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DESCRIPCION

Proteina que se une a Akt2.
Campo técnico

La presente invencion se relaciona con un nuevo polipéptido que se une a Akt2 y con un nuevo polinucleétido
codificante de dicho polipéptido, un vector que contiene dicho polinucleétido, una célula transformada que contiene
dicho vector y un método para rastrear una substancia que inhibe la unién del polipéptido antes mencionado a Akt2.

Antecedentes de la invencion

La insulina es segregada por las células S de los islotes de Langerhans del pancreas y reduce el nivel de aziicar en
sangre actuando principalmente sobre el musculo, el higado y el tejido adiposo e incorporando de este modo el aztcar
de la sangre en las células para efectuar su almacenamiento y su consumo. La diabetes mellitus es inducida por una
accidn insuficiente de esta insulina y estan presentes dos tipos en sus pacientes, a saber, el tipo 1, que tiene un trastorno
de la produccién o secrecion de insulina, y el tipo 2, que tiene una dificultad en la aceleracion del metabolismo de
los carbohidratos por la insulina. El nivel de azicar en sangre en estos dos pacientes se vuelve mayor que el de una
persona sana, pero, mientras que la insulina en sangre es absolutamente insuficiente en el tipo 1, se produce resistencia
a la insulina en el tipo 2, en donde la incorporacién o el consumo del aziicar en sangre por las células no se acelera
a pesar de la presencia de insulina. La diabetes mellitus de tipo 2 es una asi llamada enfermedad relacionada con el
estilo de vida, que se genera debido a una sobrealimentacion, a falta de ejercicio, a estrés y a causas similares, ademas
de la predisposicion hereditaria. Hoy en dia, el nimero de pacientes de esta diabetes mellitus de tipo 2 estd sufriendo
un rapido aumento en las naciones avanzadas, que va acompanado del aumento en la ingestion de calorias, y este tipo
ocupa el 95% de los pacientes de diabetes mellitus en Japén. Por consiguiente, hay una necesidad cada vez mayor no
s6lo de un farmaco hipoglicémico simple como agente terapéutico para la diabetes mellitus, sino también de un estudio
que pretenda tratar la diabetes mellitus de tipo 2 con el fin de acelerar el metabolismo de carbohidratos mediante el
mejoramiento de la resistencia a la insulina.

Actualmente, se prescriben inyecciones de insulina para el tratamiento de pacientes con diabetes mellitus de tipo
1. Por otra parte, ademds de las inyecciones de insulina, se conocen agentes hipoglicémicos a base de sulfonilurea
(preparaciones SU), que provocan la secrecién de insulina actuando sobre las células 3 del pdncreas, y agentes hi-
poglicémicos a base de biguanida, que tienen acciones de aumento de la utilizacién de los azicares e inhibicién de
la gluconeogénesis mediante una accién de glicolisis anaerobia y de inhibicién de la absorcidn intestinal de azicar,
asf como inhibidores de la a-glucosidasa, que retrasan la digestion y la absorcién de sacaridos, como agentes hipo-
glicémicos prescritos para los pacientes tipo 2. Aunque éstos mejoran indirectamente la resistencia a la insulina, los
derivados de tiazolidina han sido utilizados en los tltimos afios como agentes que mejoran directamente la resistencia
a insulina. Su accién es acelerar la incorporacion de glucosa en las células y el uso de glucosa en las células. Es sabido
que los derivados de tiazolidina actian como agonistas del receptor gamma activado que responde a proliferadores
de peroxisomas (“PPARYy”) (cfr. referencia no patente 1). Sin embargo, es sabido que las tiazolidinodionas no sélo
mejoran la resistencia a la insulina, sino que también tienen un efecto colateral de induccidn de edema (cfr. referencia
no patente 2, referencia no patente 3). Como esta induccién de edema es un grave efecto colateral que da lugar a hi-
pertrofia cardiaca, hay una demanda de moléculas diana de mayor utilidad para el desarrollo de firmacos que PPARy
para mejorar la resistencia a la insulina.

