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La presente describe que el gen Snaill transduce la sefia-
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toférica (TD) e hipocondroplasia (HCH)), habiéndose de-
mostrado que la simple activacion aberrante de Snaill es
suficiente para reproducir un fenotipo de condrodisplasia.
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rencia (siRNA) sobre cultivos primarios se demostrd que
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DESCRIPCION

Uso de los compuestos inhibidores de la actividad de Snaill en la elaboracién de composiciones farmacéuticas
utiles para el tratamiento de condrodisplasias, procedimiento de identificacién de compuestos inhibidores, dichas
composiciones farmacéuticas, procedimiento de diagnéstico de condrodisplasias y sus aplicaciones.

Sector de la técnica

La presente invencion se enmarca en el campo de la biomedicina, y mas concretamente en la aplicacién de herra-
mientas biotecnoldgicas para el diagndstico y tratamiento de enfermedades humanas, y més concretamente de las
condrodisplasias relacionadas con el receptor 3 del factor de crecimiento fibroblastico (acondrodisplasias (ACH),
displasias tanatoféricas (TD) e hipocondrodisplasias (HCH), en adelante denominadas genéricamente como condro-
displasias).

Estado de la técnica

El esqueleto estd formado por el cartilago y el hueso. El cartilago, a su vez, estd formado por los condrocitos,
mientras que el hueso estd formado por los osteoblastos y los osteoclastos. Los condrocitos y los osteoblastos tienen
origen mesenquimdatico, mientras que los osteoclastos provienen del linaje hematopoyético.

Los condrocitos tienen un papel primordial en la formacién de la mayoria de los componentes esqueléticos. Ade-
mas de su papel durante la osteogénesis, los condrocitos situados en la placa de crecimiento controlan el crecimiento
longitudinal de los huesos. En el interior de las condensaciones mesenquimaticas, se van diferenciando gradualmente,
desde condrocitos proliferativos, hasta llegar a su estadio de diferenciacién final, los condrocitos hipertréficos. Es-
ta poblacién celular es rodeada gradualmente por matriz extracelular calcificada, que favorece la invasion de vasos
sanguineos provenientes del pericondrio. Es entonces cuando las células del pericondrio empiezan a diferenciarse a
osteoblastos, y a formar la estructura mineralizada denominada collar 6seo (Caplan, 1987 y St-Jacques y cols., 1999).

Después de la invasidn vascular, los condrocitos hipertréficos mueren por apoptosis y los osteoblastos empiezan a
depositar la matriz extracelular 6sea, consistente principalmente en coldgeno tipo I. Los condrocitos se ven restringidos
a la placa de crecimiento, donde junto con los osteoblastos, dirigirdn el crecimiento longitudinal del hueso.

En la placa de crecimiento, los miembros de la familia FGF y sus receptores, principalmente el receptor 3 (FG-
FR3), regulan la proliferacion e inhiben el crecimiento del hueso (Karsenty y Wagner, 2002). FGFR3 se expresa en
los condrocitos proliferativos. Mutaciones de ganancia de funcién del Fgfr3 causan hipocondroplasia, acondroplasia
y displasia tanatoférica, la variante mds severa de la acondroplasia (Horton, 1997 y Heuertz y cols., 2006). La hi-
pocondroplasia (HCH, OMIM 146000) es la forma mds leve de este tipo de enanismos, causada en un 65% de los
casos por la mutacién N540K, en el dominio tirosina kinasa 1 del receptor (Winterpacht y cols., 2000; Bellus y cols.,
1995 y Prinos y cols., 1995). La acondroplasia (ACH, OMIM 100800), debida en el 98% de los casos a la mutacién
G680R, en el dominio transmembrana del receptor, es la condrodisplasia mds comun en humanos (Naski y cols., 1998;
Yamanaka y cols., 2003 y Wang y cols., 1999). La displasia tanatofdrica presenta un fenotipo letal y se han descrito
dos variedades segtn diagndstico radiolégico: de tipo I (TD I, OMIM 187600; Chen y cols., 1999 y 2001 y Legeai-
Mallet y cols., 1998), y de tipo II (TD II, OMIM 187601; Iwata y cols., 2000 y 2001 y Li y cols., 1999). En todos
los casos, el fenotipo de acortamiento de los huesos largos es debido a una desorganizacién y acortamiento de las
columnas de condrocitos proliferativos, provocados por problemas en proliferacion, y a la consecuente reduccion de
la zona de condrocitos hipertréficos, tanto en modelos animales como en humanos. Por el contrario, la inactivacién
de Fgfr3 en ratén, causa un crecimiento endocondral prolongado, con el resultado de un fenotipo de “huesos largos”,
que va acompaiiado de una extension de la zona de condrocitos proliferativos en la placa de crecimiento (Deng y
cols., 1996 y Colvin y cols., 1996). Todos estos datos dan al FGFR3 un importante papel como regulador negativo de
la proliferacién de los condrocitos. Este papel inhibidor de la proliferacién por parte de la via FGF es tnico de los
condrocitos (Wang y cols., 2001), y estd mediado por el factor de transcripcién STAT1, que aumenta la expresion del
inhibidor del ciclo celular p21, responsable final de la parada de proliferacién inducida por esta via de sefializacion.
Sus niveles pueden considerarse reflejo de la activacién de la via de sefializacién mediada por el FGFR3 en la placa
de crecimiento.

Cuando se clon6 Snail de ratén (Nieto y cols., 1992) se observo que en dia 12 del desarrollo embrionario del ratén,
el sitio predominante de expresion de Snail era el pre-cartilago, incluyendo los correspondientes al esclerotomo de la
cola, las pre-vértebras, las costillas, las extremidades y la cabeza. Sin embargo, a partir del dia 14 de desarrollo, ya
no hay expresion en el pre-cartilago en ninguno de estos sitios, excepto en las falanges distales de las extremidades
posteriores, que son los tinicos sitios en que sigue habiendo pre-cartilago en las patas a este estadio.

Recientemente se ha descrito a Snaill como un represor directo del coldgeno tipo II (Seki y cols., 2003), carac-
teristico de condrocitos proliferativos, y que desaparece cuando éstos dejan de proliferar y diferencian a condrocitos
hipertréficos, poblacién celular que expresa coldgeno tipo X. En un contexto completamente independiente, se obser-
v6 que la presencia de Snail atenuaba la proliferacién de células epiteliales en cultivo y cursaba con un aumento en
los niveles de p21 (Vega y cols., 2004).
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En resumen, las condrodisplasias humanas (que cursan con retardo e irregularidad en la formacién del cartilago)
y los modelos murinos generados para su estudio, se han asociado con mutaciones que generan mayor actividad del
FGFR3, que provoca una parada de la proliferacion de las poblaciones condrociticas patoldgica, impidiendo el correcto
desarrollo 6seo del individuo.

Las aproximaciones terapetticas para estas condrodisplasias en humanos son varias. Una quirdrgica, muy invasiva
y de larga duracién (Noonan y cols., 1999), el tratamiento con hormona de crecimiento (Hertel y cols., 2005; Seino y
cols., 2000) que resulta poco efectivo en la acondroplasia, agrava la desproporcion entre el tronco y las extremidades
y es muy costoso y la utilizacién del péptido natiurético CNP, inhibidor de la activacién de las MAPKs mediada
por los FGFs en la placa de crecimiento (Yasoda y cols., 2004) pero no rescata los defectos de proliferacién de los
condrocitos.

Otras estrategias persiguen disminuir la actividad tirosina kinasa del receptor con agentes quimicos o bloquear con
anticuerpos la unién del ligando al FGFR3 (Aveizer y cols., 2003).

Descripcion de la invencion
Descripcion breve

Un objeto de la presente invencién lo constituye un procedimiento de identificacién de un proceso de condrodis-
plasia, en adelante procedimiento de identificacién de un proceso de condrodisplasia de la invencién, basado en la
identificacion de la presencia de Snaill en una muestra biolégica y que comprende las siguientes etapas:

a) identificacion de la presencia de Snaill, en una muestra biolégica de origen éseo, y

b) comparacion de la presencia de Snaill observada en a) con su ausencia en una muestra control, y donde su
presencia es indicativa de la existencia de condrodisplasia.

Otro objeto de la presente invencidn lo constituye un procedimiento de identificacién y evaluacién de la actividad
de compuestos inhibidores de la proteina Snaill titiles para el tratamiento de la condrodisplasia, en adelante procedi-
miento de identificacién de compuestos de la presente invencién, que comprende los siguientes pasos:

a) Puesta en contacto de un sistema biolégico donde exista una expresion de Snaill que produzca condrodisplasia
con el compuesto candidato objeto de este procedimiento, e incubacién en las condiciones adecuadas,

b) determinacién de un pardmetro indicativo del proceso de condrodisplasia, e

¢) identificacién de un compuesto inhibidor de la actividad de la proteina Snaill cuando se observa una disminucién
de dicho pardmetro de condrodisplasia.

Otro objeto de la invencién lo constituye un sistema biolégico necesario para llevar a cabo el procedimiento de
identificacién de compuestos de la presente invencidn, preferentemente un animal transgénico, preferentemente un
mamifero, y mds preferentemente un primate no humano, donde la expresion de la proteina Snaill es inducible, de
forma constante o condicionada, y donde su expresién provoca condrodisplasia. Una realizacién particular de dicho
animal mamifero no humano de la presente invencién lo constituye el ratén transgénico desarrollado en la invencidn,
el ratén transgSnail1-ER (Ejemplo 2).

Otro objeto de la presente invencion lo constituye el uso de un compuesto o agente inhibidor de la actividad
de la proteina Snaill, en adelante uso de un compuesto inhibidor de la presente invencién, en la elaboracion de un
medicamento o composicién farmacéutica util para el tratamiento de un proceso condrodisplasico, preferentemente
humano o veterinario.

Por tanto, otro objeto particular de la invencién lo constituye el uso de un compuesto inhibidor de Snaill en el que
el compuesto inhibidor es un 4cido nucleico o polinucleétido que impide o disminuye la expresién del gen codificante
de la proteina Snaill humana y que incluye una secuencia de nucleétidos seleccionada entre:

a) una secuencia de nucledtidos antisentido especifica de la secuencia del gen o del mRNA de la proteina Snaill,

b) una ribozima especifica del mRNA de la proteina Snaill,

¢) un aptamero especifico del mRNA de la proteina Snaill,

d) un RNA de interferencia (siRNA o shRNA) especifico del mRNA de la proteina Snaill, y

e) un microRNA (miRNA) especifico del mRNA de la proteina Snaill.
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Otro objeto de la presente invencion lo constituye una composicién farmacéutica o un medicamento qtil para
el tratamiento de un proceso condrodispldsico, en adelante composicién farmacéutica de la presente invencidn, que
comprende una cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto o agente inhibidor de la proteina Snaill, junto
con, opcionalmente, uno o mds adyuvantes y/o vehiculos farmacéuticamente aceptables.

Otro objeto de la presente invencién lo constituye el uso de la composicién farmacéutica de la invencién en un
método de tratamiento de un mamifero, preferentemente un ser humano, afectado por un proceso condrodisplasico,
en adelante uso de la composicién farmacéutica de la presente invencidn, consistente en la administraciéon de dicha
composicion terapéutica que inhibe el proceso de condrodisplasia.

Descripcion detallada

La presente invencién se basa en que los inventores han observado que el gen Snaill transduce la sefializacién
mediada por el receptor 3 de los FGF (FGFR3) responsable de condrodisplasias. Para determinar si el gen Snaill puede
ser responsable de esta via de sefializacion, se estudiaron sus patrones de expresion relativos durante el desarrollo
embrionario en ratones, cuando ocurren los distintos procesos en los que estdn implicados durante la formacion del
hueso maduro en ratones sanos (Ejemplo 1). Los datos muestran que los patrones de expresion son coincidentes en
estadios embrionarios ya que el pico de expresion de Snaill aparece en la poblacion celular que expresa FGFR3. Estos
datos son compatibles con que FGFR3 induce la expresion del gen de la Snaill in vivo.

Ademds, se estudiaron los efectos de la activacion patoldgica de Snaill en el desarrollo 6seo en ratones transgénicos
con expresion inducible del gen Snaill (Ejemplo 2). De esta forma se ha relacionado directamente la presencia de
Snaill con la parada de proliferacidn de condrocitos en ratones transgénicos en los que se ha activado Snaill de manera
artificial (ratén transgénico de la presente invencion, ratén transgSnail1-ER), y al mismo tiempo se ha demostrado que
la simple activacién aberrante de Snaill es suficiente para reproducir un fenotipo de condrodisplasia. El desarrollo y
caracterizacion de este modelo animal, ratén transgSnaill-ER, permite la disponibilidad de modelos animales -este
proceso de transgénesis puede ser trasladado por cualquier experto al desarrollo de otros animales mamiferos incluido
primates, no humanos- en los que se pueden testar y caracterizar compuestos terapéuticos para el tratamiento de
procesos condrodispldsicos veterinarios o humanos, y que hasta la fecha no existfan.

