

Asp

125

Ala

Lys

Trp

Val

His
205

Val

Hisg

30

Pro

vVal

Lys

Ile

Glu

110

Asn

Cys

Hig

Arg

Lys

180

Lys

Asp

15

Glu

Phe

Tyr

Ile

Thr

85

Thr

Glu

Asp

Phe

Asp

175

Phe

Val

Glu

Gln

Glu

Leu

Phe

80

Glu

Ly=

Ala

Glu

Lys

160

Ser

Glu

Vval
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Glu
225

Thr

Ser

Ser

Ser

Thr
305

Hisg

<210>19
<211> 268
<212> PRT

Asp

210

Trp

Gln

Ile

Ser

val

290

Len

Ser

Ile

Tyr

Glu

Ser

Ala

275

Pro

Pro

Ser

<213> Homo sapiens

<400> 19

Met
1

Tyr

Ser

Asp

Asn

65

Tyr

Len

Lys

Asp

Pro

50

Ser

Val

Len

Ile

Arg

35

His

Lys

Thr

Leu

Asgp

Ala

Ser

260

Pro

Lys

Asp

Asp

Lys

Gly

20

Gly

His

Leu

Glu

Leu

Met

Thr

245

Ile

Ser

Asp

Pro

Lys
325

Glu

Gln

Glu

Gly

Pro

Lys
85

ES 2763 087 T3

Ile

Thr

230

Azn

Pro

Thr

Arg

Glu

310

Pro

Tyr

Leu

Gly

Asn

Ser

70

Ala

Gly
215

Met

Lys

Pro

Pro

295

Lys

Cys

Arg

Tyr

Val

Gly

55

Trp

Trp

His

Asp

Lys

Leu

Len

280

Arg

Lys

Arg

Ile

Met

Glu

40

Gln

Ala

Azn

64

Arg

Glu

Ile

Pro

265

Ser

Lys

Ala

Pro

Cys

Ile

25

Val

Phe

Arg

Tyr

Gln

Val

Gly

250

Ser

Thr

Lys

Thr

Lys
330

Met

10

Ser

Val

Thr

Ala

Tyr
90

Ala

Arg

235

Ile

Ser

Asp

Ser

Leu

315

Ser

Pro

Lys

Gln

Glu

Val

15

Pro

Phe

220

Glu

Phe

Val

Ala

Ala

300

Asn

Glu

Leu

His

Asn

Lys

60

Val

Tyr

Ala

Phe

Pro

Arg

Pro

285

Pro

Leu

Thr

Ser

Glu

45

Arg

Pro

Thr

Trp

Glu

Pro

Ser

270

Glu

Glu

Pro

Val

His

30

Pro

Val

Lys

Ile

Val

Arg

Ala

255

Ala

Phe

Thr

Gly

Asp

15

Glu

Phe

Tyr

Ile

Thr
95

Asp

Ala

240

Ile

Pro

Len

Len

Met
320

Glu

Gln

Glu

Leu

Phe

80

Glu
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Tyr Thr

Tyr Glu

Lys Asp
130

Ile Pro
145

Ser Glu

His Gln

Val Trp

Arg Asp
210

Glu Trp
225

Met His

Val Asp

<210> 20
<211> 766
<212> PRT

Cys

Asp

115

Val

Glu

Lys

Pro

Gly

185

Ile

Tyr

Glu

Asgp

<213> Homo sapiens

<400> 20

Ser

100

Asn

Glu

Arg

Thr

Ile

180

Leu

Leu

Asgp

Gln

Ile
260

Phe

Lys

Arg

Tyxr

Gly

165

Met

Gln

Met

Thr
245

Glu

ES 2763 087 T3

Len

Gly

Glu

Tyxr

150

Arg

Cys

Thr

Ile

Thr

230

Asn

Ser

Pro

Ser

Val

135

Lys

Gly

Ser

Arg

Gly

215

Met

Ile

His

Lys

Asn
120

Cys

Glu

Gln

Tyr

Val
200

His

Asp

Lys

Ala

Phe

105

Asp

Phe

Ser

Leu

Lys

185

Glu

Arg

Asp

Val

Gln
265

Ser

Thr

Ile

Glu

Arg

170

Leu

Gln

Gln

Val

Cys

250

Thr

Ile

Ile

Asp

Asp

155

Glu

Val

Phe

Ala

Arg

235

Azn

Ser

Hisg

Phe

Ile

140

Pro

Gly

Thr

Val

Phe

220

Glu

Gln

Thr

Ile

Asp

125

Ala

Lys

Trp

Val

His

205

Ala

Tyr

His

Glu

110

Asn

Cys

His

Arg

Lys

190

Lys

Trp

Glu

Ser

Thr

Glu

Asp

Phe

Asp

175

Phe

Val

Val

Lys

Ser
255

Lys

Ala

Glu

Lys

160

Ser

Glu

Val

Asn
240

Pro

Met Arg Leu Trp Lys Ala Val Val Val Thr Leu 2la Phe Met Ser Val

1

5

10

15

Asp Ile Cysg Val Thr Thr Ala Ile Tyr Val Phe Ser His Leu Asp Arg

20

25

30

Ser Leu Leu Glu Asp Ile Arg His Phe Asn Ile Phe Asp Ser Val Leu

35

40

65

45



Thr

65

Ala

Ala

Asp

Ala

Gln

145

Ser

Leu

Phe

Thr

Phe

225

Phe

Leu

Glu

Leu

Leu

50

Ile

Ser

Met

Pro

Ser

130

Ala

Gly

Leu

Phe

Gly

210

Sar

Ala

Asn

Thr

Thr

Trp

Gly

Irp

Vval

Trp

115

Phe

Len

Arg

Sar

Len

195

Arg

Thr

Ala

Ile

Ser

275

Ser

Ala

Vval

Leu

Lys

100

Phe

Leu

Glu

Pro

Tyr

1380

Ile

Ala

Ala

Gly

Arg

260

Phe

Asp

Ala

Ala

val

g5

Len

Trp

Leu

Pro

Pro

165

Thr

Val

Ile

val

Ile

245

Leu

Phe

Thr

ES 2763 087 T3

Cys

Lys

70

Ile

Leu

Ala

Trp

Gly

150

Pro

Lys

Ala

Asp

vVal

230

Arg

Arg

Asp

Thr

Leu

55

Asn

Thr

Leu

Leu

Trp

135

Ala

Glu

Pro

Ala

Gly

215

Ile

Gly

Asn

Glu

Met

Tyr

Ser

Leu

Phe

Phe

120

Leu

Ala

Gln

asp

Leu

200

Ile

val

Gly

Cys

Asn

280

val

66

Arg

Ala

val

Ser

105

Val

Len

Thr

Ala

Val

185

Gly

Val

Cys

Ile

Len

285

Arg

Ser

Ser

Leu

Cys

20

Glu

Trp

Ser

Glu

Ser

170

Ala

Glu

Ile

Len

Phe

250

Phe

Thr

Asp

Cys

Gly

Leu

Val

Thr

Thr

Ala

155

Gly

Phe

Thr

Gln

Len

235

Thr

Arg

Gly

Leu

Leu

60

Pro

Phe

Arg

Tyr

Val

140

Glu

Ala

Len

Phe

lys

220

Ala

Leu

Ser

Asp

val

Leu

Arg

val

Arg

Ile

125

Arg

Gly

Thr

val

Leu

205

Ser

Ile

Ile

Len

Leu

285

Ser

Leu

Arg

Gly

Pro

110

Ser

Pro

Phe

Len

Ala

190

Pro

Met

Gly

Phe

Val

270

Ile

Gln

Gly

Leu

Ile

95

Ile

Len

Gly

Pro

Gln

175

Ala

Tyr

Asp

Ser

Ala

255

Ser

Ser

Azn

Ala

Arg

Tyr

Arg

Gly

Thr

Gly

160

Lys

Ser

Tyr

Gln

Ser

240

Arg

Gln

Arg

Ile



Asn

305

Met

Pro

Leu

Glu

Glu

385

Gly

His

Ile

val

465

Glu

Pro

Tyr

Leu

290

Val

Phe

Ile

Ser

Glu

370

Glu

Asn

Leu

Ile

450

Tyr

Fhe

Asp

Arg

Ser
530

Phe

Ser

Ile

Lys

3585

Thr

Glu

Arg

Thr

val

435

Tvr

Ser

Ile

His

Thr

515

Pro

Leu

Leu

Met

340

Glu

Ile

Ala

Lys

Leu

420

Ile

Glu

Gly

Agp

Leu

500

Arg

Gly

Ser

325

Met

val

Ser

Glu

Glu

405

Leu

Ser

Phe

Leu

Arg

485

Glu

Pro

Lys

ES 2763 087 T3

Asn
310

Trp

val

Gln

Ala

Val

3%0

Ala

val

Gly

val

Met

470

Gln

Gly

His

Val

295

Thr

Gln

Ser

Asn

Met

375

Tyr

Ala

val

Gln

Leu

455

Gln

Pro

Arg

Thr

Thr
535

val

Agn

Ala

360

Lys

Ala

Gln

Met

440

Gly

Gly

Thr

Val

Gln

520

Ala

67

Lys

Ser

Ile

345

Leu

Thr

Arg

Tyr

val

425

Thr

Asp

Val

Met

Asp

505

Val

Leu

Val

Leu

330

Tyr

Ala

val

Lys

Met

410

Ser

Ser

Cys

Gly

Val

490

Phe

val

Thr

315

VvVal

Gly

Arg

Arg

Leu

385

Tyr

Ile

Gly

Met

Ala

475

His

Glu

Gln

Gly

300

Gly

Thr

Lys

Ala

Ser

380

Gln

Tyr

Leu

Asn

Glu

460

Ala

Agp

Asn

Agn

Pro
540

Val

Phe

Tyr

Ser

365

Phe

Gln

val

Tyr

Leun

445

Sar

Glu

Gly

Val

Vval

525

Ser

Val

Met

Tyr

350

Asn

Ala

vVal

Txp

Tyr

430

Ile

val

Lys

Ser

Thr

510

Ser

Gly

Val

Gly

335

Lys

Thr

Azn

Tyr

Gly

415

Gly

Ala

Gly

Val

Leu

495

Phe

Phe

Ser

Phe

320

Phe

Arg

Ala

Glu

Lys

400

Ser

Gly

Phe

Sar

Phe

480

Ala

Thr

Ser

Gly



<210> 21

Lys

545

Gly

Tyr

Ala

Phe

Ile

625

Ala

Len

Leu

Len

Glu

705

Gln

Len

Ala

<211> 370
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 21

Ser

Arg

Leu

Arg

Glu

610

Met

Gln

Val

Asp

Gln

690

His

Gly

Val

Gly

Ser

Val

Hisg

Ser

595

Met

Glu

Len

Arg

Ala

675

Lys

Ala

Thr

Gln

His
755

Cys

Len

Arg

580

Ile

val

Leu

Ser

Asn

660

Glu

His

His

Hisg

Arg

740

Asn

val

Leu

565

Val

Thr

val

Gln

Gly

645

Pro

Ser

Thr

Len

Gln

725

Gln

Glu

ES 2763 087 T3

Asn

550

Asp

Ile

Asp

Glu

Asp

630

Gly

Pro

Glu

val

Ile

710

Gln

Met

Pro

Ile

Gly

Ser

Asn

Ala

615

Gly

Gln

Val

Tyr

Len

695

Val

Leu

Len

Val

Leu

Lys

Leu

Ile

600

Ala

Tyr

Lys

Leu

Leu

680

Ile

Val

Leu

Gly

Ala
760

68

Glu

Pro

val

585

Ser

Gln

Ser

Gln

Ile

665

Ile

Ile

Len

Ala

Len

745

Asn

Asn

Ile

570

Ser

Tyr

Lys

Thr

Arg

650

Len

Gln

Ala

Asp

Gln

730

Gln

Gly

Phe

555

Ser

Gln

Gly

Ala

Glu

635

Val

Asp

Gln

His

Lys

715

Gly

Pro

Ser

Tyr

Ala

Glu

Len

Asn

620

Thr

Ala

Glu

Ala

Arg

700

Gly

Gly

Ala

His

Pro

Tyr

Pro

Pro

605

Ala

Gly

Met

Ala

Ile

685

Len

Arg

Leu

Ala

Lys
765

Len

Asp

val

590

Thr

His

Glu

Ala

Thr

670

His

Ser

Val

Tyr

Asp

750

Ala

Glu

His

575

Leu

val

Gly

Lys

Arg

655

Ser

Gly

Thr

vVal

Ala

735

Phe

Gly

560

Lys

Phe

Pro

Phe

Gly

640

Ala

Ala

Asn

val

Gln

720

Lysz

Thr



Leu

Lys

Phe

Ala

65

Gly

Arg

Glu

Gly

Asp

145

Glu

Val

val

Pro

225

Asn

Asp

Pro

Gly

Ala

50

val

Gln

Cys

Glu

Ser

130

Ala

Phe

Ser

Ile

val

210

Ser

Thr

Ala

Hisg

Val

35

Lys

Pro

Phe

Ala

Ala

115

Tyr

Ser

Azp

Ser

FPhe

155

Ile

val

Pro

Pro

Ser

20

Gly

Ile

Aszp

Ser

Aszp

100

Lys

Thr

Tyr

FPhe

Asn

180

Ala

val

Leu

Pro

Arg

Val

Ile

Ile

Asn

Ala

85

Tyr

Lys

Lys

val

Ile

165

Phe

Gly

Arg

Glu

Cys
245

ES 2763 087 T3

Gln

Leu

Ser

Asn

Tyr

70

Val

Val

Phe

Ile

Tyr

150

Pro

Leu

Ala

Asgp

Tyr

230

Phe

Val

Leu

val

Asn

55

Lys

Pro

Val

Gly

Pro

135

Tyr

Aszp

Ser

Gln

Asp

215

Lys

Ser

val

Glu

Leau

40

Thr

val

Leu

Thr

Thr

120

Asp

Cys

val

Lys

Lys

200

Leu

val

Ile

69

Asn

Ile

25

Glu

Glu

Ile

Aszn

Gly

105

Ile

Pro

Ala

Lys

Pro

185

Asn

Leu

Gln

Tyr

Phe

Gln

Met

Asn

Phe

Leu

90

Ala

Asn

Ser

Asn

Gly

170

val

Val

Gly

Ala

Val
250

Gly

Lys

Ser

Leu

Leu

75

Ile

Trp

Ile

Thr

Glu

155

Ala

Asp

Gly

Phe

Gly

235

Met

Pro

Glu

His

Val

60

Gln

Gly

Ser

val

Trp

140

Thr

val

val

Ser

Ala

220

Asn

Gly

Gly

Leu

Arg

45

Arg

Gly

Leu

Ala

His

125

Asn

val

Leu