La sefial de la accién de la insulina se transfiere a las células a través de un receptor de insulina sobre la membrana
celular. Dos rutas, primera y segunda, estdn presentes en esta ruta de accion de la insulina (cfr. referencia no patente
4). En la primera ruta, la sefial se transfiere por orden del receptor de insulina activado a Aktl (PKBa) o Akt2 (PKBp),
o PKCy o PKC/, a través de IRS-1, IRS-2, PI 3 kinasa y PDK 1, y se acelera la incorporacién de azicar desde el
resto extracelular como resultado por translocacién de un transportador de glucosa GLUT 4 existente en el interior de
la célula a la membrana celular (cfr. referencia no patente 5). Por otra parte, en la segunda ruta, la sefial se transfiere
del receptor de insulina a CrK II, C3G y TC 10 en ese orden a través de c-Cbl y CAP, y se acelera la incorporacién
de azidcar por GLUT 4 como resultado (cfr. referencia no patente 6). Sin embargo, existen porciones que ain no estan
claras en cuanto a los detalles de estas rutas de transduccion de la sefial de insulina y no esta claro, en particular, el
mecanismo que finalmente media en la aceleracién de la incorporacién de azicar por parte de las células por estas
sefiales a través del transportador de glucosa.

Akt2 estd presente en la primera ruta de sefial de la insulina antes mencionada y se activa por fosforilacién por
estimulacion de la estimulacion de la insulina a través de PDK 1. La Akt2 activada transfiere la sefial como una kinasa
por fosforilacién de una proteina como su substrato. Se ha dicho que un ratén homo-knockout en el que se suprimié
artificialmente un gen codificante de la proteina Akt2 muestra un fenotipo de tipo diabetes de tipo 2 debido a una
reducida sensibilidad a la insulina principalmente en misculo e higado. En base a estos hechos, se ha considerado que
Akt2 es un factor mediador de sefial que funciona incorporando azicar a las células en respuesta a la sefial de insulina
y su inhibicién funcional induce resistencia a la insulina por interceptacion parcial de la transduccidn de la sefial de
insulina (cfr. referencia no patente 7).
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Descripcion de la invencion

En base a la informacién antes citada, los presentes inventores consideraron que se puede mejorar la resistencia a
la insulina cuando se puede aumentar la funcién de Akt2. Se considerd que se puede alcanzar este objeto aumentando
la actividad de la propia Akt2 o regulando la actividad de un factor intracelular recién identificado que se une a Akt2 y
controla asf su actividad. Sin embargo, como la Akt2 es una kinasa, es dificil regular su actividad enzimadtica en sentido
creciente mediante un farmaco. Por consiguiente, se identific una proteina que se une a Akt2 mediante un sistema
de dos hibridos de levadura. Como resultado, se pudo clonar un ADNc derivado de ratén de una nueva secuencia
de nucleétidos codificante de una proteina AKBP 2 (Proteina 2 de unién a Akt2) que se une a Akt2. Ademads, dado
que la cantidad expresada de esta proteina estaba considerablemente aumentada en el tejido muscular y adiposo de
ratones modelo de diabetes mellitus en comparacién con individuos normales, se vio que esta proteina es un factor
causante del estado mérbido de la diabetes mellitus. Ademds, al poder clonar un gen AKBP 2 ortélogo humano, se vio
que dicho gen se expresa en células grasas como tejido que responde a la insulina y que la AKBP 2 humana se une
también a Akt2, como en el caso de la AKBP 2 murina. Ademds de esto, detectando que la actividad kinasa de Akt2 se
reduce por sobreexpresion de la AKBP 2 de ratdn, se vio que se induce la resistencia a la insulina por interceptacién
de la sefial de insulina por AKBP 2, es decir, que la resistencia a la insulina mejora inhibiendo la unién de AKBP 2
a Akt2. En consecuencia, se construyd un sistema de cribado para un agente mejorador de la resistencia a la insulina
y/o un agente mejorador del metabolismo de carbohidratos haciendo uso de la interaccién de AKBP 2 con Akt2.