Asi, se observé que Snaill reprime la proliferacion celular in vivo, lo cual induce defectos morfolégicos en la placa
de crecimiento de estos huesos (huesos mas cortos). Estos cambios aqui descritos son reminiscentes de los observa-
dos tras la induccidon experimental de condrodisplasia en ratones modificados genéticamente que expresaban versio-
nes mutadas de FGFR3 que suponen su activacién constitutiva (Chen y cols., 1999; Li y cols., 1999; Wang y cols.,
1999).

Igualmente, se ha relacionado a Snaill con la via de sefializacién del FGFR3 mediante experimentos in vitro en cul-
tivos primarios de condrocitos hipertréficos obtenidos a partir de hueso embrionario de ratén mds tardios, demostrando
que la sefializacién mediada por el FGFR3 activa la expresion de Snaill (Ejemplo 3).

Por otro lado, en muestras de pacientes con condrodisplasia, se estudié la activacién del gen Snaill (Ejemplo
4). En este sentido, en un no-nato con displasia tanatoférica se confirmé la mutacién en FGFR3 responsable de esta
enfermedad (forma grave de condrodisplasia y de curso siempre letal). Se observé que esta mutaciéon en FGFR3, que
produce su actividad constitutiva, provoca una activacién aberrante del gen Snaill.

Finalmente, los experimentos de RNA de interferencia (‘“small interference”, siRNA) realizados en cultivos pri-
marios procedentes de hueso fetal de ratén, demostraron que impedir la funcién de Snaill es suficiente para impedir
la sefializacién mediada por el FGFR3 en condrocitos, revertiendo la parada de ciclo celular (medida por la expresion
de p21), incluso en presencia del FGFR3 constitutivamente activo (Ejemplo 3). Por tanto Snaill es el mediador de la
parada de proliferacién que se produce en respuesta a la sefializacion de FGFR3. Estos polinucle6tidos mencionados
pueden ser utilizados en un proceso de terapia génica en el que mediante cualquier técnica o procedimiento se permita
la integracién de los mismos en las células de un paciente humano.

Si la sola actividad de Snail en el cartilago embrionario es capaz de inducir parada de ciclo celular y acondropla-
sia, la presencia de Snaill en etapas donde normalmente esta reprimido podria considerarse un marcador del fenotipo
acondroplasico del tipo de las asociadas al FGFR3 - acondrodroplasia (ACH), displasia tanatoférica (TD) e hipocon-
droplasia (HCH) - y, por tanto, utilizar su expresion aberrante como diagndstico de cualquier fenotipo provocado por
la ganancia de funcién del FGFR3. Por otro lado, si la activacién de Snaill es suficiente para inducir todas las ca-
racteristicas de las acondroplasias relacionadas con mutaciones que generan un aumento de actividad del FGFR3, es
decir, que existe una relacion directa -no s6lo una asociacién temporal- entre la actividad del gen Snaill y la etiopato-
genia de esta enfermedad, su inhibicién, por ejemplo su inhibicion génica, se convertiria en una forma de terapia anti-
displdsica y Snaill podria ser de gran utilidad en la identificacién de nuevos farmacos anti-condrodispldsicos. Estas
aproximaciones terapéuticas se basan en el uso de compuestos o agentes inhibidores de la actividad de dicha proteina
Snaill. De hecho, podrian aparecer casos de condrodisplasia de este tipo aun en ausencia de mutaciones en el FGFR3
y por la sola activacién patolégica de Snaill durante el desarrollo del sistema cartilago-hueso.
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La presencia aberrante de Snaill en el cartilago embrionario (en un momento en el cual, en condiciones normales,
ya no ocurre) induce acondroplasia, de forma independiente de la sefial que haya inducido esta presencia patoldgica
de Snaill. La inhibicién de Snaill por siRNA impide la parada de la proliferacién de condrocitos atin en presencia de
actividad constitutiva de FGFR3. Por lo tanto, la inhibicién de Snaill en la placa de crecimiento impedir4 los efectos de
la ganancia de funcién del FGFR3 inducidos por cualquier mecanismo o las acondroplasias generadas por la presencia
aberrante de Snaill independientes el FGFR3.

Por lo tanto, un objeto de la presente invencién lo constituye un procedimiento de identificaciéon de un proceso de
condrodisplasia, en adelante procedimiento de identificacién de un proceso de condrodisplasia de la invencién, basado
en la identificacién de la presencia de Snaill en una muestra bioldgica y que comprende las siguientes etapas:

a) identificacion de la presencia de Snaill, en una muestra biolégica de origen éseo, y

b) comparacion de la presencia de Snaill observada en a) con su ausencia en una muestra control, y donde su
presencia es indicativa de la existencia de condrodisplasia.

Tal como se utiliza en la presente invencion el término “proceso de condrodisplasia” se refiere a una enfermedad
con fenotipo condrodispldsico, preferentemente humana, en la que la accién biolégica de Snaill sea la causa de dicha
enfermedad, ya se acompaiie de una activacién anémala del FGFR3 - como por ejemplo: acondrodroplasia (ACH),
tanatoforia displdsica(TD) e hipocondroplasia (HCH) - o no. Esta identificacién de Snaill en una muestra bioldgica
de origen veterinario o médico de animales o sujetos humanos puede ser extraida de los mismos y posteriormente
ex vivo identificar sobre la misma la presencia o no Snaill, que se correlacionaria con el diagnéstico de un proceso
condrodisplédsico en dicho sujeto, lo que permitiria la definicién y la ejecucion de una aproximacion terapéutica,
veterinaria o médica.

Tal como se utiliza en la presente invencién el término “gen Snaill” o “proteina Snaill” se refiere tanto al gen o
proteina, de distinto origen animal, preferentemente humano, Snaill (por ejemplo, Snaill de ratén: SEQ ID NO1 y
NO2, o humano: SEQ ID NO3, NO4, respectivamente) como al gen o proteina Snail2 (por ejemplo, Snaill de ratén:
SEQ ID NOS y NO6, o humano: SEQ ID NO7, NOS, respectivamente), asi como a cualquier secuencia de nucleétidos
o de aminodcidos (ads.) andloga a éstas, respectivamente. En el sentido utilizado en esta descripcion, el término
“andloga” pretende incluir cualquier secuencia de nucleétidos o aminoédcidos que pueda ser aislada o construida en
base a las secuencias de nucledtidos o aminodcidos mostradas en la presente memoria, por ejemplo, mediante la
introduccién de sustituciones de nucleétidos o aminodcidos conservativas o no conservativas, incluyendo la insercién
de uno o més nucleétidos o aminoécidos, la adicién de uno o mds nucleétidos o aminodcidos en cualquiera de los
extremos de la molécula o la delecién de uno o mdas nucleétidos o aminoacidos en cualquier extremo o en el interior
de la secuencia, y que constituya una secuencia codificante o péptido con actividad similar a la secuencia de Snaill
de la invencidn, es decir, sea capaz de inducir condrodisplasia. Ambas proteinas Snail, Snaill y Snail2, presentan una
actividad bioldgica similar en los distintos modelos estudiados (cancer, fibrosis peritoneal y fibrosis renal) por lo que
los resultados obtenidos en la presente invencion sobre Snaill pueden ser trasladados a Snail2.

En general, una secuencia de nucleétidos o de aminodcidos andloga es sustancialmente homoéloga a la secuencia
de aminodcidos comentada anteriormente. En el sentido utilizado en esta descripcién, la expresion “sustancialmente
homdloga” significa que las secuencias de nucleétidos o aminodcidos en cuestion tienen un grado de identidad de, al
menos, un 40%, preferentemente de, al menos, un 85%, o mas preferentemente de, al menos, un 95%.

Un objeto particular de la invencién lo constituye el procedimiento de identificacién de la invencidn en el que la
identificacién de Snaill de a) se refiere a la forma humana de Snaill (hSnaill y/o h/Snail2, ya sea la identificacién
en forma de un transcrito génico (RNAm) o de la forma proteica del gen; SEQ ID NO 3 y 4 y SEQ ID NO 7 y 8).
La realizacion de estos andlisis de identificacion de los niveles de expresién de Snaill puede ser llevado a cabo por
un experto medio del drea de la biomedicina gracias a la informacién descrita en la presente invencién y en el estado
de la técnica por distintas técnicas (Sambrook y cols., 1989; Lambolez y Rossier, 2000; Egger y cols., 2000; Folz y
Nepluev, 2000 y Pfaffl, 2001).

Otro objeto particular de la invencién lo constituye el procedimiento de identificacion de un proceso de condrodis-
plasia en el que la identificacién de Snaill, ya sea hSnaill y/o hSnail2, se lleva a cabo mediante el uso de anticuerpos
especificos de la proteina Snaill, preferentemente hSnaill y/o hSnail2. (Franci y cols., 2006). Los anticuerpos pueden
ser monoclonales o policlonales.

Otro objeto particular de la invencidn lo constituye el procedimiento de identificacién de un proceso de condrodis-
plasia en el que la identificacién de Snaill se lleva a cabo mediante hibridacién in situ con un precursor de Snaill (ver
Figura 1).

Otro objeto particular de la invencidn lo constituye el procedimiento de identificacién de un proceso de condro-
displasia en el que la identificacién de Snaill se lleva a cabo mediante RT-PCR de un precursor génico de Snaill
(Ejemplo 3, Figura 4). Este procedimiento estd basado en la extraccién de RNA polyA+ de una muestra bioldgica de
origen 6seo y de un tejido control y la amplificacién de la secuencia codificante de Snaill con adecuados oligonucled-
tidos cebadores (Boutet y cols., 2006).
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Por otro lado, este procedimiento de diagndstico de condrodisplasia puede realizarse utilizandose a Snaill como
unico marcador o de forma conjunta con otros marcadores de condrodisplasia, por ejemplo formando parte de un
microarray de expresion bioldgica, ya sea en forma génica - a partir de RNAm- o en forma de proteina.

Otro objeto de la presente invencién lo constituye un procedimiento de identificacioén y evaluacién de la actividad
de compuestos inhibidores de la proteina Snaill ttiles para el tratamiento de la condrodisplasia, en adelante procedi-
miento de identificacion de compuestos de la presente invencion, que comprende los siguientes pasos:

a) Puesta en contacto de un sistema bioldgico donde exista una expresion de Snaill que produzca condrodisplasia
con el compuesto candidato objeto de este procedimiento, e incubacién en las condiciones adecuadas,

b) determinacién de un pardmetro indicativo del proceso de condrodisplasia, e

¢) identificacién de un compuesto inhibidor de la actividad de la proteina Snaill cuando se observa una disminucién
de dicho pardmetro de condrodisplasia.

Otro objeto particular de la presente invencién lo constituye el procedimiento de identificacién de compuestos de
la invencién donde el sistema bioldgico del punto a) es un animal transgénico donde la expresion de la proteina Snaill
es inducible, de forma constante o condicionada, y donde su expresién provoca condrodisplasia. Una realizacién
particular del procedimiento de identificacion de compuestos de la presente invencion es aquella donde el animal
transgénico es el raton transgénico de la presente invencién (Ejemplo 2, ratén transgSnail 1-ER).

Otro objeto de la invencion lo constituye un sistema biolégico necesario para llevar a cabo el procedimiento de
identificacién de compuestos de la presente invencidn, preferentemente un animal transgénico, preferentemente un
mamifero, y mas preferentemente un primate no humano, donde la expresién de la proteina Snaill es inducible, de
forma constante o condicionada, y donde su expresion provoca condrodisplasia. Una realizacidn particular de dicho
animal mamifero no humano de la presente invencién lo constituye el ratén transgénico desarrollado en la invencion,
el ratén transgSnail1-ER (Ejemplo 2).

Otro objeto de la presente invencién lo constituye el uso de un compuesto o agente inhibidor de la actividad
de la proteina Snaill, en adelante uso de un compuesto inhibidor de la presente invencién, en la elaboracién de un
medicamento o composicion farmacéutica util para el tratamiento de un proceso condrodispldsico, preferentemente
humano o veterinario.

Tal como se utiliza en la presente invencién el término “compuesto/agente inhibidor o antagonista” se refiere a una
molécula que cuando se une o interactda con la proteina Snaill (por ejemplo, SEQ ID NO2, SEQ ID NO4, SEQ ID
NO6 y SEQ ID NOS), o con fragmentos funcionales de la misma, disminuye o elimina la intensidad o la duracién
de la actividad biolégica de dicha proteina. En esta definicion se incluye ademas aquellos compuestos que impiden
o disminuyen la expresion del gen codificante de la proteina Snail (por ejemplo, SEQ ID NO1, SEQ ID NO3, SEQ
ID NOS5 y SEQ ID NQO7), es decir, que impiden o diminuyen la transcripcién del gen, la maduraciéon del RNAm, la
traduccién del RNAm y la modificacion post-traduccional. Un agente inhibidor puede estar constituido por un péptido,
una proteina, un acido nucleico o polinucleétido, un carbohidrato, un anticuerpo, un compuesto quimico o cualquier
otro tipo de molécula que disminuya o elimine el efecto y/o la funcién de la proteina Snaill.