Ser

Ala

205

Leu

Ser

Leu

Pro

Leu

30

Ser

Glu

Gly

Lys

Lys

110

Pro

Leu

His

vVal

Lys

150

Gly

Arg

Ser

Val

Ala

Asp

Ser

Leun

Gly

Ala

95

Ala

Lys

Asn

Gly

Cys

175

FPhe

Val

Glu

Leu

Leu
255

Lys

Tyr

Asp

Len

Cys

80

Gly

Ala

Leu

Pro

Val

160

Asp

Gly

Thr

Cys

Tyr

240

Glu
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Trp

Ile

Tyr

Phe
305

Len

Ser

Asp

Gln

<210> 22

<211> 324
<212> PRT

Ile

Lys

Val

290

Arg

Asp

Val

Val

Len
370

Lys

Ser

275

Cys

Ile

Lys

Gly

Gln
355

<213> Homo sapiens

<400> 22
Met
1

Leu

Lys

Phe

Ala

65

Gly

Asp

Pro

Gly

Ala

50

Val

Gln

Ala

Hisg

Val

35

Lys

Pro

Phe

Asn

260

Gln

Pro

Gly

Ala

Gly

340

Lys

Pro

Ser

20

Gly

Ile

Asp

Ser

Asn

Thr

Val

Asn

Len

325

Ile

Len

Val

Ile

Ile

Asn

Ala
85

ES 2763 087 T3

Gly

Ile

Glu

Ala

310

Glu

Arg

Ala

Gln

Leu

Ser

Asn

Tyr

70

Val

Gly

Tyr

Pro

295

Lys

Len

Ala

Ala

Val

Leu

Val

Asn

55

Lys

Pro

Ala

Glu

280

Gln

Gly

Asn

Ser

Phe
360

Val

Glu

Leu

40

Thr

val

70

Ala

265

Ile

Asn

Asp

Met

Len

345

Met

Asn

Ile

25

Glu

Glu

Ile

Azn

Ala

Ile

Arg

Asp

Leu

330

Tyr

Lys

Phe

10

Gln

Met

Asn

Phe

Leu
90

Met

Asp

Ser

Ala

315

Ser

Asn

Lys

Gly

Lys

Ser

Leu

Len

75

Ile

Glu

Azn

Lys

300

Leu

Leu

Ala

Phe

Pro

Glu

Hisg

Val

60

Gln

Gly

Lys

Ser

285

Met

Glu

Lys

Val

Leu
365

Gly

Len

Arg

45

Arg

Gly

Leu

Leu

270

Gln

Asn

Lys

Gly

Thr

350

Glu

Pro

Len

30

Ser

Glu

Gly

Lys

Ser

Gly

Ile

Arg

Hisg

335

Ile

Met

Ala

15

Asp

Ser

Leu

Gly

Ala
95

Ser

Phe

Pro

Phe

320

Arg

Glu

Hisg

Lys

Tyr

Asp

Leu

Cys

80

Gly
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Arg

Glu

Gly

Asp

145

Glu

Met

Val

Val

Pro

225

Asn

Trp

Ile

Tyr

Ile
305

Met

<210> 23
<211> 843
<212> PRT

Cys

Glu

Ser

130

Ala

Phe

Ser

Ile

Val

210

Ser

Thr

Ile

Lys

Val

290

Glu

His

Ala

Ala

115

Tyr

Ser

Asp

Ser

Phe

195

Ile

Val

Pro

Lys

Ser

275

Ser

Asp

Gln

Asp

100

Lys

Thr

Tyr

Phe

Asn

180

Ala

Val

Len

Pro

Asn

260

Gln

Val

Val

Len

Tyr

Lys

Lys

Val

Ile

165

Phe

Gly

Arg

Glu

Cys

245

Asn

Thr

Gly

Gln

ES 2763 087 T3

Val

Phe

Ile

Tyr

150

Pro

Len

Ala

Asp

Tyr

230

Phe

Gly

Ile

Gly

Lys
310

Val

Gly

Pro

135

Tyr

Asp

Ser

Gln

Asp

215

Lys

Ser

Gly

Tyr

Ile

295

Leu

Thr

Thr

120

Asp

Cys

val

Lys

Lys

200

Len

Val

Ile

Ala

Glu

280

Arg

Ala

71

Gly

105

Ile

Pro

Ala

Lys

Pro

185

Asn

Len

Gln

Tyr

Ala

265

Ile

Ala

Ala

Ala

Asn

Ser

Asn

Gly

170

Val

Val

Gly

Ala

Val

250

Ala

Ile

Ser

Phe

Trp

Ile

Thr

Glu

155

Ala

Asp

Gly

Phe

Gly

235

Met

Met

Asp

Len

Met
315

Ser

Val

Trp

140

Thr

Val

Val

Ser

Ala

220

Asn

Gly

Glu

Asn

Tyr

300

Lys

Ala

His

125

Azn

Val

Len

Ser

Ala

205

Len

Ser

Len

Lys

Ser

285

Asn

Lys

Lys

110

Pro

Leu

His

Val

Lys

130

Gly

Arg

Ser

Val

Len

270

Gln

Ala

Phe

Ala

Lys

Azn

Gly

Cys

175

Phe

Val

Glu

Leu

Len

255

Ser

Gly

Val

Len

Ala

Leu

Pro

Val

160

Asp

Gly

Thr

Cys

Tyr

240

Glu

Ser

Phe

Thr

Glu
320



<213> Homo sapiens

<400> 23

Met

1

Arg

Asn

Pro

val

65

Lys

Gln

Ile

Asp

Leu

145

val

Ala

His

Met
225

Ala

Gly

Arg

Arg

50

Gly

Arg

Asn

Tyr

Ala

130

Asgp

Tyr

Glu

Arg

Thr

210

Pro

Lys

Leu

His

35

Asp

Arg

Ile

Thr

Gln

115

Gly

Ser

Glu

Glu

Pro

195

Pro

Tyr

Pro

Ala

20

Leu

Tyr

Trp

Tyr

Met

100

Leu

Leu

Met

Phe

Ala

180

Glu

Asp

Asgp

Gly

His

Phe

Ile

Tyr

85

val

Gly

Gly

Ala

Gly

165

Agp

Tyr

Gly

Thr

ES 2763 087 T3

Thr

Leu

Phe

Phe

Arg

Leu

Asn

Leu

Asn

Thr

150

Ile

Agp

Met

val

Pro
230

Agp

Gly

Thr

Ala

55

Thr

Ser

Leu

Asp

Gly

135

Leu

Phe

Trp

Lys
215

val

Ser

Asp

Leu

40

Leu

Gln

Leu

Gly

Leu

120

Gly

Gly

Asn

Leu

Pro
200

Trp

Pro

Glu

val

25

Val

Ala

Gln

Glu

Leu

105

Glu

Leu

Leu

Gln

Arg

185

val

Leu

Gly

72

Lys

10

Ala

Lys

His

His

Phe

90

Gln

Glu

Gly

Ala

Lys

170

Tyr

His

Asp

Tyr

Arg

Glu

Asp

Thr

Tyr

75

Tyr

Asn

Leu

Arg

Ala

155

Ile

Gly

Fhe

Thr

Lys
235

Lys

val

Arg

val

60

Tyr

Met

Ala

Glu

Leun

140

Tyr

val

Aszn

Tyr

Gln

220

Asn

Gln

Arg

Aszn

45

Arg

Glu

Gly

Cys

Glu

125

Ala

Gly

Asn

Pro

Gly

205

val

Asn

Ile

Lys

30

Vval

Asp

Arg

Arg

Asgp

110

Ile

Ala

Tyr

Gly

Trp

150

Arg

val

Thr

Ser

Ser

Ala

His

Asp

Thr

95

Glu

Glu

Cys

Gly

175

Glu

Val

Leu

val

val

Phe

Thr

Leu

Pro

80

Leu

Ala

Glu

Phe

Ile

160

Gln

Lys

Glu

Ala

Aszn
240



Thr

Asgp

Ala

Gly

Leu

305

Asp

Gln

Ile

Thr

Leu

385

Leu

Ala

Glu

Gly

Lys

465

Gln

Met

Phe

Glu

Lys

290

Gln

Pro

Leu

Leu

Lys

370

Glu

Glu

Leu

Glu

Ser

450

Gln

Asn

Arg

Asn

Azn

275

Glu

Aszp

Val

Asn

Vval

355

Lys

Arg

Ile

Phe

Gly

435

His

Ser

Lys

Leu

val

260

Ile

Leu

Ile

Arg

Asp

340

Aszp

Thr

Trp

Ile

Pro

420

Asp

Ala

val

Thr

Trp

245

Gly

Ser

Arg

Ile

Thr

325

Thr

val

Cys

Pro

Tyr

405

Gly

Cys

val

Phe

Asn
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Ser

Asgp

Arg

Leu

Arg

310

Cys

His

Glu

Ala

val

330

Ala

Asp

Lys

Asn

Lys

470

Gly

Ala

Tyr

Val

Lys

295

Arg

FPhe

Pro

Lys

Tyr

375

Ser

Ile

val

Arg

Gly

455

Asgp

Ile

Lys

Ile

Leu

280

Gln

Phe

Glu

Ala

Vval

360

Thr

Met

Asn

Asgp

Ile

440

Val

Phe

Thr

73

Ala

Glu

265

Tyr

Glu

Lys

Thr

Leu

345

Aszp

Asn

Phe

Gln

Arg

425

Asn

Ala

Tyr

Pro

Pro

250

Ala

Pro

Tyr

Ser

FPhe

330

Ser

Trp

His

Glu

Arg

410

Leu

Met

Arg

Glu

Arg

Asn

val

Asn

Phe

Ser

315

Pro

Ile

Azp

Thr

Lys

3385

His

Arg

Ala

Ile

Leu

475

Arg

Asp

Leu

Asp

val

300

Lys

Azp

Pro

Lys

val

380

Leu

Leu

Arg

His

His

460

Glu

Trp

Phe

Asgp

Asn

285

Val

Phe

Lys

Glu

Ala

365

Leu

Leu

Asp

Met

Leu

445

Ser

Pro

Leu

Lys

Arg

270

FPhe

Ala

Gly

Val

Leu
350

Trp

Pro

Pro

His

Ser

430

Cys

Glu

Glu

Leu

Leu

255

Aszn

Phe

Ala

Cys

Ala

335

Met

Glu

Glu

Arg

val

415

val

Val

Ile

Lys

Leu

Gln

Leu

Glu

Thr

Arg

320

Ile

Arg

Ile

Ala

His

400

Ala

Ile

Ile

Val

Phe

480

Cys



Asn

Len

Glu

Lys

545

Ser

Gln

Arg

Lys

Thr

625

Leu

val

Glu

Thr

Gly

705

Ala

Pro

Thr

Val

530

FPhe

Ser

Leu

Asgp

Ala

€10

Ser

Lys

Ile

Ala

Ile

690

Ala

Leu

Gly

Asp

515

Phe

Ser

Met

Leu

Pro

595

Ala

Ile

Val

Pro

Ser

675

Gly

Glu

Asp

Leu

500

Len

Ile

Ala

Phe

Asn

580

Ala

Pro

Gly

Ile

Ala

660

Gly

Thr

Asn

Arg

485

Ala

Ser

Arg

Phe

Asp

565

Cys

Lys

Gly

Asp

Phe

645

Ala

Thr

Met

Leu

Lys
725
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Asp

Gln

Asp

Leu

550

Val

Leu

Ala

Tyr

Val

630

Leu

Asp

Gly

Asp

Phe

710

Gly

Thr

Len

Val

535

Glu

His

His

Phe

His

615

val

Glu

Leu

Asn

Gly

695

Ile

Tyr

Ile

Lys

520

Ala

Lys

val

val

val

600

Met

Asn

Asn

Ser

Met

680

Ala

Phe

Asn

74

Val

505

Lys

Lys

Glu

Lys

Val

585

Pro

Ala

His

Tyr

Gln

665

Lys

Asn

Gly

Ala

490

Glu

Leu

Val

Tyr

Arg

570

Thr

Arg

Lys

Agp

Arg

650

Gln

Phe

val

Leu

Arg
730

Lys

Leu

Lysz

Lys

555

Ile

Thr

Leu

Pro

€35

Val

Ile

Met

Glu

Arg

715

Glu

Ile

Pro

Gln

540

val

His

Tyr

Val

Ile

620

Val

Ser

Ser

Leu

Met

700

Val

Tyr

Gly

Leu

525

Glu

Lys

Glu

Asn

Met

605

Ile

val

Thr

Azn

685

Ala

Glu

Tyr

Glu

510

Val

Asn

Ile

Tyr

Arg

590

Ile

Lys

Gly

Ala

Ala

670

Gly

Glu

Asp

Asp

495

Glu

Ser

Lys

Asn

Lys

575

Ile

Gly

Asp

Glu

655

Gly

Ala

Glu

Val

His
735

Phe

Asp

Leu

Pro

560

Arg

Lys

Gly

val

Arg

640

Lys

Thr

Leu

Ala

Glu

720

Leu
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Pro

Pro

His

Gln
785

Lys

Thr

<210> 24

<211> 504
<212> PRT

Glu

Lys

Asp

770

Ala

Val

Ile

Gln

Leu

Glu

755

Arg

Gln

Ile

Thr

Ile
835

<213> Homo sapiens

<400> 24

Met
1

Gly

Gln

Asp

Ser

Ser

Leu

Gln

Thr

Ser

50

Arg

Arg

Glu

Tyr

Leu

Gln

35

Asp

Gln

Ala

Gly

Lys

740

Pro

Phe

Val

Arg

Glu

820

Pro

Fhe

val

20

Thr

Ser

Cys

Ala

Tyr
100

Gln

Asgp

Lys

Asgp

Azn

805

Tyr

Pro

Ser

Arg

Gly

Asp

Arg

Leu

85

Pro
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Ala

Cys

Val

Gln

790

Ile

Ala

Pro

Leu

Met

Glu

Pro

Gly

Glu

Gly

Val

Phe

Phe

175

Leu

Ala

Arg

Azn

Phe

Ala

Ala

Glu

55

Leu

Ala

Lys

Asp

Lys

760

Ala

Tyr

Cys

Glu

Ile
840

Trp

Ile

Aszn

40

Met

Glu

Leu

Arg

75

Gln
745

Asp

Arg

Ser

Ile

825

Pro

Ala

Arg

25

Arg

Trp

Leu

Gly

Tyr
105

Ile

Ile

Tyr

Azn

Gly

€10

Trp

Arg

Ala

10

Ala

Gly

Glu

Ile

Ser

90

Tyr

Ser

Val

Glu

Pro

795

Lys

Gly