Con estos resultados, se llevé a cabo la presente invencién proveyendo de un nuevo polipéptido itil en el cribado
de un agente mejorador de la resistencia a la insulina y/o un agente mejorador del metabolismo de carbohidratos, un
polinucleétido codificante del polipéptido antes mencionado, un vector de expresion que contiene el polinucledtido
antes mencionado, una célula transformada con el vector de expresién antes mencionado, un método para cribar un
agente mejorador de la resistencia a la insulina y/o un agente mejorador del metabolismo de carbohidratos y un método
para producir una composicion farmacéutica para el mejoramiento de la resistencia a la insulina y/o el mejoramiento
del metabolismo de carbohidratos.

Es decir, la presente invencion se relaciona con
[1] un polipéptido que comprende la secuencia de aminoécidos representada por la SEC. ID. N° 2 o la SEC. ID. N°

4, o una secuencia de aminodacidos en la que se han suprimido, substituido y/o insertado de 1 a 10 amino4cidos en la
secuencia de aminodcidos representada por la SEC. ID. N° 2 o 1a SEC. ID. N° 4, y que se une a Akt2;



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2324779 T3

[2] un polipéptido consistente en la secuencia de aminodcidos representada por la SEC. ID. N° 2 o la SEC. ID.
N° 4,

[3] un polinucleédtido codificante del polipéptido descrito en [1] o [2];
[4] un vector de expresién que contiene el polinucledtido descrito en [3];
[5] una célula transformada con el vector de expresion descrito en [4];

[6] un método para cribar una substancia que inhibe la unién a Akt2 de un polipéptido descrito en la reivindicacién
1 o en la reivindicacion 2 o un polipéptido consistente en una secuencia de aminodcidos que tiene una homologia del
90% o mds con respecto a la secuencia de aminoécidos representada por la SEC. ID. N° 2 o la SEC. ID. N° 4 y que se
une a Akt2, que consiste en

dejar que (1) el polipéptido antes mencionado o una célula que expresa el polipéptido antes mencionado contacte
con (2) una substancia de ensayo;

medir la unién de dicho polipéptido a Akt2, y
seleccionar una substancia que inhibe la unién antes mencionada;

[7] el método de cribado descrito en [6], donde la substancia inhibidora de la unién es un agente mejorador de la
resistencia a la insulina y/o un agente mejorador del metabolismo de carbohidratos;

[8] el método de cribado descrito en [6] o [7], donde la etapa de medicién de la unién de (1) el polipéptido descrito
en [1] o [2] o un polipéptido consistente en una secuencia de aminodcidos que tiene una homologia del 90% o mas
con respecto a la secuencia de aminodcidos representada por la SEC. ID. N° 2 o la SEC. ID. N° 4 y que se une a Akt2,
a (2) Akt2 es una etapa de medicién de un cambio en Akt2 en base al cambio en la unién antes mencionada.