A modo ilustrativo, dicho polinucleétido puede ser un polinucleétido que codifica una secuencia de nucleétidos
antisentido especifica de la secuencia del gen o del mRNA de la proteina Snaill, o bien un polinucleétido que codifica
una ribozima especifica del mRNA de la proteina Snaill, o bien un polinucleétido que codifica un aptdmero especifico
del mRNA de la proteina Snaill, bien polinucleétido que codifica un RNA de interferencia (“small interference RNA”
o siRNA o un shRNA) especifico del mRNA de la proteina Snaill o bien un microRNA (miRNA).

Estos polinucleétidos mencionados pueden ser utilizados en un proceso de terapia génica en el que mediante
cualquier técnica o procedimiento se permita la integracion de los mismos en las células de un paciente humano.
Este objetivo puede conseguirse mediante la administracion a estas células 6seas o de cartilago de una construccién
génica que comprende uno de los polinucle6tidos mencionados con el fin de transformar dichas células permitiendo
su expresion en el interior de las mismas de manera que se inhiba la expresion de la proteina Snail. Ventajosamente,
dicha construccién génica puede estar incluida dentro de un vector, tal como, por ejemplo, un vector de expresién o
un vector de transferencia.

Tal como se utiliza en la presente invencién el término “vector” se refiere a sistemas utilizados en el proceso de
transferencia de un gen exdgeno o de una construccién génica exdgena al interior de una célula, permitiendo de este
modo la vehiculacién de genes y construcciones génicas exdgenas. Dichos vectores pueden ser vectores no virales
o vectores virales (Pfeifer y Verma, 2001) y su administracién puede ser preparada por un experto en la materia en
funcion de las necesidades y especificidades de cada caso.

Por tanto, otro objeto particular de la invencién lo constituye el uso de un compuesto inhibidor de Snaill en el que
el compuesto inhibidor es un 4cido nucleico o polinucleétido que impide o disminuye la expresion del gen codificante
de la proteina Snaill humana y que incluye una secuencia de nucledtidos seleccionada entre:
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a) una secuencia de nucledtidos antisentido especifica de la secuencia del gen o del mRNA de la proteina Snaill,
b) una ribozima especifica del mRNA de la proteina Snaill,

¢) un aptamero especifico del mRNA de la proteina Snaill,

d) un RNA de interferencia (siRNA o shRNA) especifico del mRNA de la proteina Snaill, y

e) un microRNA (miRNA) especifico del mRNA de la proteina Snaill.

Con anterioridad se han descrito e incluso protegido mediante patente oligonucledtidos antisentido (Patente
US20060003956; Kajita y cols., 2004) y siRNAs que inhiben la expresién de Snaill (Peinado y cols., 2005; Tri-
pathi y cols., 2005). Cualquiera de estas secuencias de nucledtidos descritas en el estado del arte como inhibidoras
de la expresién de Snaill se incorporan como realizaciones de la presente invencién como potenciales compuestos
terapéuticos ttiles para la fabricacién de medicamentos para el tratamiento de un proceso condrodispldsico. Por otro
lado, estas técnicas de inhibicién génica, y mas concretamente la vehiculizacién de los compuestos -oligonucle6tidos
antisentido, iRNA, ribozimas o aptdmeros- puede llevarse a cabo mediante el uso de liposomas, nanoparticulas u otros
vehiculizantes que incrementan el éxito de dicha transferencia al interior de la célula, preferentemente al nicleo ce-
lular (Lu y Woodle, 2005; Hawker y Wooley, 2005). En principio, pueden utilizarse inhibidores de la traduccién del
RNAm de Snaill que se unen tanto a su regioén codificante como a la no codificante, por ejemplo frente a la zona 3’
no codificante.

Asi, una realizacién particular de la invencién lo constituye el uso de un siRNA de d) en el que el RNAI se une
preferentemente a la secuencia fragmento del RNAm de Snail gatgcacatccgaagccac (SEQ ID NO21) o a otra secuencia
que comprenda a ésta o a un fragmento mas corto de la misma (Patente US20060003956; el uso de los siRNA descritos
en esta patente americana se incorporan como realizaciones particulares dentro del alcance de la presente patente).

Otra realizacion particular de la invencion lo constituye el uso de un RNAi de d) en el que el siRNA estd constituido
por una pareja de secuencias de nucleétidos, o una mezcla de las mismas, perteneciente al siguiente grupo:

- 1:5°-CGG AAG AUC UUC AAC UGC AAA UAU U-3’ (SEQ ID NO15), complementaria: 5’-AAU AUU
UGC AGU UGA AGA UCU UCC G-3’ (SEQ ID NO16),

- II: 5’-CAA ACC CAC UCG GAU GUG AAG AGA U-3’ (SEQ ID NO17), complementaria: 5’-AUC UCU
UCA CAU CCG AGU GGG UUU G-3’ (SEQ ID NO18), y

- II: 5’-CAG CUG CUU CGA GCC AUA GAA CUA A-3’ (SEQ ID NO19), complementaria 5’-UUA GUU
CUA UGG CUC GAA GCA GCU G-3’ (SEQ ID NO20).

Las parejas I y II se unen a la regién codificante del RNAm de Snaill, mientras que la pareja III se une a la zona 3’
no codificante). Las tres parejas de secuencias de siRNA que se indican fueron activas, siendo la imagen presentada de
inhibicién de los niveles de Snaill y p21 representativa de los resultados obtenidos por cualquiera de las tres parejas
de siRNAs (Figura 4h y 4j) ya sea por separado o en combinacién.

Las secuencias de nucleétidos a)-e) mencionadas previamente impiden la expresion del gen en mRNA o del mRNA
en la proteina Snaill, y, por tanto, anulan su funcién biolégica, y pueden ser desarrolladas por un experto en el sector
de ingenieria genética en funcién del conocimiento existente en el estado del arte sobre transgénesis y anulacion de
la expresion génica (Clarke, 2002; Patente US20020128220; Miyake y cols., 2000; Puerta-Ferandez y cols., 2003;
Kikuchi y cols., 2003; Reynolds y cols., 2004).

Por otro lado, el origen de estos compuestos inhibidores de la actividad de las proteinas Snail puede ser variado,
de tal forma que pueden ser origen natural (por ejemplo, de origen vegetal, bacteriano, virico, animales o microorga-
nismos eucariotas) o sintético.

Otro objeto de la presente invencion lo constituye una composicién farmacéutica o un medicamento Ttil para
el tratamiento de un proceso condrodispldsico, en adelante composicién farmacéutica de la presente invencién, que
comprende una cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto o agente inhibidor de la proteina Snaill, junto
con, opcionalmente, uno o mds adyuvantes y/o vehiculos farmacéuticamente aceptables.

Una realizacién particular de la presente invencién lo constituye una composicion farmacéutica en la que el com-
puesto inhibidor es un 4cido nucleico o polinucleétido que impide o disminuye la expresién del gen codificante de la
protefna Snaill humana y que incluye, al menos, una secuencia de nucleétidos seleccionada entre:

a) una secuencia de nucledtidos antisentido especifica de la secuencia del gen o del mRNA de la proteina Snaill,

b) una ribozima especifica del mRNA de la proteina Snaill,

¢) un aptamero especifico del mRNA de la proteina Snaill,
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d) un RNA de interferencia (iIRNA) especifico del mRNA de la proteina Snaill, y
e) un microRNA (miRNA) especifico del mRNA de la proteina Snaill.

Otra realizacion particular de la invencién lo constituye la composicién farmacéutica de la invencion en la que
el inhibidor de Snaill es un siRNA que se une preferentemente a la secuencia fragmento del RNAm de Snaill gatg-
cacatccgaagccac (SEQ ID NO21) o a otra secuencia que comprenda a ésta o a un fragmento mds corto de la misma
(Patente US20060003956; el uso de los siRNA descritos en esta patente americana se incorporan como realizaciones
particulares dentro del alcance de la presente patente).

Otra realizacion particular de la invencidn lo constituye la composicidon farmacéutica de la invencion en la que el
inhibidor de Snail es un RNAI constituido por una pareja de secuencias de nucleétidos, o una mezcla de las mismas,
perteneciente al siguiente grupo:

- 1:5-CGG AAG AUC UUC AAC UGC AAA UAU U-3’ (SEQ ID NO15), complementaria: 5°’-AAU AUU
UGC AGU UGA AGA UCU UCC G-3’ (SEQ ID NO16),

- II: 5°-CAA ACC CAC UCG GAU GUG AAG AGA U-3’ (SEQ ID NO17), complementaria: 5’-AUC UCU
UCA CAU CCG AGU GGG UUU G-3’ (SEQID NO18), y

- III: 5’-CAG CUG CUU CGA GCC AUA GAA CUA A-3’ (SEQ ID NO19), complementaria 5°’-UUA GUU
CUA UGG CUC GAA GCA GCU G-3’ (SEQ ID NO20).

Los adyuvantes y vehiculos farmacéuticamente aceptables que pueden ser utilizados en dichas composiciones son
los adyuvantes y vehiculos conocidos por los técnicos en la materia y utilizados habitualmente en la elaboracién de
composiciones terapéuticas.

En el sentido utilizado en esta descripcion, la expresion “cantidad terapéuticamente efectiva” se refiere a la cantidad
del agente o compuesto inhibidor de la actividad de la proteina Snaill, calculada para producir el efecto deseado y, en
general, vendra determinada, entre otras causas, por las caracteristicas propias de los compuestos, incluyendo la edad,
estado del paciente, la severidad de la alteracién o trastorno, y de la ruta y frecuencia de administracién.

En una realizacién particular, dicha composicién terapéutica se prepara en forma de una forma sélida o suspension
acuosa, en un diluyente farmacéuticamente aceptable. La composicion terapéutica proporcionada por esta invencion
puede ser administrada por cualquier via de administracién apropiada, para lo cual dicha composicién se formulara
en la forma farmacéutica adecuada a la via de administracion elegida. En una realizacién particular, la administracién
de la composicién terapéutica proporcionada por esta invencion se efectda por via parenteral, por via oral, por via
intraperitoneal, subcutdnea, etc. Una revision de las distintas formas farmacéuticas de administracién de medicamentos
y de los excipientes necesarios para la obtencion de las mismas puede encontrarse, por ejemplo, en Fauli i Trillo, 1993.

Otro objeto de la presente invencién lo constituye el uso de la composicion farmacéutica de la invencién en un
método de tratamiento de un mamifero, preferentemente un ser humano, afectado por un proceso condrodisplasico,
en adelante uso de la composicidon farmacéutica de la presente invencidn, consistente en la administracién de dicha
composicién terapéutica que inhibe el proceso de condrodisplasia.

Otro objeto particular de la invencién lo constituye el uso de la composicién farmacéutica de la invencién en el
que el proceso de condrodisplasia causado por la accién bioldgica de Snaill, se acompafia de una activacién anémala
del FGFR3, perteneciente a titulo ilustrativo y sin que limite el alcance de la invencion, al siguiente grupo: acondro-
droplasia (ACH), tanatoforia displasica (TD) e hipocondroplasia (HCH).

Finalmente, otro objeto particular de la invencién lo constituye el uso de la composicién farmacéutica de la in-
vencién en el que el proceso de condrodisplasia causado por la accién bioldgica de Snaill no se acompafia de una
activacion anémala del FGFR3.

Descripcion de las figuras

Figura 1.- Snaill se expresa durante el desarrollo embrionario del hueso en las poblaciones implicadas en el
crecimiento longitudinal del mismo. Imédgenes de secciones de huesos embrionarios en las que se ha detectado la
presencia del RNAm de Snaill de ratén mediante la técnica de hibridacién in situ. En los paneles superiores (a-d)
se muestra la expresion endogena del gen durante el desarrollo, primero en las condensaciones mesenquimaéticas y
posteriormente reducido a las poblaciones de condrocitos hipertréficos. En los paneles inferiores (e-i) se compara su
patrén de expresion con el de moléculas marcadoras de poblaciones celulares, observando que Snaill se expresa en el
estadio de 18,5 dias post-coito (dpc) en las poblaciones hipertréficas, el pericondrio y en los osteoblastos. (j, k) detalle
de la placa de crecimiento de embriones de 18,5 dpc mostrando la expresion de Snaill y de FGFR3. En esta y en las
siguientes figuras, wt, raton salvaje; tg, raton transgénico con activacion inducible de Snaill; -TAM, sin tamoxifeno;
+TAM, con tamoxifeno.
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Figura 2.- Los huesos largos de los embriones que expresan Snaill transgénico son mds cortos. (a-d) tincién
cartilago-hueso en la que se observa una reduccion en la zona de cartilago (azul) a costa de las poblaciones de la placa
de crecimiento en los huesos de los animales con activacién de Snaill inducida por la administraciéon de Tamoxifeno.
(e-h) secciones histoldgicas en las que se muestra que el acortamiento anteriormente descrito es a costa de poblaciones
de condrocitos proliferativos.