Asp

Arg

Gln

Trp

Leu

Ala

75

Cys

Gly

Ser

Azn

Ala

780

Lys

Phe

Val

Pro

His

Thr

Leu

60

Ser

Leu

Gly

Gly

Met

765

Tyr

Glu

Ser

Glu

Ser

Gly

45

Gln

Glu

Aszn

Ala

Phe

750

Leu

Met

Trp

Ser

Pro
830

Gln

Asn

30

Gln

Arg

Asn

Azn

Glu
110

Phe

Met

Gln

Thr

Asgp
815

Ser

Arg

15

Ala

Glu

Glu

FPhe

Lys

95

Val

Ser

His

Cys

Lys

800

Arg

Asp

Cys

Ala

Ser

Lys

Cys

80

Tyr

Val



Asp

Len

Pro

145

Ile

Met

Len

Thr

225

Cys

Gly

Ile

Leu

Arg

305

Pro

val

Gln

Glu

Asp

130

Ala

Met

Ser

Pro

Ala

210

Ser

Asp

Len

Val

Ile

290

Glu

Ser

Ala

val

Ile

115

Pro

Asn

Gly

Asp

Tyr

195

Len

Ala

Glu

Val

Thr

275

Phe

Ile

Len

Leu

Len
355

Glu

Ala

Leu

Len

val

180

Lys

Thr

Tyr

Val

Ala

260

Thr

Tyr

Pro

Gln

Lys

340

Lys

Len

Gln

Ala

Asp

165

Lys

Leu

Ala

Ala

Lys

245

Ala

Thrx

Arg

Tyrx

Gly

328

Gln

Asn
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Len

Trp

Val

150

Leu

Arg

Asn

Arg

Arg

230

Ala

Lys

Thx

Lys

Thrx

310

Gly

Ala

Ala

Cys

Gly

135

Tyr

Pro

Ile

Pro

Len

215

Len

Hig

Val

His

Gly

295

Phe

Pro

Cys

Arg

Gln

120

Vval

Thr

Asp

Ser

Lys

200

Phe

Ile

Leu

Ile

Lys

280

val

Glu

His

Thr

Ala
360

76

Arg

Asn

Ala

Gly

Ala

185

Thr

Arg

Asp

Leu

Pro

265

Thx

Lys

Asp

Asn

Pro

345

Met

Val

Leu

Gly

170

Thr

Gly

Pro

Tyr

Ala

250

Ser

Len

Ala

His
330

Met

Ala

Ala

Gln

Leu

155

His

Ser

Leu

Arg

Ala

235

Asp

Pro

Arg

val

Ile

315

Ala

Phe

Asp

Len

Pro

140

Gln

Len

Ile

Ile

Len

220

Arg

Met

Phe

Gly

Asp

300

Asn

Ile

Arg

Ala

Glu

125

Tyr

Pro

Thr

Phe

Asp

205

Ile

Met

Ala

Lys

Ala

285

Pro

Phe

Ala

Glu

Len
365

Ala

Ser

Hisg

His

Phe

120

Tyr

Ile

Arg

Hisg

His

270

Arg

Lys

Ala

Ala

Tyr

350

Len

Phe

Gly

Asp

Gly

175

Glu

Asn

Ala

Glu

Ile

255

Ala

Ser

Thr

Val

Val

335

Ser

Glu

Asp

Ser

Arg

160

Tyr

Ser

Gln

Gly

Val

240

Ser

Asp

Gly

Gly

Phe

320

Ala

Leu
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Gly

Asgp
385

Glu

Ser

Ser

Asp

Leu

465

Arg

Pro

<210> 25
<211> 494
<212> PRT

Tyr Ser Leu Val

370

Leu Arg Pro Lys

Leu Val Ser Ile

405

Ala Ile Thr Pro

4290

Arg Gln Phe Arg
435

Glu Gly Val Asn

450

Gln Asp Phe Lys

Leu Ala Asn Leu

485

Met Pro Gly Phe

<213> Homo sapiens

<400> 25

Met Leu Tyr

1

Gly Gln Leun

Gln Thr Gln

35

Leu Ser Asp
50

Asp Arg Gln

65

500

Phe Ser Leu

5

Val Arg Met

20

Thr Gly Glu

Ser Asp Pro

Cys Arg Gly

ES 2763 087 T3

Ser

Gly

390

Thr

Gly

Glu

Ile

Ser

470

Arg

Asp

Phe

Ala

Ala

Glu

Gly

375

Leu

Ala

Gly

Asp

Gly

455

Phe

Gln

Glu

Trp

Ile

Asn

Gly

Asp

Azn

Leu

Asp

440

Leu

Len

Arg

Hisg

Ala

Arg

Thr

Gly

Lys

Arg

425

Phe

Glu

Len

Val

Ala

Asp

Ala

Azn

410

Arg

Val

Lys

Glu
490

10

25

40

55

70

Leu

Met

Glu

77

Arg

Trp

Ala

Gly

Glu

Ile

Arg

Gln

Trp

Len

Ala

Asn

Arg

395

Thr

Gly

Arg

Lys

Asp

475

Gln

Pro

Hisg

Thr

Len

His

380

Ala

Cys

Ala

Val

Ser

460

Ser

Phe

Len

Ser

Gly

Leu

Glu

Pro

Pro

Val

445

Lys

Glu

Ala

Gln

Asn

Val

Arg

Gly

Ala

430

Asp

Thr

Thr

Arg

30

45

60

15

Ser

Gln

Glu

Gln

Arg

Azn

Arg

Ala

Glu

Glu

Phe

Leu

Val

Asgp

415

Leu

Phe

Ala

Ser

Ala
495

Val

Leu

400

Arg

Thr

Ile

Lys

Gln

480

Phe

Cys

Ala

Ser

Lys

Cys

80



Ser

Ser

Asp

Leu

Pro

145

Ile

Ala

225

Asp

Pro

Arg

val

Ile

305

Ala

Arg

Glu

Glu

asp

130

Ala

Met

Ser

Pro

Len

210

Arg

Met

Phe

Gly

Asp

290

Asn

Ile

Ala

Gly

Ile

115

Pro

Asn

Gly

Asp

Tyr

195

Ile

Met

Ala

Lys

Ala

275

Pro

Phe

Ala

Ala

Tyr

100

Glu

Ala

Leu

Len

val

180

Lys

Ile

Arg

His

His

260

Arg

Lys

Ala

Ala

Leu

85

Pro

Len

Gln

Ala

Asp

1865

Lys

Leu

Ala

Glu

Ile

245

Ala

Ser

Thr

val

val
325
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Glu

Gly

Len

Trp

Val

150

Len

Arg

Asn

Gly

Val

230

Ser

Asp

Gly

Gly

Phe

310

Ala

Ala

Lys

Cys

Gly

135

Tyr

Pro

Ile

Leu

Thr

215

Cys

Gly

Ile

Leu

Arg

295

Pro

Val

Leu

Arg

Gln

120

Val

Thr

Asp

Ser

Ala

200

Ser

Asp

Leu

Val

Ile

280

Glu

Ser

Ala

78

Gly

Tyr

105

Arg

Asn

Ala

Gly

Ala

185

Leu

Ala

Glu

Val

Thr

265

Phe

Ile

Len

Leu

Ser

90

Tyr

Arg

Val

Leu

Gly

170

Thr

Thr

Tyr

val

Ala

250

Thr

Tyr

Pro

Gln

Lys
330

Cys

Gly

Ala

Gln

Leu

155

His

Ser

Ala

Ala

Lys

235

Ala

Thr

Arg

Tyr

Gly

315

Gln

Leu

Gly

Len

Pro

140

Gln

Len

Ile

Arg

Arg

220

Ala

Lys

Thr

Lys

Thr

300

Gly

Ala

Asn

Ala

Glu

125

Tyr

Pro

Thr

Phe

Leu

205

Len

Hig

Val

His

Gly

285

Phe

Pro

Cys

Asn

Glu

110

Ala

Ser

Hisg

His

Phe

190

Phe

Ile

Leu

Ile

Lys

270

Val

Glu

His

Thre

Lys

95

Val

FPhe

Gly

Asp

Gly

175

Glu

Arg

Asp

Leu

Pro

255

Thr

Lys

Asp

Asn

Pro
335

Tyr

Val

Asp

Ser

Arg

160

Tyr

Ser

Pro

Tyr

Ala

240

Sar

Len

Ala

Arg

His

320

Met
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Phe Arg Glu Tyr Ser Leu Gln Val Leu Lys Asn Ala Arg Ala Met Ala
340 345 350

Agp Ala Leu Leu Glu Arg Gly Tyr Ser Leu Val Ser Gly Gly Thr Asp
355 360 365

Agn His Leu Val Leu Val Asgsp Leu Arg Pro Lys Gly Leu Asp Gly Ala
370 375 380

Arg Ala Glu Arg Val Leu Glu Leu Val Ser Ile Thr Ala Asn Lys Asn
385 390 395 400

Thr Cys Pro Gly Asp Arg Ser Ala Ile Thr Pro Gly Gly Leun Arg Leun
405 410 415

Gly Ala Pro Ala Leu Thr Ser Arg Gln Phe Arg Glu Asp Asp Phe Arg
420 425 430

Arg Val Val Asp Phe Ile Asp Glu Gly Val Asn Ile Gly Leu Glu Val
435 440 445

Lyg Ser Lyg Thr Ala Lys Leu Gln Asp Phe lLys Ser Phe Leu Leu Lys
450 455 460

Asp Ser Glu Thr Ser Gln Arg Leu Ala Asn Leu Arg Gln Arg Val Glu
465 470 475 480

Gln Phe Ala Arg Ala Phe Pro Met Pro Gly Phe Asp Glu His
485 490

<210> 26

<211> 483

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 26

Met Ala Ile Arg Ala Gln His Ser Asn Ala Ala Gln Thr Gln Thr Gly
1 5 10 15

Glu Ala Asn Arg Gly Trp Thr Gly Gln Glu Ser Leu Ser Asp Ser Asp
20 25 30

Pro Glu Met Trp Glu Leu Leu Gln Arg Glu Lys Asp Arg Gln Cys Arg
35 40 45

Gly Leu Glu Leu Ile Ala Ser Glu Asn Phe Cys Ser Arg Ala Ala Len
50 55 60

79



Glu

65

Gly

Len

Trp

Val

Len

145

Arg

Asn

Arg

Ala

225

Lys

Thr

Lys

Thr

Gly

Ala

lys

Cys

Gly

Tyr

130

Pro

Ile

Pro

Len

Leu

210

His

Val

His

Gly

Phe

290

Pro

Leu

Arg

Gln

Val

115

Thr

Asp

Ser

Lys

Phe

195

Ile

Len

Ile

Lys

vVal

275

Glu

His

Gly

Tyr

Arg

100

Asn

Ala

Gly

Ala

Thr

180

Arg

Asp

Len

Pro

Thr

260

Lys

Asp

Asn

Ser

Tyr

85

Arg

Val

Len

Gly

Thr

165

Gly

Pro

Tyr

Ala

Ser

245

Leu

Ala

Arg

Hig
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Cys

70

Gly

Ala

Gln

Len

His

150

Ser

Len

Arg

Ala

Asp

230

Pro

Arg

Val

Ile

Ala

Leu

Gly

Len

Pro

Gln

135

Len

Ile

Ile

Len

Arg

215

Met

FPhe

Gly

Asp

Asn

295

Ile

Asn

Ala

Glu

Tyr

120

Pro

Thr

Phe

Asp

Ile

200

Met

Ala

Lys

Ala

Pro

230

Phe

Ala

80

Asn

Glu

Ala

105

Ser

His

His

Phe

Tyr

185

Ile

Arg

His

His

Arg

265

Lys

Ala

Ala

Lys

Val

80

Phe

Gly

Asp

Gly

Glu

170

Asn

Ala

Glu

Ile

Ala

250

Ser

Thr

Val

val

Tyr

75

Val

Asp

Ser

Arg

Tyr

155

Ser

Gln

Gly

Val

Ser

235

Asp

Gly

Gly

Phe

Ala

Ser

Asp

Len

Pro

Ile

140

Met

Met

Len

Thr

Cys

220

Gly

Ile

Leu

Pro
300

Val

Glu

Glu

Asp

Ala

125

Met

Ser

Pro

Ala

Ser

205

Asp

Len

val

Ile

Glu

2385

Ser

Ala

Gly

Ile

Pro

110

Asn

Gly

Asp

Tyr

Len

190

Ala

Glu

Val

Thr

Phe

270

Ile

Len

Leu

Tyr

Glu

95

Ala

Leu

Len

Val

Lys

175

Thr

Tyr

Val

Ala

Thr

255

Tyr

Pro

Gln

Lys

Pro

80

Len

Gln

Ala

Asp

Lys

160

Leu

Ala

Ala

Lys

Ala

240

Thr

Arg

Tyr

Gly

Gln



ES 2763 087 T3

305 310 315 320

Ala Cys Thr Pro Met Phe Arg Glu Tyr Ser Leu Gln Val Leu Lys Asn
325 330 335

Ala Arg Ala Met Ala Asp Ala Leu Leu Glu Arg Gly Tyr Ser Leu Val
340 345 350

Ser Gly Gly Thr Asp Asn His Leu Val Leu Val Asp Leu Arg Pro Lys
355 360 365

Gly Leu Asp Gly Ala Arg Ala Glu Arg Val Leu Glu Len Val Ser Ile
370 375 380

Thr Ala Asn Lys Asn Thr Cys Pro Gly Asp Arg Ser Ala Ile Thr Pro
385 390 395 400

Gly Gly Leu Arg lLeu Gly Ala Pro Ala Leu Thr Ser Arg Gln Phe Arg
405 410 415

Glu Asp Asp Phe Arg Arg Val vVal Asp Phe Ile Asp Glu Gly Val Asn
420 425 430

Ile Gly Leu Glu Val Lys Ser Lys Thr Ala Lys Leu Gln Asp Phe Lys
435 440 445

Ser Phe Leu Leu Lys Asp Ser Glu Thr Ser Gln Arg Leu Ala Asn Leu
450 455 460

Arg Gln Arg Val Glu Gln Phe Ala Arg Ala Phe Pro Met Pro Gly Phe
465 470 475 480

Asp Glu His

<210> 27

<211> 457

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 27
Met Arg Pro Pro Ser Pro Leu Pro Ala Arg Trp Len Cys Val Leu Ala
1 5 10 15