No se sabe virtualmente nada sobre las secuencias idénticas a los polipéptidos y polinucleétidos de la presen-
te invencién descritos en las SEC. ID. N° 1 a 4. Aunque se ha informado de secuencias que tienen homologia con
los polinucledtidos de la presente invencion en una base de datos de secuencias GenBank como niimeros de acceso
AX714043, BC042155 y BC049110 después de la fecha de prioridad de esta solicitud, se trata de una mera descrip-
cién de secuencias y no se hace ninguna descripcion de su uso ilustrativo. Ademds, una base de datos de secuencias
GenPept lleva, como nimero de acceso AK056090, un polipéptido consistente en una secuencia de aminodcidos en
la que se suprimen 68 aminodcidos de la secuencia de aminodcidos representada por la SEC. ID. N° 4 como uno de
los polipéptidos de la presente invencién, y, como nimero de acceso AK019105, un polipéptido consistente en una
secuencia de aminoécidos en la que se han suprimido 228 aminodacidos de la secuencia de aminodcidos representada
por la SEC. ID. N° 2 como uno de los polipéptidos de la presente invencidn y se han substituido 13 aminodcidos de
la misma. Sin embargo, no existe informacién de que estos polipéptidos fueran realmente preparados y no existe in-
formacién de cémo prepararlos. Ademds, tampoco se describe el uso ilustrativo de dichos polipéptidos. Los presentes
inventores han descubierto los polipéptidos y polinucleétidos de la presente invencién por vez primera y han revelado
por vez primera que la sobreexpresion de la proteina y el aumento de su unién a Akt2 son factores causales del estado
mérbido de la diabetes mellitus. Ademads, los métodos de cribado de la presente invencién que hacen uso de la unién
del polipéptido de la presente invencidn a Akt2 son métodos provistos por vez primera por los presentes inventores.

Breve descripcion de los dibujos

La Fig. 1 es un grifico que muestra la expresion de AKBP2 en células cultivadas. Las bandas 1 y 3 indican
marcadores de peso molecular y la banda 2 un vector vacio y la banda 4 un caso de introduccién de pcDNA-AKBP2.

La Fig. 2 (1) es un grifico que muestra la comparacién del nivel de expresion de AKBP2 en el tejido adiposo de
ratones C57BL/6J normales cargados con una alimentacién normal o una alimentacién rica en grasas. El eje vertical
del dibujo muestra el nivel de expresion relativo en la grasa de los ratones. La barra blanca muestra cudndo se cargd la
alimentacion normal y la barra negra cuando se cargé la alimentacion rica en grasas.

La (2) es un grafico que muestra la comparacién del nivel de expresiéon de AKBP2 en el musculo de ratones
C57BL/6J normales cargados con una alimentacién normal o una alimentacion rica en grasas. El eje vertical del
dibujo muestra el nivel de expresidn relativo en el musculo de los ratones. La barra blanca muestra cuando se cargdé la
alimentacion normal y la barra negra cudndo se cargd la alimentacion rica en grasas.

La (3) es un gréfico que muestra la comparacion del nivel de expresion de AKBP2 en el tejido adiposo de ratones
C57BL/6J normales y ratones KKAY/Ta del modelo de diabetes mellitus. El eje vertical del dibujo muestra el nivel de
expresion relativo en el tejido adiposo de los ratones. La barra blanca muestra el resultado de los ratones C57BL/6J
normales y la barra rayada el de los ratones KKA?Y/Ta del modelo de diabetes mellitus.

La (4) es un grafico que muestra la comparacioén del nivel de expresion de AKBP2 en los miisculos de ratones
C57BL/6J normales y de los ratones KKAY/Ta del modelo de diabetes mellitus. El eje vertical del dibujo muestra el
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nivel de expresién relativo en el miisculo de los ratones. La barra blanca muestra el resultado de los ratones C57BL/6J
normales y la barra rayada el de los ratones KKAY/Ta del modelo de diabetes mellitus.

Se muestra el nivel de expresién en C57BL/6J con alimentacién normal como 1 en la comparaciénen (1) y (2) y
se muestra el nivel de expresion en C57BL/6J como 1 en la comparacion en (3) y (4), respectivamente.

LaFig. 3 es un grafico que muestra la influencia de la sobreexpresién de AKBP2 de ratén en células grasas NIH3T3
L1 por la actividad enzimatica Akt2. El eje vertical del dibujo muestra la actividad relativa y se muestra el valor de la
actividad enzimadtica en las células infectadas con un virus control en condiciones de ausencia de estimulo de insulina
como 1. El eje horizontal del dibujo muestra el periodo de estimulacién de la insulina (minutos).