Figura 3.- La presencia de Snaill en la placa de crecimiento inhibe la proliferacion celular. (a-d) inmunohistoqui-
mica frente a PH3 para marcar células proliferando, donde se puede observar una drastica disminucién del nimero de
células proliferativas en los ratones con expresion inducida de Snaill. (e-h) en estos mismos ratones, la inmunohisto-
quimica frente a STAT1 revela un aumento en su activacién (presencia nuclear de la proteina), que viene acompafiado
de un aumento en los niveles de RNAm de p21 (m). También se puede observar un detalle de la co-expresién endégena
de STAT1 y Snaill en condiciones normales en el hueso de ratén (i-1).

Figura 4.- Snaill es suficiente y necesario para la sefializacion del FGFR3 en el hueso. La activacién de FGFR3
en cultivos primarios de condrocitos (a-d) de ratén induce la activacion de Snaill valorada mediante sus niveles de
RNAm (e), que va acompafiada de la activacion de p21 (g). Este efecto se ve impedido por el tratamiento de dichos
cultivos con siRNA de Snaill (hy j). Mock, cultivos primarios transfectados con el vector vacio; wt, cultivos primarios
transfectados con el FGFR3 humano normal; K644E, cultivos primarios transfectados con el FGFR3 humano con la
mutacion K644E, responsable de la mayoria de las displasias tanatoféricas humanas.

Figura 5.- La mutacion del FGFR3 responsable de la displasia tanatoforica en humanos activa la expresion de
Snaill. Los niveles de RNAm de Snaill estdn aumentados en cartilago procedente de un feto humano tanat6foro (for-
ma grave de la acondroplasia relacionada con al activacién constitutiva del FGFR3) con respecto a uno sin problemas
de desarrollo esquelético (a). El feto tanatéforo presenta la mutacién descrita como constitutivamente activa de di-
cho receptor (b). N, muestra obtenida de un feto sin problemas dseos; T, muestra obtenida de un feto con displasia
tanatofdrica.

Ejemplos de realizacién de la invencion
Ejemplo 1

Snaill se expresa durante el desarrollo embrionario del hueso en las poblaciones implicadas en el crecimiento longi-
tudinal del mismo

Se procedié a la deteccion de la presencia del RNAm de Snaill en huesos embrionarios de raton mediante la técnica
de hibridacidn in situ. Los embriones de ratén procedieron de la cepa C57xCBA vy sus edades, establecidas en dias
post-coitum (dpc) se determinaron considerando el dia en el cual se ve el tapon vaginal como el dia 0,5. Los huesos
se disecaron a estadios comprendidos entre 12,5 dpc y 18,5 dpc respectivamente, se fijaron en paraformaldehido
al 4% en PBS/DEPC toda la noche. A continuacion se embebieron en gelatina y cortaron con un vibratomo para
obtener secciones de 50 um. Las ISH en secciones de gelatina se realizaron como se describe en Blanco y cols., 2002
utilizando las sondas de RNA marcadas con DIG-II-UTP. Después de la hibridacion, las secciones se procesaron como
se ha descrito en Cano y cols., 2000.

Asi, se demostré que la expresion enddgena del gen Snaill tiene lugar durante el desarrollo, primero en las con-
densaciones mesenquimadticas y posteriormente reducido a las poblaciones de condrocitos hipertréficos, el pericondrio
y en los osteoblastos (Figura 1).

Ejemplo 2
Ratones transgénicos de Snaill-ER presentan alteraciones del crecimiento dseo

Se utiliz6 el plasmido pcDNA3-Snaill correspondiente a la secuencia completa del cDNA de Snaill de ratén
insertada en el plasmido pcDNA3 (Invitrogen; Cano y cols., 2000). pcDNA3-Snail-ER corresponde a la secuencia
codificante de Snaill unida a una versién mutada del dominio de unién al agonista del receptor de estrégeno humano
que reconoce el ligando sintético 4-OH-Tamoxifeno (Locascio y cols., 2002).

El transgén Snaill-ER fue disefiado como fue descrito anteriormente (Locascio y cols., 2002) y se gener6 un
raton transgénico (ratén transgSnail1-ER) para esta construccion segin los procedimientos estdndares (Hogan y cols.,
1994). Para este estudio, se seleccion6 una linea de animales cuya expresion de la proteina transgénica fue ubicua en
el embrién. En este modelo, aunque la protefna Snaill-ER esté expresada constitutivamente, su funcién como factor
de trascripcion se desarrolla inicamente cuando se trasloca la proteina en el niicleo después del tratamiento con el
tamoxifeno (Danielian y cols., 1998 y Feil y cols., 1996 y 1997). El transgén se detecta a partir del DNA procedente
de la cola de los animales por PCR. La localizacién subcelular de la proteina fue analizada por inmunohistoquimica
utilizando un anticuerpo anti-receptor de estrégeno humano. El mismo anticuerpo sirvié para valorar la cantidad de
la proteina Snaill-ER en los distintos tejidos obtenidos de los ratones transgénicos por Western Blot. El tamoxifeno
(Sigma) fue disuelto primero en etanol (10% del volumen final) y luego en aceite de maiz (Sigma) para tener una
concentracion final de 30 mg/ml. Se realizan dos inyecciones intraperitoneales consecutivas de tamoxifeno a dias 12,5
y 14,5 dpc a hembras gestantes. La dosis utilizada fue de 75 ug/g peso de la hembra (Hayashi y McMahon, 2002).
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Posteriormente, y para llevar a cabo los experimentos de tincién de cartilago-hueso los embriones disecados y los
ratones post-natales del ratn transgénico transgSnaill-ER se fijaron en formalina tamponada al 10% a temperatura
ambiente durante un minimo de 2 dias. Se evisceraron y se les quité la piel. Se lavaron en agua entre 2 horas y 2
dias, dependiendo del tamafio del ejemplar. Se tifieron en una solucién de azul alcian (Sigma A5268) durante 12-48
horas, para tefiir los cartilagos. Después de lavar los especimenes en Etanol absoluto durante al menos dos dias, se
rehidrataron y se incubaron en tripsina (Sigma T4799) hasta la completa maceracion del tejido. Se transfirieron a una
solucidn de alizarina roja S (Sigma A5533) en KOH 0,5% hasta que los huesos aparecieron tefiidos de rojo. Se lavaron
los ejemplares en soluciones consecutivas de KOH 0,5%/glicerina 3:1, 1:1 y 1:3, y se conservaron en glicerina pura.

El estudio de los huesos de embriones de los ratones transgénicos transgSnaill-ER permitié observar que éstos
eran mds cortos que los no sobre-expresaban Snaill (Figura 2), debido a una reduccion en la zona de cartilago a
costa de las poblaciones de condrocitos proliferativos. Ademads, la expresion de Snaill se asocié a una inhibicién de
la proliferacion de los condrocitos proliferativos y se acompaiié de un aumento de la expresion de STAT1 y de p21
(Figura 3).

Para la realizacién de los ensayos de inmunohistoquimica se analizaron secciones de hueso. En detalle, las sec-
ciones fueron obtenidas por cortes en microtomo, se trataron durante 30 minutos en EDTA 1 mM a 100°C, con el
fin de desenmascarar el antigeno. Después de retirar los restos de parafina e hidratar, se permeabilizaron durante 30
minutos en 0,5% Tritén X-100 en PBS a temperatura ambiente y, posteriormente, se bloquearon durante 1 hora en
0,1% Tween, 10% FCS en PBS. Las preparaciones se incubaron con los anticuerpos primarios en 0,1% Tween-20, 1%
FCS en PBS durante 16 horas a 4°C y con los anticuerpos secundarios en 0,1% Tween-20, 1% FCS en PBS, 2 horas a
temperatura ambiente. Las preparaciones se montaron con Mowiol y se conservaron protegidas de la luz a 4°C hasta
su visualizacién en un microscopio.

Los niveles de de RNAm de p21 se analizaron mediante RT-PCR. En este sentido y en el resto de andlisis de RNAm
de la presente invencién la PCR cuantitativa se realizé con una maquina de PCR cuantitativa ABI PRISM® 7000 si-
guiendo el método Syber Green®. Los niveles de expresion se calcularon segtin el método de la Ct, usando GAPDH
como normalizador y los niveles del ratén salvaje sin ningiin tratamiento ni transfeccién como calibrador. Para estos
estudios se utilizaron las secuencias de cebadores (todas 5°-3"): mGapdh, CTGAGCAAGAGAGGCCCTATCC (SEQ
ID NO9) y CTCCCTAGGCCCCTCCTGTT (SEQ ID NO10); mP21, AGGAGCCAGGCCAAGATGGT (SEQ ID
NOI11) y GCTTTGACACCCACGGTATTCA (SEQ ID NO12); mSnaill, CCACACTGGTGAGAAGCCATTC (SEQ
ID NO13) y TCTTCACATCCGAGTGGGTTTG (SEQ ID NO14).

Ejemplo 3
Snaill es suficiente y necesario para la seiializacion del FGFR3 en condrocitos

Los cultivos primarios de condrocitos se obtuvieron a partir de hueso de las patas traseras de embriones de 14,5
dpc de animales C57 que se disecaron en medio de cultivo (a-MEM, 1% BSA, 0,1% L-Glutamina, 0,1% penici-
lina/estreptomicina. Al dfa siguiente se tripsinizaron y se trataron con colagenasa en DMEM y 10% de suero. Se
cultivaron en medio (50% F-12, 50% DMEM, 10% FCS, 0,1% L-Glutamina, 0,1% penicilina/estreptomicina una
densidad celular de 1,5.106 células/P100 (Woods and Beier, 2006). Después de cinco dias en cultivo, se empezd la
diferenciaciéon con BMP-2 (Figura 4).

La activacién de FGFR3 en cultivos primarios de condrocitos de ratén con FGF indujo la activacién de Snaill
valorada mediante el incremento de sus niveles de RNAm (Figura 4e), que fue acompafiada de la activacién de p21
(Figura 4g). Como ejemplo de procedimiento de control de los niveles de Snaill -y de modelo de tratamiento de un
proceso condrodisplésico- se realizé un ensayo de regulacién de la expresion de Snaill mediante siRNA especificos,
observandose que dichos siRNAs impidieron la expresion de Snaill y p21 (Figura 4h y 4j). Se utilizaron tres siRNAs
diferentes, dos frente a secuencias de la zona codificante y uno frente a zona 3’ no codificante, a fin de asegurarnos de
la especificidad de los resultados. Las secuencias de estos siRNAs son:

- I (codificante): 5’-CGG AAG AUC UUC AAC UGC AAA UAU U-3’ (SEQ ID NO15), complementaria:
5’-AAU AUU UGC AGU UGA AGA UCU UCC G-3’ (SEQ ID NO16),

- II (codificante): 5’-CAA ACC CAC UCG GAU GUG AAG AGA U-3’ (SEQ ID NO17), complementaria:
5’-AUC UCU UCA CAU CCG AGU GGG UUU G-3’ (SEQID NO18), y

- III (zona 3’ no codificante): 5’-CAG CUG CUU CGA GCC AUA GAA CUA A-3’ (SEQ ID NO19),
complementaria 5’-UUA GUU CUA UGG CUC GAA GCA GCU G-3’ (SEQ ID NO20).

Las tres parejas de secuencias de siRNA que se han indicado fueron activas, siendo la imagen presentada de
inhibicion de los niveles de Snaill y p21 representativa de los resultados obtenidos por cualquiera de las tres parejas
de siRNAs (Figura 4h y 4j) ya sea por separado o en combinacion.
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Ejemplo 4
La mutacion del FGFR3 responsable de la displasia tanatoforica en humanos activa la expresion de Snaill

Los niveles de RNAm de Snaill estdn aumentados en cartilago procedente de un feto humano tanat6foro (forma
grave de la acondroplasia relacionada con al activacion constitutiva del FGFR3) con respecto a uno sin problemas de
desarrollo esquelético (Figura 5a). El feto tanatéforo presenta la mutacién descrita como constitutivamente activa de
dicho receptor (Figura 5b).