Gly Ala Leu Ala Trp Ala Leu Gly Pro Ala Gly Gly Gln Ala Ala Arg
20 25 30

Leu Gln Glu Glu Cys Asp Tyr Val Gln Met Ile Glu Val Gln His Lys

81



Gln

Lys

65

Val

Gln

Ala

Gly

145

Thr

Ile

Phe

Ser

Cys

225

Tyr

Gly

Trp

Cys

50

Met

Val

Gly

Glu

Ser

130

Tyr

Ala

His

Ile

Glu

210

val

Thr

Tyr

Thr

35

Leu

Trp

Val

Arg

Pro

115

Leu

Thr

Ile

Met

Lys

195

Gly

Met

Leu

Ile

Ile
275

Glu

Agp

Asn

100

Gly

Azp

Ile

Leu

His

130

Asp

Ser

Ala

Leu

Leu

260

Ala

Glu

Asgn

Ala

85

val

Pro

Glu

Gly

Ser

165

Leu

val

Asn

Ala

245

Ile

Arg

ES 2763 087 T3

Ala

Leu

70

Cys

Ser

Tyr

Gln

Tyr

150

Leu

Phe

Ala

Gly

Phe

230

val

Gly

Ile

Gln

55

Thr

Pro

Arg

Pro

Gln

135

Gly

Phe

Ile

Leu

Cys

215

Phe

Ser

Trp

His

40

Leu

Cys

Ser

Ile

120

Thr

Leu

Arg

Ser

Phe

200

Lys

Trp

Phe

Gly

Phe
280

82

Glu

Trp

Ile

Cys

105

Ala

Met

Ser

Lys

Phe

185

Asp

Ala

Leu

Phe

Val

265

Glu

Asn

Pro

Phe

20

Thr

Cys

Phe

Leu

Leu

170

Ile

Ser

Ala

Leu

Ser

250

Pro

Asp

Glu

Ala

75

Lys

Asp

Gly

Tyr

Ala

155

His

Leu

Gly

Met

val

235

Glu

Ser

Tyr

Thr

€0

Thr

Leu

Glu

Leu

Gly

140

Thr

Cys

Arg

Glu

vVal

220

Glu

Arg

Thr

Gly

45

Ile

Pro

Phe

Gly

Agp

125

Ser

Leu

Thr

Ala

Ser

205

Phe

Gly

Lys

Phe

Cys
285

Gly

Arg

Ser

Trp

110

Asp

Val

Leu

Arg

Ala

190

Asp

Phe

Leu

Tyr

Thr
270

Trp

Cys

Gly

Ser

Thr

Lys

Lys

val

Azgn

175

Ala

Gln

Gln

Tyr

Phe

255

Met

Asp

Ser

Gln

80

Ile

His

Ala

Thr

Ala

160

Tyr

val

Cys

Tyr

Leu
240

Trp

val

Thr



10

15

20

Ile

Ile

305

Gln

Ser

Hisg

Lys

Ala

385

Arg

Lys

Gln

Ser

<210> 28
<211> 20
<212> ADN

Azn

290

Leu

Lys

Arg

Tyr

Met

370

Ile

Lys

Tyr

Val

Phe
450

<213> Artificial

<220>

Ser

Val

Leu

Ile
355

Val

Leu

Trp

Arg

Ser

435

Gln

Ser

Azn

Ala

340

Met

Phe

Tyr

Arg

His

420

Met

Ala

Leu

Phe

Pro

325

Arg

Phe

Glu

Cys

Arg

405

Pro

Leu

Glu

<223> Cebador directo para ABCB9

<400> 28

gaccttcacc taccgcactc

<210> 29
<211> 20
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador inverso para ABCB9

<400> 29

ES 2763 087 T3

Trp

Ile

310

Pro

Ser

Ala

Len

Phe
390

Trp

Ser

Thr

Val

Trp

295

Asp

Thr

Phe

Val

375

Leu

Hisg

Gly

Arg

Ser
455

Ile

Phe

Ile

Phe

360

Val

Asn

Len

Gly

val

440

Len

Ile

Ile

Arg

Leu

345

Pro

Gly

Gly

Gln

Ser

425

Ser

Val

83

Lys

Cys

Lys

330

Asp

Ser

Glu

Gly

410

Asn

Pro

Gly

Ile

315

Ser

Ile

Asn

Phe

Val

395

Val

Gly

Gly

Pro

300

Ile

Asgp

Pro

Phe

Gln

380

Gln

Len

Ala

Ala

Ile

Arg

Ser

Llys

365

Gly

Ala

Gly

Thr

Arg
445

Leu

Ile

Ser

Phe

350

Pro

Phe

Glu

Trp

Cys

430

Arg

Thr

Leu

Pro

335

Gly

Glu

Val

Len

Asn

415

Ser

Ser

Ser

Leu

320

Tyr

Val

Val

Val

Arg

400

Pro

Thr

Ser

20
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cacaggagct cttcccactg

<210> 30
<211> 18
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador directo para BEX2

<400> 30
gccccgaaag taggaagce

<210> 31
<211>21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador inverso para BEX2

<400> 31
ctccattact cctgggcecta t

<210> 32
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador directo para BGLAP

<400> 32
ggcgctacct gtatcaatgg

<210> 33
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador inverso para BGLAP

<400> 33
tcagccaact cgtcacagtc

<210> 34
<211>21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador directo para CA12

<400> 34
ccaaggctac aatctgtctg ¢

<210> 35
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador inverso para CA12

<400> 35

84

20

18

21

20

20

21
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gggcaggttc agcttcact

<210> 36
<211> 18
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador directo para GDF15

<400> 36
ccggatactc acgccaga

<210> 37
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador inverso para GDF15

<400> 37
agagatacgc aggtgcaggt

<210> 38
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador directo para GEM

<400> 38
gacagcatgg acagcgact

<210> 39
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador inverso para GEM

<400> 39
aaccatcagg gttcgttcat

<210> 40
<211> 18
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador directo para IGFBP2

<400> 40
ccaagaagct gcgaccac

<210> 41
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador inverso para IGFBP2

<400> 41

85

19

18

20

19

20

18
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gggatgtgca gggagtagag

<210> 42
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador directo para ITGB4

<400> 42
tcagcctctc tgggacctt

<210> 43
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador inverso para ITGB4

<400> 43
tatccacacg gacacactcc

<210> 44
<211> 21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador directo para KIAA0746

<400> 44
gttgtctgtg cagatgtacg ¢

<210> 45
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador inverso para KIAA0746

<400> 45
tagcagggcc aggttaaaaa

<210> 46
<211> 18
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador directo para KLF4

<400> 46
gccgctccat taccaaga

<210> 47
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador inverso para KLF4

<400> 47

86

20

19

20

21

20

18
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tcttceectce tttggcttg

<210> 48
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador directo para MARS

<400> 48
aacaacctgg gcaacttcat

<210> 49
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador inverso para MARS

<400> 49
accatctcag gcacatagcc

<210> 50
<211> 17
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador directo para MERTK

<400> 50
ggagacagga ccaaagc

<210> 51
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador inverso para MERTK

<400> 51
gggcaatatc caccatgaac

<210> 52
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador directo para PADI4

<400> 52
aagtgcaagc tgaccatctg

<210> 53
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador inverso para PADI4

<400> 53

87

19

20

20

17

20

20
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gccgatctec atttcatcc

<210> 54
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador directo para PHGDH

<400> 54
tggtggaaaa gcagaaccit

<210> 55
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador inverso para PHGDH

<400> 55
aacaataagg ccttcacagt cc

<210> 56
<211> 23
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador directo para PITPNC1

<400> 56
gcgctactac aaagaatctg agg

<210> 57
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador inverso para PITPNC1

<400> 57
gagcacatga taggctgatg ac

<210> 58
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador directo para PSAT1

<400> 58
tcttgtgcgg gaattgcta

<210> 59
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador inverso para PSAT1

<400> 59

88

19

20

22

23

22

19
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aaggggacag cactgaactg

<210> 60
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador directo para PYGB

<400> 60
tccagggtcc tgtatccaaa

<210> 61
<211>21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador inverso para PYGB

<400> 61
ccacgaagta ctcctgcttc a

<210> 62
<211> 24
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador directo para RGC32

<400> 62
tgctgatctt gacaaaactt tagc

<210> 63
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador inverso para RGC32

<400> 63
gcaggtcctc ggaactttct

<210> 64
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador directo para SHMT2

<400> 64
gagggagaag gacaggcagt

<210> 65
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador inverso para SHMT2

<400> 65

89

20

20

21

24

20

20
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ctcggcetgca gaagttctct

<210> 66
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador directo para SMAD4

<400> 66
tggcccagga tcagtaggt

<210> 67
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador inverso para SMAD4

<400> 67
catcaacacc aattccagca

<210> 68
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador directo para THBD

<400> 68
aattgggagc ttgggaatg

<210> 69
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador inverso para THBD

<400> 69
tgaggacctg attaaggcta gg

<210> 70
<211> 27
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador directo para TNFSF4

<400> 70
gtatcctcga attcaaagta tcaaagt

<210> 71
<211> 21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador inverso para TNFSF4

<400> 71

90

20

19

20

19

22

27
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15

20

25

30

ctgagttgtt ctgcaccttc a

<210> 72
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> cebador directo para VIPR1

<400> 72

ctgtcccecte atcttcaage

<210> 73
<211> 18
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

ES 2763 087 T3

<223> cebador inverso para VIPR1

<400> 73

cagctgcggc ttacattg

<210> 74
<211> 2301
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 74

atgeggetgt
accacggocca
ttcaacatct
ctgctgggag
gectoegtgge
ctgctgetet
gtgtggacgt
cggoecaggea
agcggocggc
accaagcoccg
ggagagacct
agecatggate
tttgeocgeag

cttcgaaact

ggaaggcggt
tctatgtctt
ttgactcggt
ccaccattgyg
tggtcatcac
tetcagaggt
acatttcact
cccaggcect
caccgcccga
acgtggcctt
tectgeoccta
agttcageac
gtattegggg

gtctcttecg

ggtggtgact

cagccacctg
gotggatcte
tgtggccaag
cctegtgtge
gogcaggeos
cggageatoc
ggagccagyg
gcaggcegtct
cctegtggec
ctacacggge
ggctgtegte
cggcattttt

ctcactggtg

ttggecttea
gaccgcagcc
tgggcagcct
aacagtgecgce
ctettegtgg
atccgggace
ttactgetet
geggocaceyg

ggggoccacgc

gccteccttet
cgagecattg
ategtgtgee
accctcatat

tcccaggaga

91

tgagtgtgga
tcctggagga
goctgtaceg
tggggeceeg
geatetatge
cetggttttyg
ggtggctget
aggctgagyg
tgcagaagct
tcctcatcgt
atggcategt
tgotggocat
ttgccagact

caagcttctt

catctgegtg
catccgccac
cagctgcectyg
goeggctgegy
catggtgaag
ggcectgtte
gtocacegtyg
cttceoectggy
gctctcctac
ggcagctctg
catccagaaa
tggeagetca
gaacattege

tgatgagaac

21

20

18

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780

840
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cgcacagggg acctcatcte cocgoctgace tcoggacacca ccatggtcag cgacctggte 800
tcccagaaca tcaatgtctt coctgceggaac acagtcaagg tcacgggegt ggtggtcotte 860
atgttcagec tctcatggeca gotctcocettg gtcacetteca tgggettcco catcatcatg 1020
atggtgtceca acatctacgg caagtactac aagaggcetcet ccaaagaggt ccagaatgee 1080
ctggeocagag cgagcaacac ggoggaggag accatcagtg ccatgaagac tgteocggage 1140
ttegecaatyg aggaggagga ggcagaggtyg tacctgegga agetgeagea ggtgtacaag 1200
ctgaacagga aggaggcagce tgcctacatg tactacgtct ggggeagogg gotcacactg 1260
ctggtggtce aggtcagcat cctctactac gggggccace ttgtcatctco aggceccagaty 1320
accagcggcea acctcatcge cttcatcatc tacgagtttg toctgggaga ttgtatggag 1380
tecgtggget cegtetacag tggectgatg cagggagtgg gggetgetga gaaggtgtte 1440
gagttcateg accggeagee gaccatggtg cacgatggea goettggocoe cgaccaccetg 1500
gagggecggy tggactttga gaatgtgace ttcacctace geacteggee ccacacccag 1560
gtcctgecaga atgtctcoett cageoctgtce ccocggeaagg tgacggecct ggtggggooc 1620
tcgggcagtg ggaagagcte ctgtgtcaac atocctggaga acttctacco cctggagggy 1680
ggccgggtge tgctggacgg caagcccatc agcgcocctacg accacaagta cttgocacegt 1740
gtgatctece tggtgageca ggageocogtg ctgttegece getccatcac ggataacate 1800
toectacggee tgeccactgt gectttegag atggtggtgg aggecgeaca gaaggeocaat 1860
goeocacgget tecatcatgga actecaggac ggetacagea cagagacagyg ggagaaggge 1520
gcccagetgt caggtggceca gaagcagogg gtggccatgg cccgggctct ggtgoggaac 1880
ccccecagtcc tcatcctgga tgaagccacce agogectttgg atgoccgagag cgagtatctyg 2040
atccagcagg ccatccatgg caacctgoag aagcacacgg tactcatcat cgcocgoaccgg 2100
ctgagcaceg tggageacge geaccteatt gtggtgetgg acaagggoceg ogtagtgeag 2160
cagggcacos accageaget goetggoccag ggoggoctot acgocaaget ggtgoagegg 2220
cagatgetgg ggcetteagee cgocgeagac ttcacagetg gecacaacga gectgtagee 2280
aacggcagtc acaaggoctg a 2301

<210> 75

<211>919

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 75
tggggggccc ctgettectoce cggtggggea gaggaccegyg tgectgectg gecagatgtge €0
ccacggagge ccccagctge cctoccgagoe caggcctgoa gocactgaaag acgacctgoc 120