Mejor modo de desarrollar la invencion

Lo que sigue describe la presente invencién con detalle.
Polipéptido de la invencion

Se incluyen el polipéptido de la presente invencién

(1) un polipéptido consistente en la secuencia de aminoacidos representada por la SEC. ID. N°2 o la SEC. ID. N°
4y

(2) 1) un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos representada por la SEC. ID. N° 2 o la SEC. ID.
N°4 y que se une a Akt2, o ii) un polipéptido que comprende una secuencia de aminodcidos en la que se han suprimido,
substituido y/o insertado de 1 a 10 (preferiblemente de 1 a 7, mas preferiblemente de 1 a 5, atin preferiblemente de 1
a 3) aminodcidos en la secuencia de aminodcidos representada por la SEC. ID. N° 2 o la SEC. ID. N° 4 y que se une a
Akt2 (al que se hard referencia de aqui en adelante como variante funcionalmente equivalente).

Los que reducen la actividad kinasa de Akt2 por unién a Akt2 son particularmente deseables como los polipéptidos
de la presente invencion.

Ademéds, los polipéptidos de la presente invencién no se limitan en particular a los polipéptidos derivados de
humanos o de ratones, en la medida en que se encuentren bajo cualquiera de (1) y (2) antes mencionados, y los
que derivan de otros vertebrados (v.g., rata, conejo, caballo, oveja, perro, mono, gato, 0so, cerdo, aves domésticas y
similares) quedan también aqui incluidos. Ademas, no se limitan a los polipéptidos naturales y también se incluyen
en ellos mutantes artificialmente producidos, en la medida en que se encuentren bajo cualquiera de (1) y (2) antes
mencionados.

El término “se une a Akt2” significa que un polipéptido se une a Akt2 (preferiblemente Akt2 humana, mas prefe-
riblemente el polipéptido codificado por el niimero de acceso del GenBank M95936) y se puede verificar si “se une”
o no mediante los métodos siguientes.

Se expresa en una célula una longitud parcial o total de un polipéptido que se ha de examinar en cuanto a si
se une o no, o una longitud parcial o total de un polipéptido que se ha de examinar fusionado a un marcaje (v.g.,
GST, Flag, His o similar). Como la célula antes mencionada, es deseable una célula que responda a la insulina, y de
forma mads ilustrativa es deseable una célula grasa, un hepatocito o una célula derivada de miisculo esquelético. Se
pueden concentrar la proteina Akt2 y una proteina que se una a la misma a partir de la célula antes mencionada por
inmunoprecipitacién usando un anticuerpo anti-Akt2. Se puede verificar si el polipéptido que se ha de examinar se
une o no a Akt2 separando una solucién concentrada de la Akt2 asi obtenida y su proteina de unién por electroforesis
en gel de poliacrilamida a través de un método convencionalmente conocido y realizando luego una transferencia
Western usando un anticuerpo. En cuanto al anticuerpo para uso en este caso, se puede usar un anticuerpo para el
polipéptido que se ha de examinar o un polipéptido que se ha de examinar preparado en base a su secuencia parcial, o
un anticuerpo que reconozca el marcaje antes mencionado.