Materiales y Métodos

Tincion histologica. Las secciones se sumergieron en Hematoxilina (Harris Hematoxylin solution modified, Sigma
HHS-16), durante 1 minuto, lavaron en agua del grifo, y posteriormente se sumergieron en Eosina (Eosin Y Coun-
teratain Solution, 0,5% Aqueous, Sigma HT110-2-32), durante 30 segundos. Tras lavar en agua se deshidrataron de
nuevo, se pasaron por Histoclear y se montaron con Depex (BDH Laboratoires) para ser analizadas en el microscopio
optico.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento de identificacién de un proceso de condrodisplasia caracterizado porque se basa en la identifi-
cacioén de la sobreexpresion de Snaill en una muestra bioldgica y porque comprende las siguientes etapas:

a) identificacién de la presencia de Snaill, en una muestra biolégica de origen 6seo de un mamifero, preferente-
mente un ser humano, y

b) comparacién de la cantidad de Snaill observada en a) con la cantidad en una muestra control, y donde su
incremento es indicativo de la existencia de condrodisplasia.

2. Procedimiento de identificacién segun la reivindicacién 1 caracterizado porque el proceso de condrodispla-
sia es una enfermedad con fenotipo condrodisplasico en la que la accién biolégica de Snaill sea la causa de dicha
enfermedad, ya se acompafie de una activacién anémala del FGFR3 o no.

3. Procedimiento de identificacion segtn la reivindicacién 2 caracterizado porque la enfermedad pertenece al
siguiente grupo: acondrodroplasia (ACH), tanatoforia displasica (TD) e hipocondroplasia (HCH).

4. Procedimiento de identificacion segtn la reivindicacién 1 caracterizado porque la identificacién de Snaill se
refiere tanto al gen o proteina, de distinto origen animal, preferentemente humano, Snaill y Snail2.

5. Procedimiento de identificacion segin la reivindicacion 4 caracterizado porque Snaill es el gen o proteina
Snaill de ratén de secuencia SEQ ID NO1 y NO2, respectivamente.

6. Procedimiento de identificacién segun la reivindicacién 4 caracterizado porque Snaill es el gen o proteina
Snaill humana de secuencia SEQ ID NO3 y NO4, respectivamente.

7. Procedimiento de identificacién segin la reivindicacién 4 caracterizado porque Snaill es el gen o proteina
Snail2 de ratén de secuencia NOS y NO 6, respectivamente.

8. Procedimiento de identificacion segun la reivindicacién 4 caracterizado porque Snaill es el gen o proteina
Snail2 humana de secuencia SEQ ID NO7 y NOS, respectivamente.

9. Procedimiento de identificacidn segun la reivindicacién 4 caracterizado porque la identificacién de Snaill de
a) se refiere a la forma humana de Snaill, ya sea hSnaill y/o hSnail2, ya sea la identificacién en forma de un transcrito
génico (RNAm) o de la forma proteica del gen, de secuencias SEQ ID NO 3 y 4 y SEQ ID NO 7 y 8, respectivamente.

10. Procedimiento de identificacion segun la reivindicacién 9 caracterizado porque la identificacion de Snaill, ya
sea hSnaill y/o hSnail2, se lleva a cabo mediante el uso de anticuerpos especificos, ya sean monoclonales o policlo-
nales, de la proteina hSnaill y/o hSnail2.

11. Procedimiento de identificacion segun la reivindicacién 9 caracterizado porque la identificacion de Snaill, ya
sea hSnaill y/o hSnail2, se lleva a cabo mediante hibridacién in sifu con un precursor de dichos genes.

12. Procedimiento de identificacion segun la reivindicacion 9 caracterizado porque la identificacién de Snaill, ya
sea hSnaill y/o hSnail2, se lleva a cabo mediante RT-PCR de un precursor génico de dichos genes.

13. Procedimiento de identificacion y evaluacion de la actividad de compuestos inhibidores de la proteina Snaill
utiles para el tratamiento de la condrodisplasia caracterizado porque comprende los siguientes pasos:

a) Puesta en contacto de un sistema biolégico donde exista una expresion de Snaill que produzca condrodisplasia
con el compuesto candidato objeto de este procedimiento, e incubacidn en las condiciones adecuadas,

b) determinacion de un pardmetro indicativo del proceso de condrodisplasia, e

¢) identificacién de un compuesto inhibidor de la actividad de la proteina Snaill cuando se observa una disminucién
de dicho pardmetro de condrodisplasia.

14. Procedimiento de identificacion y evaluacion segiin la reivindicacién 13 caracterizado porque el sistema bio-
l16gico de a) es un animal transgénico, preferentemente un mamifero, y, mas preferentemente, un primate no humano,
donde la expresion de la proteina Snaill es inducible, de forma constante o condicionada, y donde su expresion provoca
condrodisplasia.

15. Procedimiento de identificacién y evaluacidn segtin la reivindicacién 14 caracterizado porque el animal trans-
génico utilizado es el ratén transgénico transgSnail 1-ER.
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16. Sistema bioldgico necesario para llevar a cabo el procedimiento de identificacién y evaluacién segtn las rei-
vindicaciones 13 a la 15 caracterizado porque es un animal transgénico preferentemente un mamifero, y, mas pre-
ferentemente, un primate no humano, donde la expresién de la proteina Snaill es inducible, de forma constante o
condicionada, y donde su expresion provoca condrodisplasia.

17. Sistema biolégico segun la reivindicacién 16 caracterizado porque dicho animal mamifero no humano lo
constituye el raton transgénico transgSnail1-ER.

18. Uso de un compuesto o agente inhibidor de la actividad de la proteina Snaill en la elaboracién de un medica-
mento o composicién farmacéutica qtil para el tratamiento de un proceso condrodisplasico, preferentemente humano
o veterinario, caracterizado porque es un dcido nucleico o polinucleétido y que incluye una secuencia de nucleétidos
seleccionada entre:

a) una secuencia de nucledtidos antisentido especifica de la secuencia del gen o del mRNA de la proteina Snaill,

b) una ribozima especifica del mRNA de la proteina Snaill,

¢) un aptamero especifico del mRNA de la proteina Snaill,

d) un RNA de interferencia (siRNA o shRNA) especifico del mRNA de la proteina Snaill, y

e) un microRNA (miRNA) especifico del mRNA de la proteina Snaill.

19. Uso de un compuesto segtn la reivindicacién 18 caracterizado porque el siRNA de d) es un RNAi que se une
preferentemente a la secuencia fragmento del RNAm de Snail gatgcacatccgaagecac (SEQ ID NO21) o a otra secuencia

que comprenda a ésta o a un fragmento més corto de la misma.

20. Uso de un compuesto segun la reivindicacién 18 caracterizado porque el RNAi de d) es un siRNA constituido
por una pareja de secuencias de nucleétidos, o una mezcla de las mismas, perteneciente al siguiente grupo:

- I: 5-CGG AAG AUC UUC AAC UGC AAA UAU U-3’ (SEQ ID NO15), complementaria: 5’-AAU AUU
UGC AGU UGA AGA UCU UCC G-3’ (SEQ ID NO16),

- II: 5’-CAA ACC CAC UCG GAU GUG AAG AGA U-3’ (SEQ ID NO17), complementaria: 5’-AUC UCU
UCA CAU CCG AGU GGG UUU G-3’ (SEQ ID NO18), y

- II: 5’-CAG CUG CUU CGA GCC AUA GAA CUA A-3’ (SEQ ID NO19), complementaria 5’-UUA GUU
CUA UGG CUC GAA GCA GCU G-3’ (SEQ ID NO20).

21. Composicién farmacéutica o medicamento ttil para el tratamiento de un proceso condrodisplasico caracteri-
zada porque comprende una cantidad terapéuticamente efectiva de un dcido nucleico o polinucleétido que impide o
disminuye la expresion del gen codificante de la proteina Snail humana y que incluye, al menos, una secuencia de
nucleétidos seleccionada entre:

a) una secuencia de nucledtidos antisentido especifica de la secuencia del gen o del mRNA de la proteina Snaill,

b) una ribozima especifica del mRNA de la proteina Snaill,

¢) un aptdmero especifico del mRNA de la proteina Snaill,

d) un RNA de interferencia (iIRNA) especifico del mRNA de la proteina Snaill, y

e) un microRNA (miRNA) especifico del mRNA de la proteina Snaill,

junto con, opcionalmente, uno o mas adyuvantes y/o vehiculos farmacéuticamente aceptables.

22. Composicién farmacéutica segtin la reivindicacion 21 caracterizada porque el siRNA de d) se une preferen-
temente a la secuencia fragmento del RNAm de Snail gatgcacatccgaagccac (SEQ ID NO21) o a otra secuencia que

comprenda a ésta 0 a un fragmento mds corto de la misma.

23. Composicion farmacéutica segun la reivindicacién 21 caracterizada porque el siRNA de d) es un RNAi cons-
tituido por una pareja de secuencias de nucledtidos, o una mezcla de las mismas, perteneciente al siguiente grupo:

- I: 5-CGG AAG AUC UUC AAC UGC AAA UAU U-3’ (SEQ ID NO15), complementaria: 5’-AAU AUU
UGC AGU UGA AGA UCU UCC G-3’ (SEQ ID NO16),

- II: 5’-CAA ACC CAC UCG GAU GUG AAG AGA U-3’ (SEQ ID NO17), complementaria: 5’-AUC UCU
UCA CAU CCG AGU GGG UUU G-3’ (SEQID NO18), y
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- III: 5’-CAG CUG CUU CGA GCC AUA GAA CUA A-3’ (SEQ ID NO19), complementaria 5’-UUA GUU
CUA UGG CUC GAA GCA GCU G-3’ (SEQ ID NO20).

24. Uso de la composicién farmacéutica segin cualquiera de las reivindicaciones 21 a 23 para la elaboracién de un
medicamento para el tratamiento de un proceso condrodispldsico en un mamifero.

25. Uso de la composicién farmacéutica segtin la reivindicacién 24 en la que el mamifero es un humano.

26. Uso de la composicién farmacéutica segin cualquiera de las reivindicaciones 24 y 25 en el que el proceso
condrodisplésico causado por la accién bioldgica de Snaill se acompafia de una activacién anémala del FGFR3, y se
selecciona de la lista que comprende: acondrodroplasia (ACH), tanatoforia displdsica (TD) e hipocondroplasia (HCH).

27. Uso de la composicién farmacéutica segiin la cualquiera de las reivindicaciones 24 y 25 caracterizado porque

el proceso condrodisplésico causado por la accion biolégica de Snaill no se acompaifia de una activacién anémala del
FGFR3.
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LISTA DE SECUENCIAS
<110> CONSEJO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES CIENTIFICAS UNIVERSIDAD MIGUEL HERNANDEZ

<120> USO DE LOS COMPUESTOS INHIBIDORES DE LA ACTIVIDAD DE SNAILI EN LA ELABORACION

DE COMPOSICIONES FARMACEUTICAS UTILES PARA EL TRATAMIENTO DE CONDRODISPLA-
SIAS, PROCEDIMIENTO DE IDENTIFICACION DE COMPUESTOS INHIBIDORES, DICHAS COMPO-
SICIONES FARMACEUTICAS, PROCEDIMIENTO DE DIAGNOSTICO DE CONDRODISPLASIAS Y
SUS APLICACIONES
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<160> 21

<170> PatentIn version 3.3

<210>1

<211> 1613
<212> DNA
<213> Mouse

<220>

<221> CDS
<222> (64)..(858)
<223> Secuencia codificante de Snaill de raton

<400> 1

cggagttgac taccgacctt gcgecgacccg gtgacccecga ctacctaggt cgctctggcece 60
aac atg ccg cgc tce tte ctg gtc agg aag ccg tcc gac ccc cge cgg 108

Met Pro Arg Ser Phe Leu Val Arg Lys Pro Ser Asp Pro Arg Arg

1 5 10 15
aag ccc aac tat agc gag ctg cag gac gcg tgt gtg gag ttc acc ttc 156
Lys Pro Asn Tyr Ser Glu Leu Gln Asp Ala Cys Val Glu Phe Thr Phe

20 25 30
cag cag ccc tac gac cag gcc cac ctg ctg gce gec ate cct ccg ccc 204
Gln Gln Pro Tyr Asp Gln Ala His Leu Leu Ala Ala Ile Pro Pro Pro
35 40 45
gag gtc ctc aac ccc geec get tceg ctg cce acce ctc atc tgg gac tct 252
Glu Val Leu Asn Pro Ala Ala Ser Leu Pro Thr Leu Ile Trp Asp Ser
50 55 60

ctc ctg gta ccc caa gtg cgg ccg gtt gece tgg gcc acc ctc ccg ctg 300
Leu Leu Val Pro Gln Val Arg Pro Val Ala Trp Ala Thr Leu Pro Leu

65 70 75
Cgg gag agc ccc aag gcc gta gag ctg acc tcg ctg tcco gat gag gac 348
Arg Glu Ser Pro Lys Ala Val Glu Leu Thr Ser Leu Ser Asp Glu Asp
80 85 90 95
agt ggc aaa agc tcc cag ¢cg ccc agc ¢cg ccc tcg ccg gcog ccg tcg 396
Ser Gly Lys Ser Ser Gln Pro Pro Ser Pro Pro Ser Pro Ala Pro Ser