10 atgteoccatg gatcaccoget tectgeatot tgeccetggt ccectgeccca tteccaggge 180

92



actccttacc
aaggtagagec
caccccagte
ttteaccaag
tgggggatgt

teccggaggy

tectggccagg
taagccagtc
gtctggaggg
cccaccecty
ccacgtggat
geccaggate

tactacctct

<210> 76
<211>978
<212> ADN

cctgectgecece
tgccttttta
aactcctaga
atgttcetaga
ccagagacta
agacacgggg
gcgggtaggy
tcactgtgaa
gcctcagggy
getggeoagee
gttecatgaga
tggetttgee

tacccctaa

<213> Homo sapiens

<400> 76

ES 2763 087 T3

tgagccaacg
aacctaggtc
tttcaaaaac
aacttcetgag
ggectetece
aacgggattt
agcgtggagg
ccacacgaaa
tgccecccage
teccteceea
tgeattetet

agaggttgea

ccttcacgga
ttaccagggt
ctttttctaa
ccaggagtga
ctttacceoct
tecgtetete
gcatctgtct
cctcaactgg
ccggcaccca
caccegeces
tetgtetttg

acatgttgag

93

cctcectage
ttttactgtt
ttgggagtaa
atggecctte
ccagagaagyg
ccetettgoca
goccatcgece
gggagtgagg
gogetttege
tgtgetetge
gtggatggga

agaacceggt

ctcctaagca
tggtttgagyg
tggegggeac
c¢ttagtagee
ggettecetyg
getetgtgag
gctgccaatc
ggctggcecag
ccctogteca
tgtetggagy
tggtggcaaa

caataaagtg

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

219
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atgctgccga gagtgggcetg ccccgcecgetg ccgetgoccge cgcogecgcet getgoccgety &80
ctgetgetge tactgggege gagtggegge ggcggegggyg cgegegegga ggtgctgtte 120
cgetgecege coctgeacace cgagegectyg gocgectgeg ggeccceegece ggttgegecg 180
cccgecgegyg tggoeageagt ggocggagge gocogeatge catgegegga getegtoegg 240
gageeggget geggetgetg cteggtgtge geecggetgyg agggegagge gtgeggegte 300
tacaccccge gctgoggceca ggggctgeoge tgctatcceoe accogggctce cgagctgecc 360
ctgcaggcge tggtcatggg cgagggcact tgtgagaage goccgggacgc cgagtatgge 420
gocagccogg agcaggttgce agacaatggce gatgaccact cagaaggagg cctggtggag 480
aaccacgtgg acageaccat gaacatgttg ggcgggggag geagtgetgg cocggaageoce 540
ctecaagtegg gtatgaagga getggeegtg ttecgggaga aggtcactga geagcaceogg 600
cagatgggea agggtggeaa geatcacctt ggectggagg agoccaagaa getgogaccea 660
cocecocctgeca ggactcoctg ccaacaggaa ctggaccagg tcctggageg gatctccacce 720
atgcgcctte cggatgagcg gggccctectg gagcacctet actccctgeca catccccaac 780
tgtgacaagc atggcocctgta caacctcaaa cagtgcaaga tgtctctgaa cgggcagegt 840
ggggagtget ggtgtgtgaa ccecaacace gggaagetga tocagggage ceoccaccate 9S00
cggggggacc ccgagtgtca tctcttctac aatgagcagce aggaggctcg cggggtgcac 960
acccagcgga tgcagtag 978

<210> 77

<211> 331

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 77

accgcagcca gccggtgect ggeogceoccctg ccocccegece ctctccaaac accggcagaa 60
aacggagagt gottgggtgg tgggtgetgg aggattttcee agttetgaca cacgtattta 120
tatttggaaa gagaccagca ccgagetegg cacetececeg goctetetet teccagetge 180
agatgecaca cotgetceett cttgettteoe cegagagagy aaggggattg tggtogggaga 240
gcectggggtac aggtttgggy agggggaaga gaaattttta tttttgaacec cctgtgtccce 300
ttttgcataa gattaaagga aggaaaagta a 331

<210> 78

<211> 3000

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 78

94



atggggccgg
gctatcactg
gggagcectge
cctgecttga
ccccaggtga
ggacacataa
aatatatacc
catcatgcaa
agcataacca
aatgaagaga
aagcagectyg
gtgggecege
cagcctgaaa
agttgtgagg
aaagcaattc

ctgatetect

gtcaaggaag

ccocgetgece
aggcaaggga
aaactgacca
tgttttcace
coctetgtega
tactttctga
aggacaccac
ttacacagtt
gtgtgcageg
tegtgtetga
agagcatgaa
ctgagccegt
aatcccccte
cccacaatga
cctcoccace
gggttectgy

ctgatecget
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gctgetgetg
agaagccaag
cacaccgctg
aacccagect
atcaaagccce
acataaaggt
aatttcttgg
ttatccagat
ttcagacaat
teccatetac
tgtcaccaga
caacatttte
cgtgctaact
caaagggctg
aactgaagtc
ttttgatgga

gagtaatgge

ggcctcttee
ccttacccge
ttatccectte
ggaagaccac
ctacegecte
gtcaaattta
tggaaagatyg
gatgaagtta
gggtcgtata
atcgaagtac
aacacagcct
tgggttcaaa
gttccaggcce
accgtgtcca
agcatccgta
tacteccogt

tcagtcatga

95

tocececegeget
tattcccggg
ctcacgccag
atacaggaaa
ttgeettcaa
attgetcaat
ggaaggaatt
cagcaataat
tctgtaagat
aaggacttec
tcaaccteac
acagtageeg
tgacggagat
agggagtgca
acagcactgc
tcaggaattg

tttttaacac

ctggcgtaga
accttttcca
tgggtaccayg
cgtagecatt
acacacagtt
cagtgtacct
gcttggggea
cgecttectte
gaaaataaac
tecactttact
ctgtcagget
tgttaacgaa
ggcggtette
gatcaacatc
acacagcatt
cagcatteag

c¢tetgectta

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800

960

1020



ccacatotgt
tgeatgaatyg
ggagocecat
gtggacatca
cggatatcec
cagaatggca
attgcageeg
cctgeacacy
cctgtgetea
atctcecttgg
gaggattctyg
gaacttacct
gtgattgaca
gtaatggaag
atgaagttgg
atgaaagact
toctcaaggea
acttacttac
ttgaagttea
catcegagatt
gacttoggec
aagatgecctg
agtgatgtgt
tatcctgggg
cagaccgaayg
cecttagace
ttgactgacyg
tcoctgagggece
tctataattg
gacagcaaac

ctgacttetyg

accaaatcaa
aaataggetyg
cagtagcace
gatggatgaa
acgtgtggea
gccgagctog
tcaccagagg
gttgggtaga
teatetttgyg
ccatcagaaa
aattagtggt
tacatagett
ggaatettet
gaaatcttaa
acaactctte
tcagcecacce
tcccaaagcce
tttattcccg
tggtggatat
tagctgoteg
tctetaagaa
ttaaatggat
gggcatttgg
tccagaacca
actgectgga
gececacett
tteggaacca
tggceocaggy
cctcotgcac
ctcatgaagyg

cecectaetge

ES 2763 087 T3

geagektgcaa
gtoetgeagtyg
tttaaatgte
gocctcegact
gagtgcaggg
gatctotgtt
gggagttggyg
ttatgceecee
ctgettttgt
aagagtccag
gaattatata
gggagtcagt
aattcttgga
goaggaagat
acagcgggag
aaatgtcatt
catggtaatt
attggagaca
tgecctggga
aaactgcatg
gatttacagt
cgccatagaa
cgtgaccatg
tgagatgtat
tgaactgtat
ttcagtattg
agcagacgtt
ctccaccctt
toccoecgeget
acggtacatc

tgeagteaca

goecctggeta
ageccttgga
actgtgttte
aagcagcagyg
atttccaaag
caagtccaca
coctteoagtg
tettcaacte
ggatttattt
gagacaaagt
gcaaagaaat
gaggaactac
aaaattcotgg
gggaccetete
atcgaggagt
cgacttctag
ttacccttca
ggaccaaagc
atggagtate
ttgegagatyg
ggcgattatt
agtcttgcag
tgggaaatag
gactatctte
gaaataatgt
aggetgceage
atttaegtca
gctecactgg
gccatcagtg

ctgaatgggg

gctgaaaaga
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attacageat
ttotagecag
tgaatgaatc
atggagaact
agctcttgga
atgctacgtg
atccagtgaa
cggegectgg
tgattgggtt
ttgggaatge
ccttetgteg
aaaataaact
gtgaaggaga
tgaaagtgge
ttetcagtga
gtgtgtgtat
tgaaatacgg
atattcctct
tgagcaacag
acatgactgt
acogoecaagyg
accgagtcta
ctacgcgggg
tccatggeoca
actettgetg
tagaaaaact
atacacagtt
acttgaacat
tggtcacagce
gcagtgagga

acagtgtttt

tggtgtttee
cacgactgaa
tagtgataat
ggtgggctac
ggaagttygge
cacagtgagg
aatatttate
caacgcagat
gattttatac
attcacagag
gcgagccatt
agaagatgtt
gtttgggtet
agtgaagacc
ggcagegtge
agaaatgagc
ggacctgcat
gcagacacta
gaattttett
ctgtgttgeg
cogeattget
cacaagtaaa
aatgactccc
caggttgaag
gagaaccgat
cttagaaagt
gctggagage
cgaccctgac
agaagttcat
atgggaagat

accgggggag

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1520

13980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880
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agacttgtta ggaatggggt ctcctggtcc cattcgagca tgctgecctt gggaagctca 2940
ttgcccgaty aacttttgtt tgctgacgac tcctcagaag gctcagaagt cctgatgtga 3000

<210>79

<211> 504

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 79
ggagaggtgce ggggagacat tcacaaaaatce aagocaatte tteokbgetgta ggagaatoca 60
attgtacctg atgtttttgg tatttgtctt ccttaccaag tgaactccat ggccccaaag 120
caccagatga atgttgttaa gtaagctgtc attaaaaata cataatatat atttatttaa 180
agagaaaaaa tatgtgtata tcatggaaaa agacaaggat attttaataa aacattactt 240
atttecattte acttatettyg catatcttaa aattaagett cagetgetee ttgatattaa 300
catttgtaca gagttgaagt tgttttttea agttetttte ttttteatga ctattaaatg 360
taaaaatatt tgtaaaatga aatgocatat ttgacttgge ttetggtett gatgtatttg 420
ataagaatga ttcattcaat gtttaaagtt gtataactga ttaattttct gatatggett 480
cctaataaaa tatgaataag gaag 504

<210> 80

<211> 999

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 80

97
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atgctgctga aagagtaccg gatctgcaty ccgctcaccg tagacgagta caaaattgga 60
cagctgtaca tgatcagcaa acacagccat gaacagagtg accggggaga aggggtggag 120
gtcocgtccaga atgagccoctt tgaggaccot caccatggeca atgggecagtt caccgagaag 180
cgggtgtate tcaacageaa actgectagt tgggetagag ctgttgbtoce caaaatattt 240
tatgtgacag agaaggettyg gaactattat ccctacadaa ttacagaata cacatgttec 300
tttoetgoega aattotecat teatatagaa adcaagtatg aggacaacaa aggaagoaat 360
gacaccattt tcgacaatga agccaaagac gtggagagag aagtttgcett tattgatatt 420
gectgecgatyg aaattccaga gegctactac aaagaatctg aggatcctaa geocacttcaag 480
tcagagaaga caggacgggg acagttgagg gaaggctgga gagatagtca tcagcctatc 540
atgtgctect acaagetggt gactgtgaag tttgaggtet gggggettca gaccagagtg 600
gaacaatttyg tacacaaggt ggtodgagac attctgetga ttggacatag acaggetttt 660
geatgggttyg atgagtggta tgacatgaca atggatgaag tocgagaatt tgaacgagec 720
actcaggaag ccaccaacaa gaaaatcggc attttcccac ctgcaattte tatctcoccage 780
atccccctge tgecttette cgtceccocgocagt gogeoctteota gtgetccate caccectcete 840
tocacagacg cacecgaatt totgboegtt ccocaaagate ggoccocggaa aaagtetgoe 900
ccagaaacte teacacttoe agacoctgag aaaaaageca ccoctgaattt acceggeatg 960
cactettecag ataagecatg teggeccaaa tetgagtaa 999