Ademads, la unién del polipéptido que se ha de examinar a un polipéptido puede ser también detectada combinando
una transferencia Western similar a la antes mencionada con un método de captura in vitro (H. Matsushime y col.,
Jikken Kogaku (Experimental Engineering), Vol. 113, N° 6, p. 528, 1994) que usa un extracto de células en las que se
expresa el polipéptido que se ha de examinar, o una solucién mixta de proteinas preparadas por transcripcion y traduc-
cioén in vitro y proteina Akt2 purificada uniendo un marcaje (v.g., GST o similar). Preferiblemente, se puede detectar
la unién usando una solucién mixta de proteinas preparadas realizando directamente la transcripcién y traduccién in
vitro de la proteina que se ha de examinar, como se muestra en el Ejemplo 6, a partir de un pldsmido para uso en la
expresion de la proteina que se ha de examinar (v.g., el plasmido para la expresion de la proteina AKBP2 preparado
en el Ejemplo 1(5)), usando un kit de traduccién in vitro (v.g., el kit TNT (Promega)). Mds preferiblemente, se puede
detectar la unién del polipéptido que se ha de examinar a Akt2 por el método descrito en el Ejemplo 6. El término
“reducir la actividad kinasa de Akt2” significa que se reduce la actividad kinasa que posee Akt2 mediante la unién del
polipéptido que se ha de examinar a Akt2. Se puede verificar si “se reduce la actividad kinasa” o no por el siguiente
método.
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Es sabido que la actividad kinasa de Akt2 se acelera cuando se fosforila la 4737 serina (Ser 473) o la 308 treonina
(Thr 308) en la molécula (Biochem. J., 1998, 335 (1-13)). Haciendo uso de esto, se puede detectar la presencia
o ausencia de actividad Akt2 detectando la condicién fosforilada de la Ser 473 o de la Thr 308 de Akt2 por una
transferencia Western que utiliza un anticuerpo capaz de reaccionar especificamente con estos residuos fosforilados
(v.g., anticuerpo antifosfoSer o similar). De forma mas ilustrativa, se puede detectar la fosforilacion de Akt2, a saber,
la presencia o ausencia de actividad Akt2, lisando células (es deseable una célula que responda a la insulina, y de un
modo mds ilustrativo es deseable una célula grasa, un hepatocito o una célula derivada de musculo esquelético) en
las que se expresa una parte o la totalidad de la longitud del polipéptido que se ha de examinar y, usando esto como
muestra, llevando a cabo una transferencia Western, una transferencia Western por puntos o un método similar que
emplee el anticuerpo anti-fosfoSer. Preferiblemente, ésta puede ser detectada por el método del Ejemplo 7. Cuando se
observo reduccion de la fosforilacion de Akt2 (a saber, activacidon de Akt2) en este sistema de deteccidén usando una
muestra obtenida de una célula en la que se expresaba el polipéptido que se habia de examinar, en comparacién con
una célula en la que no se expresaba el polipéptido que se habia de examinar, se podia juzgar que el polipéptido que
se habia de examinar “reducia la actividad kinasa de Akt2”.

Ademads, también se puede verificar si “reduce la actividad kinasa de Akt2” o no por un método de ensayo de
kinasa in vitro en el que se mide la captacién de 4cido fosférico radiactivo basada en un substrato cuando se usa
una histona H2B, una proteina de fusién GSK-3 o similar como substrato de Akt2 y se deja que reaccione con un
inmunoprecipitado de Akt2. De un modo ilustrativo, se puede concentrar la proteina Akt2 a partir de un extracto de
células (es deseable una célula que responda a la insulina, y de un modo mas ilustrativo es deseable una célula grasa,
un hepatocito o una célula derivada de musculo esquelético) en las que se expresa parte del polipéptido que se ha
de examinar o la totalidad de su longitud por inmunoprecipitacion usando un anticuerpo anti-Akt2. Mezclando un
substrato de Akt2, tal como GST-crosstide (proteina de fusién con GST de GSK3-beta como substrato fisiolégico de
Akt), con proteina Akt2 concentrada, se puede medir y determinar la actividad kinasa de Akt2 usando la fosforilacién
del substrato como indice. Preferiblemente, se puede medir ésta mediante el método descrito en el Ejemplo 7. Cuando
se observé reduccion de la fosforilacion del substrato en este sistema de medicién usando una muestra obtenida de
una célula en la que se expresaba el polipéptido que se habia de examinar, en comparacién con una célula en la que
no se expresaba el polipéptido que se habia de examinar, se pudo juzgar que el polipéptido que se habia de examinar
“reduce la actividad kinasa de Akt2”.