100 105 110
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ttc
Phe

tce
Ser

tcg
Ser

ttc
Phe

cct
Pro
130

gce
Ala

gtg
Val

gce
Ala
145

aag
Lys

aac
Asn
160

aag
Lys

gag
Glu

cac
His

acqg
Thr

ctg
Leu

cCcC
Pro

ctg
Leu

tgg
Trp

ttc
Phe

tcc
Ser

tgc
Cys
210

cac
His

cgt
Arg

gco
Ala
225

gcc
Ala
240

tgt
Cys

gcc
Ala

tet
Ser

gag
Glu

ggc
Gly
cgctggcate
tcecggggacce
ttgeccgecagyg
ttcatgaggt
tggctgggaa
ttcaggecac
gtccagetgt
gcctgggcaa
gtttaactgt

gtgcttcagce

tee
Ser
115

acc
Thr

ttg
Leu

ggc
Gly

cce
Pro

gac
Asp

ctc
Leu

tac
Tyr

tcg
Ser

ggc
Gly

cag
Gln

agc
Ser

ES 2310469 Al

gce
Ala

tcg
Ser

ctt
Leu
135

caa
Gln

tcg
Ser
150

cgg
Arg

ctg
Leu

gge
Gly

165

cct
Pro

tgt
Cys
180

ctt
Leu
195

cag
Gln

tce
Ser

cac
His

ctce
Leu

caa
Gln

acc
Thr

cga
Arg

gtc
Val

ggce
Gly

tgc
Cys

acc
Thr

ttc
Phe

tgc
Cys

acg
Thr

cac
His

gtc
Val

aac
Asn

cgt
Arg
215

cac
His
230

tcg
Ser

tce
Ser

cgce
Arg

245

tce
Ser
260

tgc

Cys
ttceceggage
tgtggcecgtcee
tggctgatgg
gtagcctctyg
gcttgaaccc
cttctttgag
aaccatgcct
ctgtttcagc
ctcagaaggg

ctggecaatg

gga
Gly

cct
Pro

ggc
Gly
tcaccctect
atgtctggac
agtgecctttg
gacacagctg
cgctecagggg
gtacaacaga
cagcagggtg
cccegeeccece
accatgaata

tgtctcececag

tece
Ser
120

ctg gag
Leu Glu

cee
Pro

aag
Lys

cag
Gln

tte
Phe

atc
Ile

aag
Lys

gct
Ala

ctyg
Leu

aag
Lys
170

acc
Thr

tgt
Cys
185

gga
Gly

cac
His

acc
Thr

cgce
Arg
200

Lttt
Phe

gct
Ala

gct
Ala

gat
Asp

gtg
Val

aag
Lys

tce
Ser

atg
Met

ttg
Leu
250

cge tga

Arg
cctcactgec
ctggttcecectg
tacecegcecca
cttcgagcca
accccactte
ctatgcaata
gttactggac
atttgtcctyg
atggccatca

aactattttg

gcc
Ala

gag
Glu

gcc
Ala
125

ctyg
Leu

gce
Ala
140

agg
Arg

aac
Asn
155

tgc
Cys

aaa
Lys

atc
Ile

cac
His

atg
Met

ttc
Phe

aag
Lys

gcc
Ala

act
Thr

ggt
Gly

gag
Glu
205

tecc
Ser

gac
Asp

cgce
Arg
220

tac
Tyr

aga
Arg
235

cag
Gln

ctc
Leu

cac
His

aag
Lys

aggactcctt
cttggctctce
gagcctecta
tagaactaaa
cctacctcce
gttccectec
acatgtccag
gtgacacctg
cttgttagygg

gggcccaaca

ttc
Phe

atc
Ile

ctc
Leu

tecg
Ser

tat
Tyr

tgt
Cys

cga
Arg

agc
Ser
175

tect
Ser
190

agg
Arg

cca
Pro

aag
Lys

aac
Asn

ctg
Leu

tgc
Cys

cag
Gln

cac
His

caa
Gln
255

ccetgetacce tecccatcect

ccagccttgg
ttggtggcct
ccceetecagta
gccaacccac
tcaaggaccce
ccecccacccee
gtgcecectgg
tttcacagca
gccaagtggg

ggtggccccyg

444

492

540

588

636

684

732

780

828

878

938

998

1058

1118

1178

1238

1298

1358

1418

1478
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ggagaaagat gtttacattt taaaggtatt tatattgtaa gcagcatttt gtatagttaa

tatgtacagt ttattgatat tcaataaaat ggttaattta tatactaaaa aaaaaaaaaa

aadaaaadaaaa aaaaa

<210>2
<211> 264

<212> PRT
<213> Mouse

<400> 2

Met

Pro

Gln

Val

Leu

65

Glu

Gly

Phe

Phe

Ala

145

Lys

Thr

Pro

Asn

Pro

Leu

50

Val

Ser

Lys

Ser

Pro

130

Lys

Glu

Leu

Arg

Tyr

Tyr

35

Asn

Pro

Pro

Ser

Ser

115

Gly

Asp

Tyr

Pro

Ser

Ser

20

Asp

Pro

Gln

Lys

Ser

100

Thr

Leu

Pro

Leu

Cys
180

Phe

Glu

Gln

Ala

Val

Ala

85

Gln

Ser

Gly

Gln

Ser

165

Val

Leu

Leu

Ala

Ala

Arg

70

Val

Pro

Ala

Gln

Ser

150

Leu

Cys

Val

Gln

His

Ser

55

Pro

Glu

Pro

Ser

Leu

135

Arg

Gly

Thr

Arg

Asp

Leu

40

Leu

Val

Leu

Ser

Ser

120

Pro

Lys

Ala

Thr

Lys

Ala

25

Leu

Pro

Ala

Thr

Pro

105

Leu

Lys

Ile

Leu

Cys
185

Pro

10

Cys

Ala

Thr

Trp

Ser

90

Pro

Glu

Gln

Phe

Lys

170

Gly

Ser

Val

Ala

Leu

Ala

75

Leu

Ser

Ala

Leu

Asn

155

Met

Lys

Asp

Glu

Ile

Ile

60

Thr

Ser

Pro

Glu

Ala

140

Cys

His

Ala

Pro

Phe

Pro

45

Trp

Leu

Asp

Ala

Ala

125

Arg

Lys

Ile

Phe

Arg

Thr

30

Pro

Asp

Pro

Glu

Pro

110

Phe

Leu

Tyr

Arg

Ser
190

Arg

15

Phe

Pro

Ser

Leu

Asp

95

Ser

Ile

Ser

Cys

Ser

175

Arg

Lys

Gln

Glu

Leu

Arg

80

Ser

Ser

Ala

Val

Asn

160

His

Pro

1538

1598

1613
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Trp

Ser

Ala
225

Cys

Ser

<210>3
<211> 1708
<212> DNA

Leu

Cys

210

His

Ala

Gly

<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS

<222> (71)..(865)
<223> Secuencia codificante de Snaill humano

<400> 3

Leu

195

Ser

Leu

Arg

Cys

Gln

His

Gln

Thr

Ser
260

Gly

Cys

Thr

Phe

245

Gly

ES 2310469 Al

His

Asn

His

230

Ser

Gly

Val Arg

200

Arg Ala

215

Ser Asp

Arg Met

Pro Arg

Thr His

Phe Ala

Val Lys

Ser Leu

250

Thr Gly

Asp

Arg
220

Glu
205

Ser

Lys

Asn

Arg Tyr Gln Cys

235

Leu His

Lys

His

Pro Phe

Leu Arg

Gln Ala
240

Gln Glu
255

ggcacggcct agcgagtggt tcttctgcge tactgctgeg cgaatcggeg accccagtgce

ctcgaccact atg ccg cgc tct ttc cte gte agg aag ccc tce gac ccc
Met Pro Arg Ser Phe Leu Val Arg Lys Pro Ser Asp Pro

aat cgg
Asn Arg
15

acc ttc
Thr Phe
30

cct ccg
Pro Pro

gac tct
Asp Ser

cgg ctc
Arg Leu

1

cag
Gln

gag
Glu

gtc
Val

cag
Gln
80

cag
Gln

atc
Ile

ctg
Leu
65

gag
Glu

Asn

ccc
Pro

ctc
Leu
50

gcg
Ala

agt
Ser

aag cct aac tac

Lys Pro Tyr

tac
Tyr
35

aac
Asn

ccc
Pro

ccce
Pro

5

agc gag ctg cag gac

Ser
20

gac
Asp

ccce
Pro

caa
Gln

agg
Arg

Glu

cag
Gln

acc
Thr

gcc
Ala

gtg
Val
85

Leu

gcc
Ala

gce
Ala

cag
Gln
70

gca
Ala

Gln

cac
His

tcg
Ser
55

cca
Pro

gag
Glu

Asp

ctg
Leu
40

ctg
Leu

att
Ile

ctg
Leu

tct
Ser
25

ctg
Leu

cca
Pro

gcc
Ala

acc
Thr

10

aat
Asn

gca
Ala

atg
Met

tgg
Trp

tcc
Ser
390

cca
Pro

gcc
Ala

ctc
Leu

gcc
Ala
75

ctg
Leu

gag
Glu

atc
Ile

atc
Ile
60

tcc
Ser

tca
Ser

ttt
Phe

cca
Pro
45

tgg
Trp

ctt
Leu

gat
Asp

60

109

157

205

253

301

349
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agt
Ser

gag
Glu

gac
Asp

tce
Ser

cct
Pro
110

tecg
Ser

tat
Tyr

gct
Ala

gce
Ala

tet
Ser

ctc
Leu

gag
Glu

tac
Tyr

tgc
Cys

aac
Asn
160

cac
His

cga
Arg

age
Ser
175

tct
Ser
190

cce
Pro

agg
Arg

ttc
Phe

aag
Lys

cCcC
Pro

aac
Asn

ctg
Leu

cgg
Arg

tgc
Cys

cag
Gln

gcyg
Ala
240

cac
His

caa
Gln
255

gag
Glu
tcecectettee
accccacatc
cagccccaca
ggaagaggcec
ggattcctga
gctttgaget
gaccccactce

tgtgactaac

aaa
Lys

999
Gly

ttc
Phe

tce
Ser

gge
Gly

tct
Ser

ES 2310469 Al

tce
Ser
100

cag
Gln

tca
Ser

act
Thr

115

tte
Phe

cca
Pro
130

gcc
Ala
145

aag
Lys

aag
Lys

gaa
Glu

acg
Thr

ctg
Leu

ctyg
Leu

tag
Trp

ggc
Gly

gat
Asp

tac
Tyr

cce
Pro

cta
Leu

ttg
Leu

ggc
Gly

cte
Leu

cag
Gln

cte
Leu

agc
Ser
165

tgc
Cys
180

gtc
Val

caa
Gln

ggc
Gly

195

tece
Ser

tgt
Cys
210

cac
His

gcce
Ala
225

tgt
Cys

gct
Ala

tce
Ser

ggc¢

tctecatace
cttctecactg
ggactttgat
ttcececatgge
gctggectgt
acaggacaaa
cccteacaca

tatgcaataa

ccc
Pro

cte
Leu

cgg
Arg

tgc
Gly Cys

cac
His

tgc
Cys

acc
Thr

cag
Gln

ttc
Phe
245

acc
Thr

tca
Ser
260

gga

Gly

tgccecectgec
ccatggaatt
gaagaccatt
catttctgtg
ctgcgtgaggt
ggctgacaga
caccccccca

tccaccececa

cce
Pro

cee
Pro

agce
Ser

tet
Ser

tce
Ser
120

gtc
Val

caa
Gln

cce
Pro

gtg
Val
135

gct
Ala
150

cga
Arg

aag
Lys

ctyg
Leu

ggt
Gly

gec
Ala

acc
Thr

tgc
Cys

gga
Gly

cat
His

gtc
Val

cgg
Arg

200

agc
Ser

cgt
Arg
215

gce
Ala

tca
Ser

cac
His
230

gat
Asp

tce
Ser

atg
Met

cga
Arg

ccc
Pro

tgt
Cys

cgc
Arg
tgacagectt
ccctectgag
ttctggttet
gagggagggce
ttttgtatce
ctcactggga
caaggaaccce

ggtgcagcece

tca
Ser

cca
Pro
105

cce
Pro

ttg
Leu

gag
Glu

gcc
Ala

ctg
Leu

aag
Lys

cag
Gln

ttc
Phe

aac
Asn
155

gcce
Ala

cte
Leu

atg
Met

aag
Lys
170

tge
Cys
185

999
Gly

aag
Lys

act
Thr

acce
Thr

cac
His

ttc
Phe

gct
Ala

gac
Asp

gtc
Val

aag
Lys

aag
Lys
235

ctc
Leu

tce
Ser

ctg
Leu
250
tga ccctcga
ccecagcetcee
tgccccactt
gtgtcctetg
agctggeecece
agagcectgttt
agctcccecacc