<210> 81

<211> 807

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 81

98
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99

atgctgeotga aagagtaccg gatctgcatg ccgctcaccg tagacgagta caaaattgga 60
cagctgtaca tgatcagcaa acacagccat gaacagagtg accggggaga aggggtggag 120
gtegtecaga atgagecectt tgaggaccocet caccatggea atgggeagtt caccgagaag 130
cgggtgtate tcaacageaa actgectagt tgggotagag ctgttgtece caaaatattt 2490
tatgtgacag agaaggcettg gaactattat cectacacaa ttacagaata cacatgttec 300
tttctgecga aattctecat tcatatagaa accaagtatg aggacaacaa aggaagcaat 360
gacaccattt tcgacaatga agccaaagac gtggagagag aagtttgctt tattgatatt 420
gcctgecgatg aaattccaga gocgctactac aaagaatctg aggatcctaa gcacttcaag 480
tcagagaaga caggacgggg acagttgagg gaaggetgga gagatagtcea teagectate 540
atgtgctoct acaagetggt gactgtgaag tttgaggtct gggggettca gaccagagtg 600
gaacaatttg tacacaaggt ggtecgagac attcetgetga ttggacatag acaggetttt 660
gcatgggttg atgagtggta tgatatgaca atggatgatg ttcgggaata cgagaaaaac 720
atgcatgaac aaaccaacat aaaagtttgc aatcagcatt cctcccctgt ggatgacata 780
gagagtcatg cccaaacaag tacatga 807
<210> 82
<211> 954
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<400> 82
caatggatga agtccgagaa tttgaacgag ccactcagga agccaccaac aagaaaatog 60
gcattttoce acctgcaatt tctatctoceca gecatceccect gotgecttet tecogtcecogea 120
gtgogecttec tagtgectcca tccacccctc tctccacaga cgcacccgaa tttetgtecg 180
tteoccaaaga teggeccogg aaaaagtotg coccagaaac tetcacactt ccagaccotg 240
agaaaaaagce cacoctgaat ttacecggea tgcactette agataageca tgteggeeca 300
aatctgagta actttatata aatatctecat ggggttttat atttteattt gttgttgttg 360
ttttttttta agaatctteot gatagagaaa aagactgett tgtcactcaa acatgttcect 420
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tcgaccttte agtgtgoatg

gotacacage atcatattag

tgtaaccaca tagctgtatg

ggcatggact
tagaaaatag

gcataacata

tcaaggataa
tgaagtcagt

cttagetgtt

gttactgaga ttcctatttt

aaacttttga aaattttaat

catttatacc ttccacagaa

<210> 83
<211>1113

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 83

atggacgcocc
gtgttgttag
gaaatgagtc
cgggaattge
ggeocagttea
tatgtggtga
ataaatatcg
aacctcaacc
gagtttgact
ttectgtoca
aatgttgget
cteocgagagt
aacacgcoto
aatggaggtg
attattgata
atgaatattc
cttgataaag
ateocogggect

atgaaaaaat

<210> 84

ccaggcaggt

agatacaaaa
acaggtcatc
tagetgttec
gtgetgteoce
caggagettyg
ttcaccctaa
cagatgoctc
ttatacccga
agacagtgga
ctgctggggt
gocecteggt
catgtttcag
cecgeggocat
attctcaagy
cattcoegeat
ctettgaact
ctetgtataa

ttttggagat
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tgactcagta
atgtaagatg
ccagagagga
atgaatgaaa
ttecteteat
aaattttgaa
gtggttagte
catcaagcta

tttaataaag

ggtcaacttt
ggaattatta
agattttgcc
agacaactat
cttaaacete
gtcagcetaag
acttgggagt
ctacgtgtat
tgtcaaggga
tgtttecaag
caccgtggtg
cctggaatac
catctacgtec
ggagaagott
attctacgtt
tggcaatgee
caatatgttg
tgetgteoaca

gcatcagcta

acttcacata
taagacttge
agccttgtta
actttgeace
¢aaatctaaa
ctgetaatta
tgactcagga
tagaggctcce

attctacttg

gggectggte

gactacaaag
aagattatta
aaggtgattt
attggettga
gocgeagaag
tatacaaaaa
tattgcgcaa
gcagtactgyg
tttggtgtga
attgtecgtg
aaggtgcagy
atgggcttog
agctccatca
tgtccagtgyg
aaaggagatg
tecettgaaag
attgaagacg

tga

100

gaatatgatt
aaaggacaga
ttgggoattt
acttttgtta
attctecaaa
ctaatacttg
tttggagoct
aagtgcaatt

tttctgtctt

ccgccaaget
gagttggcat
acaatacaga
ttetgeaagy
aagcaggaag
aagccaagaa
ttccagatcc
atgagacggt
tttgtgacat
tttttgetgg
atgacctget
ctggaaacag
ttctggagtg
aatctcaaac
agccccaaaa
atgctttaga
ggcataggte

ttcagaagoet

ccctaagtat
aggaatcttce
gatgaggttt
caaggtacgg
atactctcag
aataccaata
aattaactct
aataataact

ttaa

geccgoactca
tagtgttctt
gaatcttgtg
aggtgggtge
gtgtgetgac
gtttgggact
aagcacctgyg
gcatggtgty
gtcctcaaac
tgaccagaag
ggggtttgec
ctecttgtac
gattaaaaac
aatttatgag
tagaagcaag
aaaaagattt
tgtgggagge

ggccgectte

480

540

600

660

720

780

840

800

854

60

120

130

240

300

360

420

430

540

600

660

720

780

840

300

960

1020

1080

1113
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101

<211> 1007

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 84
acacatccta accaggatat actctgttct tgaacaacat acaaagttta aagtaacttg 60
gggatggcta caaaaagtta acacagtatt tttctcaaat gaacatgttt attgcagatt 120
cttctttttt gaaagaacaa cagcaaaaca tccacaactc tgtaaagctg gtgggaccta 180
atgtcacctt aattetgact tgaactggaa geattttaag aaatcettgtt gettttctaa 240
caaatteceg cgtattttge ctttgetget acttttteta gttagattte aaacttgect 300
gtggacttaa taatgcaagt tgegattaat tatttetgga gteatgggaa cacacageac 360
agagggtagg ggggccctct aggtgctgaa tctacacatc tgtggggtct cctgggttca 420
gocggetgttg attcaaggtc aacattgace attggaggag tggtttaaga gtgccaggeg 480
aagggcaaac tgtagatcga tctttatgct gttattacag gagaagtgac atactttata 540
tatgtttata ttagecaaggt ctgtttttaa taccatatac tttatattte tatacattta 600
tatttectaat aatacagtta tcactgatat atgtagacac ttttagaatt tattaaatce 660
ttgaccttgt gcattatage attccattag caagagttgt acccectccocce cagtettege 720
cttcctettt ttaagectgtt ttatgaaaaa gacctagaag ttcttgattc atttttacca 780
ttcttteccat aggtagaaga gaaagttgat tggttggttg tttttcaatt atgccattaa 840
actaaacatt tctgttaaat taccctatcc tttgttctet actgttttet ttgtaatgta 900
tgactacgag agtgatactt tgctgaaaag teotttecect attgtttate tattgteagt 9560
attttatgtt gaatatgtaa agaacattaa agtcctaaaa catctaa 1007

<210> 85

<211> 2532

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 85
atggcgaagc cgectgacgga cagogagaag cggaagcaga tcagegtgcg cggcectggoeg 60
gggctaggeg acgtggccga ggtgcggaag agcttcaacce ggcacttgea cttcacgetg 120
gtcaaggacc gcaatgtggc cacgccccge gactacttct togcocgetgge geacacggtg 180
cgogaceace toegtgggecy ctggateocge acgeageage actactacga gegeogacece 240
aagcogcattt attatettte cctggaatte tacatgggte geacgetgea gaacacgatg 300
gtgaacectgg geoctteagaa tgectgegat gaagecatet atcagttggg gttagacttg 360
gaggaactcg aggagataga agaagatgct ggecttggga atggaggcct ggggaggcetg 420
gocagcgtgtt tccttgactc aatggotacc ttgggcectgg cagcatacgg ctatggaatc 480



cgetatgaat
gatgactgge
gtgcacttet
gtggtgctgg
accatgoggc
ggagactaca
tatccaaatg
gtggcegeca
gaccctgtga
acccaccccg
gactgggaca
ctgcctgagy
ctggagataa
ggcgatgtygg
aacatggece
teggagatcg
cagaataaga
gccgatacca
aagectgeotge
gagaacaage
tectecatgt
tgoctgoacy
cccaggacty
atcaagttgy
ttgaaagtga
getgatotgt
aagttecatge
gccgaggagy
gccttggacce

caggccgtyy

gacatcegtga

ttgggatttt
tgegetacgg
acggacgegt
ccatgcoccta
tgtggtcoge
tcgaggeggt
ataacttectt
cgctecagga
gaacctgttt
ccectctecat
aggcctggga
ccttggagcg
toctatgecat
accgectgeg
acctgtgtgt
tgaaacagtc
ccaatggcat
tegtggagaa
cgoetggteag
tcaagttete
tegatgtgea
tcgtecacect
ttatgattgg
tcacctecat
tettectgga
cgcagcagat
tcaacgggge
ccggggoeoga

ggaaagggta

accagatcag

acatgctgat
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taaccagaag
caaccectygy
ggagcacace
cgacacccca
caaggetcoc
cctggaccgg
tgaggggaag
catcatcege
cgagacgtte
ccctgagetce
aatcacgaag
ctggcecogtyg
caaccagegy
caggatgtet
gattgggtee
ggtctttaag
caccccccge
aattggggag
tgacgaggty
ggectteoctg
tgtgaagagg
gtacaatcga
gggcaaggea
cggcgacgte
gaactacegt
ctecactgea
cotcaccate
gaacctctte
caatgccagg
cagtggcttt

gcaccatgac

attgtcaatyg
gagaaagoge
cccgacggey
gtgocogget
aacgacttca
aacttggctg
gagctgegge
cgcttcaagt
ccagacaagy
atgcggatce
aagacctgtg
tccatgtttg
cacctggace
gtgatcgagyg
catgctgtea
gatttttatg
cggtggetge
gagttcctga
tteatcaggg
gagaaggagt
ateccacgagt
atcaagagaqg
gogocoggtt
gtcaatcatg
gtgtecttgg
ggcaccgagy
ggcaccatgg
atcttcggece
gagtactacg
ttttctecoea

aggttcaagg

102

gectggecaggt
ggectgagta
tgaagtgget
acaagaacaa
agctgcagga
agaacatctc
tgaagcagga
cgtccaagtt
tggecatcoca
tggtggacgt
catacaccaa
agaagctgct
acgtggecge
agggggactg
atggtgtgge
aactggagecc
tgctgtgcaa
ctgacctgag
acgtggecaa
acaaggtgaa
acaageoggca
acccggecaa
accacatggc
acccagttgt
¢tgagaaagt
ceteaggeac
acggagecaa
tgcgggtgga
accacctgcc
aggagccaga

tgtttgcaga

agaggaggcc
tatgettece
ggacacacag
caccgtcaac
cttcaacgtg
cagggtcctg
gtacttegtg
cggctgecgg
gctgaacgac
ggagaaggty
ccacactgtg
gcogeggoac
getgtttooe
caagcggate
gaggatcecae
agagaagttc
cceggggety
ccagctgaag
ggtcaaacag
gatcaacceoe
getgeteaac
ggcttttgtg
caagctgatce
gggtgacagyg
gatcaccggee
aggceaacatyg
cgtggagatg
ggatgtcgag
cgagctgaaqg
ctgcttcaag

ctatgaagee

540

600

660

720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280

2340
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103

tacatgcagt gccaggcaca ggtggaccag ctgtaccgga accccaagga gtggaccaag 2400
aaggtcatca ggaacatcgc ctgctcggge aagttctcca gtgaccggac catcacggag 2460
tatgcacggg agatctgggg tgtggageccc tcocgacctge agatcccgec ccccaacatc 2520
ceccgggact ag 2532
<210> 86
<211> 1490
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<400> 86
gcacaccctyg ccttggeggg accageggge atttgtttte ttgetgactt tgcacctcect 60
tttttccoca aacactttge cagecactgg tggtccctge ttttoctgagt accatgttte 120
caggagggge catgggggtce agggtggttt tgagagagea gggtaaggaa ggaatgtget 180
agaagtgete ctagtttett gtaaaggaag ccagagttga cagtacaaag ggtoeghtggec 240
agecctgeag cttcageace tgocccacee agagtgggag teaggtggag ccacctgetyg 300
ggctccccca gaactttgeca cacatcttge tatgtattag ccgatgtctt tagtgttgag 360
cctcectggatt ctggggtctg ggocagtgge catagtgaag cctgggaatg agtgttactg 420
cagcatctgg gctgccagec acagggaagg gccaagcccc atgtageccc agtcatcctg 480
cocagecctyg cotoctggee atgecgggag gggtoggate ctetaggeat egectteaca 540
geeccctgee ccctgececte tgtectgget ctgeacctgg tatatgggte atggacecag 600
atggggettt ccetttgtag ceatecaatg ggeattgtgt gggtgettgg aaccegggat 660
gactgagggy gacactggag tgggtgcttg tgtctgetgt ctcagaggcoce ttggtcagga 720
tgaagttggc tgacacagct tagcttggtt ttgcttattc aaaagagaaa ataactacac 780
atggaaatga aactagctga agccttttct tgttttagca actgaaaatt gtacttggtce 840
acttttgtge ttgaggagge ceattttetg cctggeaggg ggcaggtetg tgeccteceg 900
ctgactectg ctgtgtectyg aggtgeattt cetgttgtac acacaaggge caggetecat 960
tetececteoce ttteocaccag tgecacagee teghtotggaa aaaggaccag gggtocegga 1020
ggaacccatt tgtgctctgc ttggacagca ggcocctggcac tgggaggtgg gggtgagocc 1080
ctcacagcot tgeccecctcec caaggetgge aacctgcctce ccattgeocca agagagaggg 1140
cagggaacag gctactgtcc ttccctgtgg aattgcoccgag aaatctagca ccttgcatge 1200
tggatetggg ctgoggggag getettttte toeetggect cecaghtgecca ccaggaggat 1260
ctgegeacgyg tgcacagoec accagageac tacagecttt tattgagtgg ggcaagtget 1320
gggctgtggt egtgecctga cageatette cccaggeage ggetetgtgyg aggaggecat 1380
actcccctag ttggeccactg gggcocaccac cctgaccacc actgtgocccce tcattgttac 1440
tgccttgtga gataaaaact gattaaacct ttgtggetgt ggttggetga 14980
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<210> 87

<211> 1515

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 87
atgetgtact tetetttgbt ttgggegget cggectetge agagatgtgg goagetggte 60
aggatggeca tteogggetea geacagcaac geageoccaga cteagactgg ggaageaaac 120
aggggctgga caggccagga gagcctgtcg gacagtgatc ctgagatgtg ggagttgetg 180
cagagggaga aggacaggca gtgtcgtgge ctggagctca ttgcctcaga gaacttctge 240
agocgagcetyg cgctggagge cctggggtoc tgtctgaaca acaagtactc ggagggttat 300
cctggcaaga gatactatgg gggageagag gtggtggatg aaattgaget goetgtgecag 360
cgeegggect tggaagectt tgaccetggat cetgeacagt ggggagteaa tgtocagoee 429
tactcogggt ccccagecaa coctggecgte tacacagooe ttotgeaace tcacgacoegg 480
atcatggggc tggacotgec cgatggggge catctcacce acggctacat gteotgacgte 540
aagcggatat cagccacgtc catcttctte gagtctatge cctataaget caaccccaaa 800
actggcctca ttgactacaa ccagctggeca ctgactgctc gacttttceg goccacggetce 660
atcatagcetg geaccagege ctatgetege cteattgact acgeoccgeat gagagaggtg 720
tgtgatgaag tcaaagecaca cctgetggea gacatggece acatcagtgg cctggtgget 780
gocaaggtga ttocctegee ttteaageac geggacatog teaccaccac tacteacaag 840
actcttcocgag gggccaggtc agggctcatc ttctaccgga aaggggtgaa ggectgtggac 9200
cccaagactg gocgggagat cccttacaca tttgaggacc gaatcaactt tgcogtgttce 9260
ccatccectge aggggggccce ccacaatcat gcoccattgetg cagtagetgt ggeooctaaag 1020
caggectgea cceoccatgtt cogggagtac tecctgeagg ttetgaagaa tgotoegggeco 1080
atggeagatg ccctgotaga gegaggotac tcactggtat caggtggtac tgacaaccac 1149
ctggtgetgg tggacctgeg geccaaggge ctggatggag ctegggetga goegggtgota 1200
gagcttgtat ccatcactgc caacaagaac acctgtcctg gagaccgaag tgccatcaca 1260
ccgggeggee tgoggottgg ggoccocagece ttaacttcote gacagttceog tgaggatgac 1320
ttccggagag ttgtggactt tatagatgaa ggggtcaaca ttggcttaga ggtgaagage 1380
aagactgeca agetocagga tttcaaatee ttectgetta aggacteaga aacaagtcag 1449
cgtetggeca acctcaggea acgggtggag cagtttgeca gggecttece catgectggt 1500
tttgatgage attga 1515