Polinucledtido de la invencion

El polinucleétido de la presente invencién puede derivar de cualquier especie, siempre que codifique el polipéptido
de la presente invencidn, a saber, un polipéptido representado por la secuencia de aminoécidos descrita en la SEC.
ID. N°2 o en la SEC. ID. N° 4, o0 una variante funcionalmente equivalente del mismo. Se prefiere un polinucle6tido
consistente en una secuencia de nucleétidos codificante de la secuencia de aminoacidos descrita en la SEC. ID. N° 2 o
en la SEC. ID. N° 4, y aun se prefiere la secuencia de nucleétidos descrita en la SEC. ID. N° 1 o en la SEC. ID. N° 3.
En este sentido, se incluyen tanto ADN como ARN en el “polinucleétido” segtin esta descripcion.

Se puede incluir todo tipo de mutantes en el polinucledtido de la presente invencidn, en la medida en que codifi-
quen el polipéptido de la presente invencidén. De un modo mds ilustrativo, puede incluir mutantes alélicos que estén
presentes en el mundo natural, mutantes que no estén presentes en el mundo natural y mutantes que tengan deleciones,
substituciones, adiciones e inserciones. La mutacion antes mencionada se produce a veces por mutacion natural, pero
también puede ser efectuada realizando una modificacioén artificial. Todos los genes mutantes codificantes del polipép-
tido antes mencionado de la presente invencion quedan incluidos en la presente invencidn, independientemente de la
causa y del medio de la mutacién del polipéptido antes mencionado. Como el medio artificial antes mencionado que
da lugar a la preparacidon de mutantes, por ejemplo, ademds de técnicas de ingenieria genética tales como el método
de substitucién especifico de bases (Methods in Enzymology, (1987), 154, 350, 367-382) y similares, se pueden citar
medios de sintesis quimica, tales como el método de fosfotriéster, el método de fosfoamididuro y similares (Science,
150, 178, 1968). Mediante su combinacion, es posible obtener un ADN acompaifiado de la substitucion de bases de-
seada. Alternativamente, es posible generar una substitucién en una base no especifica en la molécula de ADN por
repeticién de PCR o permitiendo la presencia del ion manganeso o similar en la solucién de reaccion.

El polinucleédtido y el polipéptido de la presente invencién pueden ser facilmente producidos y obtenidos por
técnicas generales de ingenieria genética en base a la informacion de secuencias desvelada por la presente invencion.

El polinucleétido codificante del polipéptido de la presente invencién puede ser preparado, por ejemplo, del si-
guiente modo, pero puede ser preparado no sélo por este método, sino también por operaciones convencionalmente
conocidas, segin ‘“Molecular Cloning, Sambrook, J. y col., Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989” y similares.

Por ejemplo, se pueden citar (1) un método que utiliza PCR, (2) técnicas generales de ingenieria genética (a saber,
un método en el cual se selecciona un transformante que contiene aminodcidos deseados a partir de transformantes
transformados con una libreria de ADNCc), (3) un método de sintesis quimica o similares. Cada método de produccién
puede ser llevado a cabo del mismo modo que como se describe en WO 01/34785.

Mediante el método que utiliza PCR, se puede producir el polinucleétido aqui descrito, por ejemplo, por el pro-
cedimiento descrito en el “Modo para desarrollar la invencién”, 1) Método de produccién de un gen de proteina, a)
Primer método de produccién, de la referencia de patente antes mencionada. En cuanto a la “célula o tejido humano
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que tiene capacidad de producir la proteina de la presente invencién” en dicha descripcidn, se pueden citar, por ejem-
plo, las células adiposas. Se extrae el ARNm total a partir de células adiposas humanas o murinas. A continuacion,
se puede sintetizar un ADNc de primera hebra sometiendo este ARNm a una reaccién de transcriptasa inversa en pre-
sencia de cebadores aleatorios o de cebadores oligo dT. Se puede obtener el polinucledtido de la presente invencién o
una parte del mismo sometiendo el ADNc de primera hebra asi obtenido a reaccién en cadena de polimerasa (“PCR”)
usando dos tipos de cebadores que se interponen en una region parcial del gen de interés. De forma mas ilustrativa, el
polinucleétido de la presente invencién puede ser producido, por ejemplo, por los métodos descritos en el Ejemplo 1
y el Ejemplo 4.