tcaggccacc

cagggcctgce

gct
Ala

ccg
Pro

gag
Glu

gce
Ala
125

gce
Ala
140

cag
Gln

tgc
Cys

aaa
Lys

atc
Ile

cac
His

ttc
Phe

gcc
Ala

ggc
Gly

gag
Glu
205

tce
Ser

cgce
Arg
220

tac
Tyr

cag
Gln

cac
His

aag
Lys

ggc

agcaggaagg
ctggccacat
cctgggetcet
cagccctggyg
ggatacagct
ccactcaggg

ctecacgagg

ggaggcggtyg

397

445

493

541

589

637

685

733

781

829

875

935

995

1055

1115

1175

1235

1295

1355
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gcagactaga
ggtggcacct
gtcacttgtc
ttctggggge
gtatttatat

tattgatatt

gtctgagatg
gttteccgygyg
gggggcccaa
ccgacaggtg
ttcaaacatt

caataaagca

ES 2310469 Al

ccecgagece
caatttaaca
gtggggtgct
ggcctgggag
ttgtatcaag

gttaatttat

<210> 4
<211> 264
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 4

Met Pro

Pro Asn

Gln Pro

Ile Leu

50

Leu Ala

65

Glu Ser

Gly Lys

Phe Ser

Phe Pro

130

Ala
145

Lys

Arg

Tyr

Tyr

35

Asn

Pro

Pro

Gly

Ser

115

Gly

Asp

Ser

Ser

20

Asp

Pro

Gln

Arg

Ser

100

Thr

Leu

Leu

Phe Leu Val

Glu Leu Gln

Gln Ala His

Thr Ala Ser

55

Ala Gln

70

Pro

Val
85

Ala Glu

Gln Pro Pro

Ser Val Ser

Gln Val

135

Gly

Gln Ala

150

Arg

aggcagctat
atgtctgaaa
ctggtctgac
gaagatgttt
gaaacgtttt

atattaaaaa

Pro
10

Arg Lys

Ser Asn

25

Asp

Leu Leu Ala

40

Leu Pro Met

Ile Ala Trp

Thr Ser

90

Leu

Pro Pro

105

Ser

Ser Leu Glu

120

Pro Lys Gln

Lys Ala Phe

ttcagcctece
agggactgtg
cgatgtgtct
acatttttaa
gtatagttat

addaaaaaaa

tgtttggtgg
agtaatggct
cccagaacta
aggtacactg
atgtacagtt

aaa

Ser Asp

Pro Glu
Ala

Ile

Ile
60

Leu

Ala
75

Ser

Ser

Leu

Pro

Ser

Ala

Glu

Ala
140

Leu

Asn
155

Cys

Pro

Phe

Pro

45

Trp

Leu

Asp

Ala

Ala

125

Gln

Lys

Asn

Thr

30

Pro

Asp

Arg

Glu

Pro

110

Tyr

Leu

Tyr

Arg

15

Phe

Pro

Ser

Leu

Asp

95

Ser

Ala

Ser

Cys

Lys

Gln

Glu

Val

Gln

80

Ser

Ser

Ala

Glu

Asn
160

1415

1475

1535

1595

1655

1708



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Lys
Thr
Trp
Ser
Ala
225
Cys
Ser
<210> 5
<211> 2084
<212> DNA
<213> Mouse
<220>
<221> CDS

Glu

Leu

Leu

Cys

210

His

Ala

Gly

<222> (116)..(925)
<223> Secuencia codificante de Snail2 de ratén

<400> 5

Tyr

Pro

Leu

195

Pro

Leu

Arg

Cys

Leu

Cys

180

Gln

His

Gln

Thr

Ser
260

Ser

165

Val

Gly

Cys

Thr

Phe

245

Gly

ES 2310469 Al

Leu

Cys

His

Ser

His

230

Ser

Cys

Gly

Gly

Val

Arg

215

Ser

Arg

Pro

Ala Leu Lys

170

Thr Cys Gly

185

Arg Thr His

200

Ala

Asp

Met

Arg

Phe

Val

Ser

Ala

Lys

Leu
250

cagggagccg ggtgacttca gaggcgcctg cctgtccccce

atgctatagg accgccgect ggaccgttat ccgecccgege

ccg
Pro

aac
Asn

tat
Tyr

tcg
Ser

cgc
Arg

tac
Tyr

gaa
Glu
35

gga
Gly

tcc
Ser

agc
Ser
20

agt

Ser

gca
Ala

ttc
Phe

gaa
Glu

tac
Tyr

tac
Tyr

ctg
Leu

ctg
Leu

cct
Pro

agc
Ser

gtc
Val

gac
Asp

ata
Ile

cct
Pro

aag
Lys

aca
Thr

cct
Pro
40

att
Ile

aaa
Lys

cac
His
25

gtc
Val

act
Thr

cat
His
10

aca
Thr

ata
Ile

gta
Val

ttc
Phe

gtt
Val

cca
Pro

tgg
Trp

aac
Asn

att
Ile

aaa
Lys

aca
Thr

Met

Lys

Thr

Asp

Lys

235

Leu

His

Ala

Gly

Arg

220

Tyr

His

Ile

Phe

Glu

205

Ser

Gln

Lys

Arg

Ser

190

Lys

Asn

Cys

His

Ser

175

Arg

Pro

Leu

Gln

Gln
255

His

Pro

Phe

Arg

Ala

240

Glu

gccgcacctyg agccaccgcg

ccgcccgeag ccacc atg
Met

gcc
Ala

att
Ile

cca
Pro
45

tcg
Ser

tcc
Ser

tcce
Ser
30

gag
Glu

tcg
Ser

aag
Lys
15

cca
Pro

atc
Ile

gca
Ala

aag
Lys

tat
Tyr

ctc
Leu

gct
Ala

1

ccce
Pro

ctc
Leu

acc
Thr

cca
Pro

60

118

166

214

262

310
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50 55 60

ctc cac tct cct tta ccc agt ggc ctt tct cct
Leu His Ser Pro Leu Pro Ser Gly Leu Ser Pro
70 75

tca tcc ttg ggg cgt gta agt ccc ccg cct tec
Ser Ser Leu Gly Arg Val Ser Pro Pro Pro Ser
85 90

aag gat cac agt ggt tca gaa agt ccc att agt
Lys Asp His Ser Gly Ser Glu Ser Pro Ile Ser
100 105

ctg cag ccc aag ctt tca gac ccc cat gcc atc
Leu Gln Pro Lys Leu Ser Asp Pro His Ala Ile
115 120

cag tgc aat tta tgc aat aag acc tat tct acg
Gln Cys Asn Leu Cys Asn Lys Thr Tyr Ser Thr
130 135 140

aaa cac aag cag ctg cac tgt gat gcc cag tct
Lys His Lys Gln Leu His Cys Asp Ala Gln Ser
150 155

tgc aag tac tgt gac aag gaa tat gtg agc ctg
Cys Lys Tyr Cys Asp Lys Glu Tyr Val Ser Leu
165 170

cac att cga acc cac aca ttg cct tgt gtc tgc
His Ile Arg Thr His Thr Leu Pro Cys Val Cys
180 185

gct ttc tcc aga ccc tgg ctg ctt caa gga cac
Ala Phe Ser Arg Pro Trp Leu Leu Gln Gly His
195 200

ggg gaa aag cct ttc tct tgc cct cac tgc aat
Gly Glu Lys Pro Phe Ser Cys Pro His Cys Asn
210 215 220

aga tca aac ctg agg gca cat ctg cag acc cac
Arg Ser Asn Leu Arg Ala His Leu Gln Thr His
230 235
tac cag tgc aaa aac tgc tcc aaa acc ttce tecc
Tyr Gln Cys Lys Asn Cys Ser Lys Thr Phe Ser
245 250
cat aaa cat gag gag tct ggce tgc tgt gtg gcea
His Lys His Glu Glu Ser Gly Cys Cys Val Ala
260 265
cagtgtttac tcaaacagaa tgcatttctt cactccaatg

caaagacatt ttctcatgtg cttaccaacc aaatagtatg

acacacacacC acacacacac acacacacac acacacacag

65
ctt act gga tac tcc 358
Leu Thr Gly Tyr Ser
80
tct gac act tca tcc 406
Ser Asp Thr Ser Ser
95
gac gaa gag gag aga 454
Asp Glu Glu Glu Arg
110
gaa gct gag aag ttt 502
Glu Ala Glu Lys Phe
125
ttc tct ggg ctg gcc 550
Phe Ser Gly Leu Ala
145
agg aaa tcg ttc agc 598
Arg Lys Ser Phe Ser
160
ggt gcc ctg aag atg 646
Gly Ala Leu Lys Met
175
aag atc tgt ggc aag 694
Lys Ile Cys Gly Lys
190
att aga act cac act 742
Ile Arg Thr His Thr
205
agg gct ttt gca gac 790
Arg Ala Phe Ala Asp
225
tct gat gta aag aaa 838
Ser Asp Val Lys Lys
240
aga atg tcg ctt ctg 886
Arg Met Ser Leu Leu
255
cac tga gtggcgcaac 935
His
acaaatgaca aatgaaagtc 995
tataaaacca caaaagagtc 1055

agagagagag agagagagag 1115
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agagagacag
taaagttaat
gataaaagat
tactaagaaa
atttcttctt
tctcaggtge
catcagtgaa
agaaaaaaaa
tgttttattt
tggtgecgtgt
aatgaaaatg
tcatgtgatg
gttgatgaac
agtgaggtac
cttttttaaa
aaaaaaaaaa

aaaaaaaaa

acagacagac
tcgttctatg
aagaatcttt
gaatacagag
aatagaattg
cttataaagt
tgacagcctt
ccaaaaacaa
ttgccatgtg
cccatgtcectt
tgcaaaagaa
gatgcagtaa
tgatgtaaat
ggttaatagc
aagtaacttt

aaaaaaaaaa

ES 2310469 Al

agacagatac
tgaagtttaa
ctctttaaag
atttacactg
taatagtgtt
actccaagtt
ttctggatta
gaaaaagaac
tgccttggaa
tctttttaaa
tttcttagac
tacaatgccc
ttgtgtttat
cacgcctata
caaggtctcet

daaaaaaaaaa

acacacacta
aattatattt
atgaagtgaa
ctgccaaacc
tccaagagga
tacttcctta
cctacaatgt
agaacacaag
gaggagggaa
aaagaatctt
attcagtaat
ctccaagtgce
ttttatacaa
ttcaaccaga
tttttacaat

daaaaaaaaaa

<210> 6
<211> 269
<212> PRT
<213> Mouse

<400> 6

Met Phe Val His

10

Pro Arg Ser Leu Lys Lys

Glu Thr His Thr

25

Ser Leu

20

Pro Asn Tyr Asp

Glu
35

Ile Pro Val Ile

40

Leu Tyr Ser Tyr Pro

Thr Ala Pro Ile Thr Val

55

Ser Ser

50

Gly Tyr

Leu Pro Ser Leu

70

Pro Leu His Ser Pro

65

Gly

cagaacagaa
actgacagct
aagcacattg
atttcaacca
agagagtctg
aatgtatgat
tttaaaacta
agaatgtatt
agacaaactt
aatgttttat
gtacttagac
ctgtcttaat
ctgaatgaac
atacttgtga
gaacattttt

aaaaaaaaaa

Phe Asn Ala

Val Ile Ile

Pro
45

Pro Lys

Thr
60

Trp Ser

Ser Pro Leu

75

tctatgtact
agattgaaag
catcttttct
aaggaacagt
ccagacacta
gcctggttgt
tattgttaag
aaagtattct
caaacattcc
aatacaaagt
ttttgaaaat
gacttgtgta
tctgtatgaa
aatcaatgtc
gagtaaaaaa