<210> 88

<211> 570

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 88

104
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aggcacctgg

agtgaaatag
agagccaggt
ttttttggta
gatcacagtg
cagtagcagg
cctgocecoctga
ccctcaatgt
agectoctet

attcaatttyg

<210> 89

<211> 1374
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 89

atgocgoccge
tgggecccttg
cagatgateg
ataggcetgea
gtagttgtet
gtaagccgea
goctgtggtt
toctgtgaaga
acagctatcc
ctetteatat
gacagegggy
tttttcecaat
tacaccctge
atcggetgygg
gaggattatyg

atcctcacet

gaaatgaggc
aaagecttte
atagtetcce
acaagactta
tcagagacgce
caggggtggy
gtttccatta
gtacacoget
ttotgtotet

ttaaatgaaa

caagtccget
ggccgygcggy
aggtgcagca
gcaagatgtg
tggoctgtee
gctgocaccga
tggatgacaa
ccggoctacac
tgagecectgtt
cctteatect
agtcggacca
attgtgtcat
ttgcogtcte
gggtacccag
ggtgctggga

ccatcttggt

ES 2763 087 T3

ccacagactc
tattttttgg
tteccagaat
gaaggaggge
gtcctettte
taggcacecct
ctgtgggtgy
cogetoccac
gatcagagee

ttgtattttg

gccogeccge
cggccaggeg
caagcagtgce
ggacaaccte
ecteatette
cgaaggctgg
ggcagcgagt
cattggctac
caggaagctc
gagggctgec
gtgctecgag
ggctaacttc
cttottetcet
cacattcacc
caccatcaac

aaacttecatc

aaagttactc
tgcgggaggyg
ttgtaactga
ccaggeactt
ttggggaagt
ccttectgtt
ggttccectg
caccgetace

gacaccagac

tggctatgoyg
gccaggectge
ctggaggagyg
acctgetgge
aagetettet
acgcacctgg
ttggatgage
ggoctgtcoe
cactgcacgc
getgtettca
ggctcggtgg
ttctggetge
gagcggaagt
atggtgtgga
toctcactgt

ctgtttattt

105

tecoctteeocee
aagacctctce
gaagatcttt
tetgtttgaa
tgaggagtge
tttatctaat
ggccaaacag
acaaggaccce

gtgattagea

tgctggeagg
aggaggagtg
cccagetgga
cagecaccode
ectecattea
agcctggece
agcagaccat
tcocgocacccet
ggaactacat
tcaaagactt
gctgtaagge
tggtggagayg
acttctgggg
ccatcgeccag
ggtggatcat

gcatcatceg

tacctgggec
acttagggea
tetttttect
ccecktgteat
ccttcagage
aaaatgctaa
tgatttgtct
ceggggetge

ggocgoageaa

cgcectogoo
tgactatgtyg
gaatgagaca
teggggecag
aggecgeaat
gtaccccatt
gttctacggt
tctggtogoe
ccacatgecac
ggcoectette
agccatggte
cctctacctyg
gtacatactc
gatccatttt
aaagggecce

aatcctgett

60

120

180

240

300

360

420

480

540

570

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900

960
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cagaaactgc ggcccccaga tatcaggaag agtgacagca gtccatactc aaggctagec 1020
aggtccacac tcctgetgat ccccoctgttt ggagtacact acatcatgtt cgocttettt 1080
ccggacaatt ttaagcctga agtgaagatg gtctttgage tcocgtcgtggg gtoctttcocag 1140
ggttttgbtgg tggetatect ctactgette cteaatggtg aggtgeagge ggagetgagg 1200
cggaagtgge ggcegetggea cctgoaggge gtectggget ggaaccecaa ataccoggeac 1260
ccgtegggag gcagcaacgg cgocacgtge agcacgcagg tttccatget gaccoccgegte 1320
agcccaggtg ccogocgete ctccagettce caagccgaag totcocctggt ctga 1374

<210> 90

<211> 1287

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 90
ccaccaggat cccaggggoc caaggcggcec ccteccoccgeoc cttcocccactc accecoggeag 80
acgecgggga cagaggcectg cccgggegeg gecagecceg gecctggget cggaggetge 120
ccoeggecoe ctggtetetg gtocggacae tectagagaa cgeageccta gagectgeoct 180
ggagegttte tagcaagtga gagagatggg agetectcecte ctggaggatt gcaggtggaa 240
ctcagtcatt agactccteoe tccaaaggcecoc ccctacgecca atcaagggea aaaagtctac 300
atactttecat cctgactctg cccectgetg getcttctge ccaattggag gaaagcaacce 360
ggtggatoct caaacaacac tggtgtgace tgagggcaga aaggttctge ccgggaaggt 420
caccagcoacce aacaccacgyg tagtgoctga aatttcacca ttgetgtcaa gttectttgg 480
gttaageatt accactcagg catttgactg aagatgcage tcactaccet attetetett 540
tacgettagt tatcagettt ttaaagtggg ttattetgga ghtttttgttt ggagageaca 600
cctatcttag tggttcocceca cogaagtgga ctggoccetg ggtcagtctg gtgggaggac 660
ggtgcaaccc aaggactgag ggactctgaa gcectctggga aatgagaagg cagccaccag 720
cgaatgctag gtctcggact aagoctacct gcetctccaag tctcagtgge ttcatctgte 780
aagtgggatce tgtcacacca gocatactta tetcetotgbtyg ctgtggaage aacaggaate 840
aagagcetgee ctecttgtece acccacctat gtgecaactyg ttgtaactag getcagagat 900
gtgcacecat gggetotgac agaaageaga tacctcacce tgetacacat acaggatttg 960
aactcagatc tgtctgatag gaatgtgaaa gceacggactce ttactgcoctaa cttttgtgta 1020
tcgtaaccag ccagatcctc ttggttattt gtttaccact tgtattatta atgeccattat 1080
ccctgaatcc ccottgocac ccoccacccteo ctggagtgtg getgaggagg cctccatctce 1140
atgtatcate tggataggag cctgetggte acagectect ctgtetgeoee ttecaceccag 1200
tggocactea gettectace cacacctetg ceagaagate ccctcoaggac tgcaacagge 1260
ttgtgcaaca ataaatgttg gcttgga 1287
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<210> 91
<211> 32
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador directo para clonacién del 3'UTR de ABCB9

<400> 91
ccggcccteg agtggggggc ccctgcettct cc

<210> 92
<211> 34
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador inverso para clonacién del 3'UTR de ABCB9

<400> 92
ccggcecegcegg ccgcttaggg gtaagaggta gtac

<210> 93
<211> 32
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador directo para la CDS de ABCB9

<400> 93
ccggccctcg agatgeggcet gtggaaggeg gt

<210> 94
<211> 34
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador inverso para la CDS de ABCB9

<400> 94
ccggcecegcegg ccgctcaggc cttgtgactg cegt

<210> 95
<211> 32
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador directo para el 3'UTR de IGFBP2

<400> 95
ccggccctcg agaccgcage cagceggtgce ct

<210> 96
<211> 34
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador inverso para el 3'UTR de IGFBP2

<400> 96
ccggcecgcegg ccgcttactt ttecttectt taat

107

32

34

32

34

32

34
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<210> 97
<211> 32
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador directo para la CDS de IGFBP2

<400> 97
ccggccctcg agatgetgcc gagagtgggc tg

<210> 98
<211> 34
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador inverso para la CDS de IGFBP2

<400> 98
ccggceegcegg ccgcctactg catcecgetgg gtgt

<210> 99
<211> 32
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador directo para el 3'UTR de MERTK

<400> 99
ccggccctcg agggagaggt gcggggagac at

<210> 100
<211> 34
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador inverso para el 3'UTR de MERTK

<400> 100
ccggcecgcegg ccgccttect tattcatatt ttat

<210> 101
<211> 32
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador directo para la CDS de MERTK

<400> 101
ccggccctcg agatggggec ggccccgcetg cc

<210> 102
<211> 34
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador inverso para la CDS de MERTK

<400> 102
ccggcecgcegg ccgcetcacat caggacttct gage

108

32

34

32

34

32

34
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<210> 103
<211> 32
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador directo para la 3'UTR de PITPNC1

<400> 103
ccggccctcg agcaatggat gaagtccgag aa

<210> 104
<211> 34
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador inverso para la 3'UTR de PITPNC1

<400> 104
ccggcecgcegg ccgcttaaaa gacagaaaca agta

<210> 105
<211> 32
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador directo para la CDS de PITPNC1

<400> 105
ccggccctcg agatgetget gaaagagtac eg

<210> 106
<211> 34
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador inverso para la CDS de PITPNC1

<400> 106
ccggcecegcegg ccgctcatgt acttgtttgg geat

<210> 107
<211> 32
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador directo para la 3'UTR de PSAT1

<400> 107
ccggccctcg agacacatcc taaccaggat at

<210> 108
<211> 34
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador inverso para el 3'UTR de PSAT1

<400> 108
ccggcecgcegg ccgcttagat gttttaggac ttta

109

32

34

32

34

32

34
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<210> 109
<211> 34
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador directo para la CDS de PSAT1

<400> 109
ccggcecgcegg ccgctcatag ctgatgcate tcca

<210> 110
<211> 32
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador inverso para la CDS de PSAT1

<400> 110
ccggccctcg agatggacgc ccccaggeag gt

<210> 111
<211> 32
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador directo para el 3'UTR de PYGB

<400> 111
ccggccctcg aggcacaccc tgecttggeg gg

<210> 112
<211> 34
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador inverso para el 3'UTR de PYGB

<400> 112
ccggecgegg ccgetcagec aaccacagec acaa

<210> 113
<211> 34
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador directo para la CDS de PYGB

<400> 113
ccggccgttt aaacatggcg aagccgctga cgga

<210> 114
<211> 34
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador inverso para la CDS de PYGB

<400> 114
ccggcecegcegg ccgcectagte ccgggggatg ttgg

110

34

32

32

34

34

34
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<210> 115
<211> 32
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador directo para el 3'UTR de SHMT2

<400> 115
ccggccctcg agaggcacct gggaaatgag gc

<210> 116
<211> 34
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador inverso para el 3'UTR de SHMT2

<400> 116
ccggecgegg ccgccaaaat acaatttcat ttaa

<210> 117
<211> 32
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador directo para la CDS de SHMT2

<400> 117
ccggccctcg agatgcetgta cttctctttg tt

<210> 118
<211> 34
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador inverso para la CDS de SHMT2

<400> 118
ccggcecgcegg ccgctcaatg ctcatcaaaa ccag

<210> 119
<211> 34
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador directo para la CDS de VIPR

<400> 119
ccggccgttt aaactcagac cagggagact tcgg

<210> 120
<211> 32
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador inverso para la CDS de VIPR

<400> 120
ccggccctcg agatgegcecc gecaagtecg ct

111

32

34

32

34

34
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<210> 121
<211> 32
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador directo para la 3'UTR de VIPR1

<400> 121
ccggceccteg agecaccagg atcccagggg cc 32

<210> 122
<211> 34
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador inverso para la 3'UTR de VIPR1

<400> 122
ccggcecgcegg ccgcetccaag ccaacattta ttgt 34

<210> 123
<211>15
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia complementaria de miR-126

<400> 123
ttactcacgg tacga 15

<210> 124
<211> 53
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador directo para la mutagénesis del 3'UTR de IGFBP2

<400> 124
aagggggttg tggtcgggga getggcacac aggtttgggg agggggaaga gaa 53

<210> 125
<211> 53
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador directo para la mutagénesis del 3'UTR de MERTK

<400> 125
attctaggcg atcgctcgag ggagacacgc ggggagacat tccaaaaatc aag 53

<210> 126
<211> 53
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador directo para la mutagénesis de la CDS de PITPNC1

<400> 126
tatgacaatg gatgatgttc gggaagtaga gaaaaacatg catgaacaaa cca 53

112
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<210> 127
<211> 53
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador directo para la mutagénesis de la CDS de SHMT2

<400> 127
gcgaggctac tcactggtat caggtcacac tgacaaccac ctggtgcetgg tgg 53

<210> 128
<211> 53
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador inverso para la mutagénesis del 3'UTR de IGFBP2

<400> 128
ttctettcee cetecececcaaa cetgtgtgec agetcceccga ccacaacccc ctt 53

<210> 129
<211> 53
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador inverso para la mutagénesis del 3'UTR de MERTK

<400> 129
cttgattttt ggaatgtctc cccgegtgtce tcecctcgage gatcgectag aat 53

<210> 130
<211> 53
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador inverso para la mutagénesis de la CDS de PITPNC1

<400> 130
tggtttgttc atgcatgttt ttctctactt cccgaacatc atccattgtc ata 53

<210> 131
<211> 53
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador inverso para la mutagénesis de la CDS de SHMT2

<400> 131
ccaccagcac caggtggttg tcagtgtgac ctgataccag tgagtagcct cgc 53
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<211> 678
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 132
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Ile Arg Pro Ala Ala Asp Thr Gly Val Leu Phe Ala Leu Trp Ala Pro
515 520 525

Asp Leu Arg Ala Val Pro Leu Ser Val Ala Leu Val Asp Tyr His Ser
530 535 540

Thr Lys Lys Leu Lys Lys Gln Leu Val Val Leu Ala Val Glu His Thr
545 550 555 560

Ala Leu Ala Leu Met Glu Ile Lys Val Cys Asgp Gly Gln Glu His Val
565 570 575

Val Thr Val Ser Leu Arg Asp Gly Glu Ala Thr Leu Glu Val Asp Gly
580 585 590

Thr Arg Gly Gln Ser Glu Val Ser Ala Ala Gln Leu Gln Glu Arg Leun
595 600 605

Ala Val Leu Glu Arg His Leu Arg Ser Pr¢ Val Leu Thr Phe Ala Gly
610 615 620

Gly Leu Pro Asp Val Pro Val Thr Ser Ala Pro¢ Val Thr Ala Phe Tyr
625 630 635 640
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Glu Ala Ala Tyr Lys His Ser Asp Ile Thr Ala Hisg Ser Cys Pro Pro
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Val Glu Pro Ala Ala Ala
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<211> 405
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 133

Met Asp Thr Cys Glu Asp Ile Leu Pro Cys Val Pro Phe Ser Val Ala
1 5 10 15

Llys Ser Val Lys Ser Leu Tyr Leu Gly Arg Met Phe Ser Gly Thr Pro
20 25 30

Val Ile Arg Leu Arg Phe Lys Arg Leu Gln Pro Thr Arg Leu Val Ala
35 40 45

116



Glu

Gly

€5

Ser

Glu

Lys

His

145

val

Trp

Thr

Gly

Asp

225

Arg

Leu

Lys

Leu

Phe

50

Gly

Leu

Gly

Leu

Ile

130

Leu

Gln

Leu

Arg

Ser

210

val

Pro

Arg

Lys

Ala
290

Asgp

His

Glu

Pro

Ala

115

Ala

Asn

Pro

Asn

Met

195

Gly

Gly

Ala

Ala

Leu

275

Leu

Phe

Gln

Leu

val

100

Arg

val

Leéu

Ile

Gly

180

Gln

Phe

Thr

Ala

val

260

Lys

Met

Arg

Asp

Gln

85

Ile

Asn

Ala

Thr

Asn

165

Glu

Cys

Ala

Glu

Asp

245

Pro

Lys

Glu

ES 2763 087 T3

Thr

Ser

70

Leu

Asn

Leu

Gly

Val

150

Pro

Asp

Phe

Phe

Ser

230

Thr

Gln

Ile

Phe

55

Thr

Arg

His

val

Asp

135

Gly

Arg

Thr

Ser

Tyr

215

Thr

Gly

Ser

Leu

Lys
285

Asgp

Trp

Tyr

Gly

Ile

120

Leu

Gly

Leu

Thr

val

200

Ser

Trp

val

val

val

280

val

FPro

Ile

Asn

Met

105

Lys

Phe

Ile

Asp

Ile

185

Thr

Leu

Glu

Leu

Ala

265

val

Cys

117

Glu

val

Gly

20

Trp

val

Gln

Pro

Gly

170

Gln

Glu

Asgp

val

Phe

250

Leu

Leu

Azp

Gly

Leu

75

Val

Gln

Asn

Pro

Phe

155

Cys

Glu

Arg

Tyr

Glu

235

Ala

val

Ala

Gly

Ile

60

Ala

Gly

Thr

Arg

Glu

140

His

Met

Thr

Gly

Met

220

val

Leu

Asgp

val

Gln
300

Leu

Leu

Arg

Ile

Asp

125

Arg

Glu

Arg

val

Ser

205

Arg

val

Trp

Tyr

Glu

285

Glu

Leu

Arg

Val

Ser

110

Ala

Gly

Lys

Ser

Lys

150

FPhe

Thr

Ala

Ala

His

270

His

His

Phe

Ala

Thr

95

Val

val

Leu

Asp

Trp

175

val

Tyr

Pro

His

Pro

255

Ser

Thr

val

Ala

Gly

80

Ser

Glu

Met

Tyr

Leu

160

Asn

Asn

Pro

Leu

Ile

240

Aszp

Thr

Ala

val



10

Thr
305

Arg

Val

Leu

Gly

Ala
385

Glu

<210> 134
<211> 379
<212> PRT

Val

Gly

Leu

Pro

Cys

370

Ala

Pro

<213> Homo sapiens

<400> 134

Met

1

Pro

Gly

Leu

val

65

Gln

Asn

Phe

Thr

Ile

Ala

50

Gly

Thr

Arg

Ser

Gln

Glu

Asp

355

Met

Tyr

Ala

Ser

Arg

Leu

35

Leu

Arg

Ile

Asp

Len

Ser

Arg

340

Val

Thr

Lys

Ala

Gly

Leu

Leu

Arg

val

Ser

Ala
100

Arg

Glu

325

Hisg

Pro

Leu

His

Ala
405

Thr

Val

Phe

Ala

Thr

val

85

vVal

ES 2763 087 T3

Asp
310

Val

Leu

Val

Glu

Ser
390

Pro

Ala

Ala

Gly

Ser

70

Glu

Met

Gly

Ser

Arg

Thr

Val
375

Asgp

Val

Glu

Gly

Arg

55

Ser

Glu

Lys

Glu

Ala

Ser

Ser

360

Asn

Ile

Ile

Phe

Gly

Leau

Gly

Leu

Ile

118

Ala Thr

Ala Gln
330

Pro Val
345

Ala Pro

Arg Arg

Thr Ala

10

Asp Phe
25

His Gln

Glu Leu

Pro Val

Ala Arg

90

Ala Val
105

Leu Glu Vval

315

Leu Gln Glu

Leu Thr Phe

Val Thr Ala

Asp

Arg

Ala

Gly Thr

320

Leu Ala

335

350

365

380

His Ser Cys

385

Arg Phe Lys

Arg Thr Phe

Agp Ser Thr
45

Gln Leu Arg
60

Ile Asn His
75

Aszn Leu Val

Ala Gly Asp

Arg

Asp

Trp

Tyr

Gly

Ile

Len
110

Phe

Leu

Pro

Leu

15

Pro

Ile

Asn

Met

Lys

95

Phe

Gly Gly

Tyr Arg

Asp Glu

Pro Val

400

Gln

Glu

Val

Gly

80

Val

Gln



Pro

Phe

Cys

145

Glu

Arg

Tyr

Glu

Ala

225

Val

Ala

Gly

Leu

Len

305

Leu

val

Leu

Glu

His

130

Met

Thr

Gly

Met

val

210

Leu

Asp

Vval

Gln

Glu

290

Gln

Thr

Thr

Leu

Arg

115

Glu

Arg

Val

Ser

Arg

195

val

Trp

Tyr

Glu

Glu

275

Val

Glu

Phe

Ala

Asp

Gly Leu

Lys Asp

Ser Trp

Lys Val
185

Phe Tyr
180

Thr Pro

Ala His

Ala Pro

Hig Ser
245

His Thr
260

Hig Val

Azp Gly

Arg Leun

Ala Gly
325

FPhe Tyr
340

Leu Asp

ES 2763 087 T3

Tyr

Leu

Asn

150

Asn

Pro

Leu

Ile

Asp

230

Thr

Ala

val

Thr

Ala

310

Gly

Arg

Glu

His

val
135

Trp

Thr

Gly

Asp

Arg

215

Leu

Lys

Len

Thr

Arg

295

Val

Leu

Gly

Ala

Leu
120

Gln

Arg

Ser

val

200

Pro

Arg

Lys

Ala

val

280

Gly

Leu

Pro

Cys

Ala

119

Asn

Pro

Asn

Met

Gly

185

Gly

Ala

Ala

Len

Leu

265

Ser

Gln

Glu

Asp

Met

345

Tyr

Leu

Ile

Gly

Gln

170

FPhe

Thr

Ala

val

Lys

250

Met

Len

Ser

Arg

Val

330

Thr

Lys

Thr

Asn

Glu

155

Cys

Ala

Glu

Asp

Pro

235

Lys

Glu

Arg

Glu

His

315

Pro

Leu

His

val

Pro

140

Asp

Phe

Phe

Ser

Thr

220

Len

Gln

Ile

Asp

Val

300

Leu

Val

Glu

Ser

Gly

125

Arg

Thr

Ser

Tyr

Thr

205

Gly

Ser

Len

Lys

Gly

285

Ser

Arg

Thr

Val

Asp

Gly

Leu

Thr

Val

Ser

190

Trp

val

Val

Val

Val

270

Glu

Ala

Ser

Ser

Asn

350

Ile

Ile

Asp

Ile

Thr

175

Len

Glu

Leu

Ala

vVal

255

Cys

Ala

Ala

Pro

Ala

335

Arg

Thr

Pro

Gly

Gln

160

Glu

Asp

Val

Phe

Len

240

Len

Asp

Thr

Gln

vVal

320

Pro

Arg

Ala



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2763 087 T3

355

360 365

His Ser Cys Pr¢o Pro Val Glu Pro Ala Ala Ala

370

<210> 135
<211> 47
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

375

<223> cebador directo que contiene el promotor de T7

<400> 135

gaaattaata cgactcacta tagggcctgg agacgccatc cacgctg

<210> 136
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> cebador inverso que contiene el promotor de T7

<400> 136
gatgtgcgct ctgcccactg ac

<210> 137
<211> 26
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador sintético

<400> 137
tggactatca tatgcttacc gtaact
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<211>21
<212> ADN
<213> Artificial
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<223> Cebador sintético
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attettgget ttatatatet tgtggaaagg ac
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<210> 140
<211> 65
<212> ADN
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<223> Cebador sintético
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caagcagaag acggcatacg agetcettccg atctggatga atactgeccat ttgtoctogag
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REIVINDICACIONES

1. Un método para la identificacion de un gen o ARN no codificante que regula la colonizacién por cancer
metastasico de un tejido corporal, que comprende,

a) introducir una o mas moléculas de ARNhc, ARNi, microARN o ARN no codificante en una poblacion de células
cancerosas iniciales para generar una poblacién de células cancerosas modificadas por ingenieria, en donde la
poblacién de células cancerosas iniciales se obtiene realizando tandas en serie de trasplante, aislamiento y
trasplante repetido de una poblacion de células cancerosas marcadas o no marcadas en un tejido vivo no
humano;

b) trasplantar dicha poblacion de células cancerosas modificadas por ingenieria en un tejido del cuerpo no
humano;

c) aislar células trasplantadas para obtener una poblacién de células cancerosas aisladas; y

d) evaluar la cantidad de molécula de ARNhc, ARNi, microARN o de ARN no codificante o de gen codificante de
proteina en la poblacién de células cancerosas aisladas,

en donde una disminucién en la cantidad de dicho ARNhc, ARNi, microARN o ARN no codificante en la poblacion de
células aisladas con respecto a su cantidad antes del trasplante indica que el gen o genes diana de dicho ARNhc,
ARNi, microARN o ARN no codificante representan un gen necesario para la colonizacién metastasica de dicho
tejido.

2. Un método para la identificacion de un gen o un ARN no codificante que regula la colonizaciéon por cancer
metastasico de un tejido corporal, que comprende

a) introducir una o mas moléculas de ADN que codifican un gen codificante de proteina en una poblacion de
células cancerosas iniciales para generar una poblacion de células cancerosas modificadas por ingenieria, en
donde la poblacion de células cancerosas iniciales se obtiene realizando tandas en serie de trasplante,
aislamiento y trasplante repetido de una poblacién de células cancerosas marcadas o no marcadas en un tejido
vivo no humano;

b) trasplantar dicha poblacion de células cancerosas modificadas por ingenieria en un tejido del cuerpo no
humano;

c) aislar células trasplantadas para obtener una poblacién de células cancerosas aisladas; y

d) evaluar la cantidad del gen codificante de proteina en la poblacion de células cancerosas aisladas, en donde
un aumento en la cantidad de dicho gen codificante de proteina en la poblacion de células aisladas con respecto
a su cantidad antes del trasplante indica que el gen codificante de proteina es necesario para la colonizacion
metastasica de dicho tejido.

3. El método de la reivindicacion 1 o 2, en donde la etapa de evaluaciéon se realiza utilizando analisis de
microalineamientos, tecnologia de secuenciacion de ADN, tecnologia de secuenciacion masiva o andlisis de
clonacion.

4. Un método para la identificaciéon de un gen o un ARN no codificante que regula la colonizacién por cancer
metastasico de un tejido corporal, que comprende,

a) proporcionar una poblacion de células cancerosas aisladas obtenidas de un sujeto no humano que se ha
trasplantado con una poblacion de células cancerosas modificadas por ingenieria, en donde las células
cancerosas modificadas por ingenieria se han producido introduciendo una o mas moléculas de ARNhc, ARNi,
microARN o ARN no codificante en una poblaciéon de células cancerosas iniciales, en donde la poblacion de
células cancerosas iniciales se obtiene realizando tandas en serie de trasplante, aislamiento y trasplante repetido
de una poblacion de células cancerosas marcadas o no marcadas en un tejido vivo no humano;

b) evaluar la cantidad de molécula de ARNhc, ARNi, microARN o ARN no codificante o de gen codificante de
proteina en la poblacion de células cancerosas aisladas,

en donde una disminucién en la cantidad de dicho ARNhc, ARNi, microARN o ARN no codificante en la poblacion de
células aisladas con respecto a su cantidad antes del trasplante indica que el gen o genes diana de dicho ARNhc,
ARNi, microARN o ARN no codificantes representan un gen necesario para la colonizacion metastasica de dicho
tejido.

5. Un método para la identificacion de un gen o un ARN no codificante que regula la colonizacion por cancer
metastasico de un tejido corporal, que comprende

a) proporcionar una poblacion de células cancerosas aisladas obtenidas de un sujeto no humano que se ha
trasplantado con una poblacion de células cancerosas modificadas por ingenieria, en donde las células
cancerosas modificadas por ingenieria se han producido introduciendo una o mas moléculas de ADN que
codifican un gen codificante de proteina en una poblacion de células cancerosas iniciales para generar una
poblacion de células cancerosas modificadas por ingenieria, en donde la poblacion de células cancerosas
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iniciales se obtiene realizando tandas en serie de trasplante, aislamiento y trasplante repetido de una poblacion
de células cancerosas marcadas o no marcadas en un tejido vivo no humano;

b) evaluar la cantidad del gen codificante de proteina en la poblacion de células cancerosas aisladas, en donde
un aumento en la cantidad de dicho gen codificante de proteina en la poblacion de células aisladas con respecto
a su cantidad antes del trasplante indica que el gen codificante de proteina es necesario para la colonizacion
metastasica de dicho tejido.

6. El método de la reivindicaciéon 4 o 5, en donde la etapa de evaluacion se realiza utilizando analisis de

microalineamientos, tecnologia de secuenciacion de ADN, tecnologia de secuenciacion masiva o analisis de
clonacion
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