aaaaaaaaaa

Ser Lys

15

Ser Pro

30

Glu Ile

Ser Ala

Thr Gly

80

Lys

Tyr

Leu

Ala

Tyr

1175

1235

1295

1355

1415

1475

1535

1595

1655

1715

1775

1835

1895

1955

2015

2075

2084
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Ser

Ser

Arg

Phe

Ala

145

Ser

Met

Lys

Thr

Asp
225

Lys

Leu

<210> 7
<211> 2101
<212> DNA

Ser

Lys

Leu

Gln

130

Lys

Cys

His

Ala

Gly

210

Arg

Tyr

His

<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS

<222> (165)..(971)
<223> Secuencia codificante de Snail2 humano

Ser

Asp

Gln

115

Cys

His

Lys

Ile

Phe

195

Glu

Ser

Gln

Lys

Leu

His

100

Pro

Asn

Lys

Tyr

Arg

180

Ser

Lys

Asn

Cys

His
260

Gly

85

Ser

Lys

Leu

Gln

Cys

165

Thr

Arg

Pro

Leu

Lys

245

Glu

ES 2310469 Al

Arg Val Ser

Gly

Leu

Cys

Leu

150

Asp

His

Pro

Phe

Arg

230

Asn

Glu

Ser

Ser

Asn

135

His

Lys

Thr

Trp

Ser

215

Ala

Cys

Ser

Glu

Asp

120

Lys

Cys

Glu

Leu

Leu

200

Cys

His

Ser

Gly

Pro

Ser

105

Pro

Thr

Asp

Tyr

Pro

185

Leu

Pro

Leu

Lys

Cys
265

10

Pro

90

Pro

His

Tyr

Ala

Val

170

Cys

Gln

His

Gln

Thr

250

Cys

Pro

Ile

Ala

Ser

Gln

155

Ser

Val

Gly

Cys

Thr

235

Phe

Val

Ser

Ser

Ile

Thr

140

Ser

Leu

Cys

His

Asn

220

His

Ser

Ala

Ser

Asp

Glu

125

Phe

Arg

Gly

Lys

Ile

205

Arg

Ser

Arg

His

Asp

Glu

110

Ala

Ser

Lys

Ala

Ile

190

Arg

Ala

Asp

Met

Thr

95

Glu

Glu

Gly

Ser

Leu

175

Cys

Thr

Phe

Val

Ser
255

Ser

Glu

Lys

Leu

Phe

160

Lys

Gly

His

Ala

Lys

240

Leu
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<400> 7
agttcgtaaa ggagccgggt gacttcagag gcgccggcecce gtccgtctgce cgcacctgag 60
cacggcccect gecccgagcect ggcecccgecgc gatgctgtag ggaccgeccecgt gtectcececge 120
cggaccgtta tccgcgcecegg gcgcecceccgceca gacccgctgg caag atg ccg cgce tcece 176
Met Pro Arg Ser
1

ttc ctg gtc aag aag cat ttc aac gcc tcc aaa aag cca aac tac agc 224
Phe Leu Val Lys Lys His Phe Asn Ala Ser Lys Lys Pro Asn Tyr Ser
5 10 15 20
gaa ctg gac aca cat aca gtg att att tcc ccg tat ctc tat gag agt 272
Glu Leu Asp Thr His Thr Val Ile Ile Ser Pro Tyr Leu Tyr Glu Ser

25 30 35
tac tcc atg cct gtc ata cca caa cca gag atc ctec age tca gga gca 320
Tyr Ser Met Pro Val Ile Pro Gln Pro Glu Ile Leu Ser Ser Gly Ala

40 45 50
tac agc ccc atc act gtg tgg act acc gct gct cca ttc cac gecec cag 368
Tyr Ser Pro Ile Thr Val Trp Thr Thr Ala Ala Pro Phe His Ala Gln
55 60 65
cta ccc aat ggc ctc tct cct ctt tcec gga tac tcc tca tct ttg ggg 416
Leu Pro Asn Gly Leu Ser Pro Leu Ser Gly Tyr Ser Ser Ser Leu Gly
70 75 80

cga gtg agt ccc cct cct cca tct gac acc tcc tcecc aag gac cac agt 464
Arg Val Ser Pro Pro Pro Pro Ser Asp Thr Ser Ser Lys Asp His Ser
85 90 95 100
ggc tca gaa agc ccc att agt gat gaa gag gaa aga cta cag tcc aag 512
Gly Ser Glu Ser Pro Ile Ser Asp Glu Glu Glu Arg Leu Gln Ser Lys

105 110 115
ctt tca gac ccc cat gecc att gaa gct gaa aag ttt cag tgc aat tta 560
Leu Ser Asp Pro His Ala Ile Glu Ala Glu Lys Phe Gln Cys Asn Leu

120 125 130
tgc aat aag acc tat tca act ttt tct ggg ctg gcc aaa cat aag cag 608
Cys Asn Lys Thr Tyr Ser Thr Phe Ser Gly Leu Ala Lys His Lys Gln
135 140 145
ctg cac tgc gat gcc cag tct aga aaa tct ttc agcec tgt aaa tac tgt 656
Leu His Cys Asp Ala Gln Ser Arg Lys Ser Phe Ser Cys Lys Tyr Cys
150 155 160

gac aag gaa tat gtg agc ctg ggc gcc ctg aag atg cat att cgg acc 704
Asp Lys Glu Tyr Val Ser Leu Gly Ala Leu Lys Met His Ile Arg Thr
165 170 175 180
cac aca tta cct tgt gtt tgc aag atc tgce ggc aag gcg ttt tccec aga 752
His Thr Leu Pro Cys Val Cys Lys Ile Cys Gly Lys Ala Phe Ser Arg

185 190 195
ccc tgg ttg ctt caa gga cac att aga act cac acg ggg gag aag cct 800
Pro Trp Leu Leu Gln Gly His Ile Arg Thr His Thr Gly Glu Lys Pro

11
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200 205 210
ttt tct tgce cct cac tgce aac aga gca ttt gca gac agg tca aat ctg 848
Phe Ser Cys Pro His Cys Asn Arg Ala Phe Ala Asp Arg Ser Asn Leu
215 220 225
agg gct cat ctg cag acc cat tct gat gta aag aaa tac cag tgc aaa 896
Arg Ala His Leu Gln Thr His Ser Asp Val Lys Lys Tyr Gln Cys Lys
230 235 240
aac tgc tcc aaa acc ttc tcc aga atg tct cte ctg cac aaa cat gag 944
Asn Cys Ser Lys Thr Phe Ser Arg Met Ser Leu Leu His Lys His Glu
245 250 255 260
gaa tct ggce tgce tgt gta gca cac tga gtgacgcaat caatgtttac 991
Glu Ser Gly Cys Cys Val Ala His
265

tcgaacagaa tgcatttctt cactccgaag ccaaatgaca aataaagtcc aaaggcattt 1051
tctectgtge tgaccaacca aataatatgt atagacacac acacatatgc acacacacac 1111
acacacaccc acagagagag agctgcaaga gcatggaatt catgtgttta aagataatcc 1171
tttccatgtg aagtttaaaa ttactatata tttgctgatg gctagattga gagaataaaa 1231
gacagtaacc tttctcttca aagataaaat gaaaagcaca ttgcatcttt tcttcctaaa 1291
aaaatgcaaa gatttacatt gctgccaaat catttcaact gaaaagaaca gtattgcttt 1351
gtaatagagt ctgtaatagg atttcccata ggaagagatc tgccagacgc gaactcaggt 1411
gccttaaaaa gtattccaag tttactccat tacatgtcgg ttgtctggtt gccattgttg 1471
aactaaagcc tttttttgat tacctgtagt gctttaaagt atatttttaa aagggaggaa 1531
aaaaataaca agaacaaaac acaggagaat gtattaaaag tatttttgtt ttgttttgtt 1591
tttgccaatt aacagtatgt gccttggggg aggagggaaa gattagcttt gaacattcct 1651
ggcgcatgct ccattgtett actattttaa aacattttaa taatttttga aaattaatta 1711
aagatgggaa taagtgcaaa agaggattct tacaaattca ttaatgtact taaactattt 1771
caaatgcata ccacaaatgc aataatacaa taccccttcc aagtgccttt ttaaattgta 1831
tagttgatga gtcaatgtaa atttgtgttt atttttatat gattgaatga gttctgtatg 1891
aaactgagat gttgtctata gctatgtcta taaacaacct gaagacttgt gaaatcaatg 1951
tttctttttt aaaaaacaat tttcaagttt tttttacaat aaacagtttt gatttaaaat 2011
ctcgtttgta tactattttc agagacttta cttgcttcat gattagtacc aaaccactgt 2071
acaaagaatt gtttgttaac aagaaaaaaa 2101

<210> 8

<211> 268

<212> PRT

<213> Homo sapiens

12
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<400> 8
Met

Pro

Leu

Ser

Phe

65

Ser

Lys

Leu

Gln

Lys

145

Cys

His

Ala

Gly

Pro

Asn

Tyr

Ser

50

His

Ser

Asp

Gln

Cys

130

His

Lys

Ile

Phe

Glu
210

Arg

Tyr

Glu

35

Gly

Ala

Leu

His

Ser

115

Asn

Lys

Tyr

Arg

Ser

195

Lys

Ser

Ser

20

Ser

Ala

Gln

Gly

Ser

100

Lys

Leu

Gln

Cys

Thr

180

Arg

Pro

Phe

Glu

Tyr

Tyr

Leu

Arg

85

Gly

Leu

Cys

Leu

Asp

165

His

Pro

Phe

ES 2310469 Al

Leu

Leu

Ser

Ser

Pro

70

Val

Ser

Ser

Asn

His

150

Lys

Thr

Trp

Ser

Val

Asp

Met

Pro

55

Asn

Ser

Glu

Lys

135

Cys

Glu

Leu

Leu

Cys
215

Lys

Thr

Pro

40

Ile

Gly

Pro

Ser

Pro

120

Thr

Asp

Tyr

Pro

Leu

200

Pro

Lys

His

25

Val

Thr

Leu

Pro

Pro

105

His

Tyr

Ala

Val

Cys

185

Gln

His

13

His

10

Thr

Ile

Val

Ser

Pro

90

Ile

Ala

Ser

Gln

Ser

170

Val

Gly

Cys

Phe

Val

Pro

Trp

Pro

75

Pro

Ser

Ile

Thr

Ser

155

Leu

Cys

His

Asn

Asn

Ile

Gln

Thr

60

Leu

Ser

Asp

Glu

Phe

140

Arg

Gly

Lys

Ile

Arg
220

Ala

Ile

Pro

45

Thr

Ser

Asp

Glu

Ala

125

Ser

Lys

Ala

Ile

Arg

205

Ala

Ser

Ser

30

Glu

Ala

Gly

Thr

Glu

110

Glu

Gly

Ser

Leu

Cys

190

Thr

Phe

Lys

15

Pro

Ile

Ala

Tyr

Ser

95

Glu

Lys

Leu

Phe

Lys

175

Gly

His

Ala

Lys

Tyr

Leu

Pro

Ser

80

Ser

Arg

Phe

Ala

Ser

160

Met

Lys

Thr

Asp
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Arg
225

Tyr

His

<210>9

<211> 22
<212> DNA
<213> Artificial

<220>

Ser Asn Leu Arg Ala
230

Gln Cys Lys Asn Cys
245

Lys His Glu Glu Ser
260

<223> Oligo_mGapdh_A

<400> 9

ctgagcaaga gaggccctat cc

<210> 10
<211> 20
<212> DNA
<213> Artificial

<220>

<223> Oligo_mGapdh_B

<400> 10

ctecctagge cectectgtt

<210> 11
<211> 20
<212> DNA
<213> Artificial

<220>

<223> Oligo_mP21_A

<400> 11

aggagccagg ccaagatggt

<210> 12
<211>22
<212> DNA
<213> Artificial

<220>

<223> Oligo_mP21_B

ES 2310469 Al

His Leu Gln

Ser Lys Thr

Gly Cys Cys
265

14

Thr His Ser Asp Val Lys Lys

235

240

Phe Ser Arg Met Ser Leu Leu

250

Val Ala His

255

22

20

20
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<400> 12
gctttgacac ccacggtatt ca

<210> 13
<211>22
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Oligo_mSnaill_A

<400> 13
ccacactggt gagaagccat tc

<210> 14
<211>22
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Oligo_mSnaill_B

<400> 14
tcttcacatc cgagtgggtt tg

<210> 15
<211>25
<212> RNA
<213> Artificial

<220>
<223>siRNA_I_A

<400> 15
cggaagaucu ucaacugcaa auauu

<210> 16
<211> 25
<212> RNA
<213> Artificial

<220>
<223> siRNA_I_Bcomplem

<400> 16

aauauuugca guugaagauc uuccg

<210> 17
<211> 25

ES 2310469 Al

15

22

22

22

25

25
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<212> RNA
<213> Artificial

<220>
<223> siRNA_II_A

<400> 17
caaacccacu cggaugugaa gagau

<210> 18
<211> 25
<212> RNA
<213> Artificial

<220>
<223> siRNA_II_Bcomplem

<400> 18
aucucuucac auccgagugg guuug

<210> 19
<211> 25
<212> RNA
<213> Artificial

<220>
<223> siRNA_III_A

<400> 19
cagcugcuuc gagccauaga acuaa

<210> 20
<211>125
<212> RNA
<213> Artificial

<220>
<223> siRNA_III_Bcomplem

<400> 20

uuaguucuau ggecucgaage ageug

<210> 21
<211>19
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> RNAm_snail

ES 2310469 Al

16

25

25

25

25



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<400> 21

gatgcacatc cgaagccac

ES 2310469 Al

17

19
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