Mediante el método que utiliza técnicas generales de ingenieria genética, se puede producir el polinucleétido
codificante del polipéptido de la presente invencidn, por ejemplo, por el procedimiento descrito en el “Modo para
desarrollar la invencién”, 1) Método de produccién de un gen de proteina, b) Segundo método de produccién, de la
referencia de patente antes mencionada.

Mediante el método que utiliza sintesis quimica, se puede producir el polinucledtido codificante del polipéptido
de la presente invencién, por ejemplo, por el procedimiento descrito en el “Modo para desarrollar la invencién”, 1)
Meétodo de produccién de un gen de proteina, c) Tercer método de produccién, d) Cuarto método de produccion, de la
referencia de patente antes mencionada.

Haciendo uso de la secuencia nucleotidica parcial o completa del polinucledtido asi obtenido de la presente inven-
cion, se puede detectar especificamente el nivel de expresion del polinucledtido de la presente invencién en cada tejido
individual o en varios tejidos.

Como ejemplos de dicho método de deteccion, se incluyen la “RT-PCR” (reaccién en cadena de polimerasa con
transcriptasa inversa), el andlisis de transferencia Northern, la hibridacion in situ y métodos similares.

Meétodos de produccion del vector de expresion, de la célula y del polipéptido de la invencion

También se incluye en la presente invencién un método para producir el polipéptido de la presente invencién, que
se caracteriza por el hecho de que se cultiva la célula transformada de la presente invencion.

Se puede usar el polinucleétido codificante del polipéptido de la presente invencién, obtenido del modo antes
mencionado, para expresar el polipéptido de la presente invencién en un tubo de ensayo o en una célula de ensayo
conectdndolo secuencia debajo de un promotor apropiado, mediante métodos convencionalmente conocidos descritos
en “Molecular Cloning, Sambrook, J. y col., Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989 y similares.

De forma ilustrativa, afiadiendo un polinucledtido que contiene una secuencia promotora especificada secuencia
arriba del codon de iniciacion para el polipéptido de la presente invencién obtenido como se ha mencionado anterior-
mente, es posible efectuar la expresion del polipéptido de la presente invencién por transcripcion y traduccién en un
sistema libre de células del gen usando éste como plantilla.

Alternativamente, la expresion del polipéptido de la presente invencién en una célula resulta posible cuando se
integra el polinucledtido antes mencionado codificante del polipéptido de la presente invencién en un pldsmido vector
apropiado y se introduce en forma de plasmido en una célula huésped. Alternativamente, se puede preparar y usar
una célula en la que se haya integrado dicha construccién en el ADN cromosémico. De forma mds ilustrativa, un
fragmento aislado que contenga un polinucledtido puede transformar células huésped de eucariontes y procariontes
integrandose de nuevo en un pldsmido vector apropiado. Mds atin, es posible efectuar la expresion del polipéptido de la
presente invencion en células huésped respectivas introduciendo un promotor apropiado y una secuencia implicada en
la expresion génica en estos vectores. La célula huésped no estd particularmente limitada, siempre que pueda detectar
la expresion del polipéptido de la presente invencién a nivel de ARNm o a nivel de proteina. Lo mas deseable es
usar una célula derivada del tejido graso o una célula derivada de musculo como célula huésped, en donde la Akt2
enddgena estd abundantemente presente.

El método para expresar un gen transformando una célula huésped puede ser llevado a cabo, por ejemplo, por el
método descrito en el “Modo para desarrollar la invencién”, 2) Método para producir el vector de la presente invencion,
la célula huésped de la presente invencidn y la proteina recombinante de la presente invencidn, de la referencia de
patente antes mencionada. El vector de expresién no estd particularmente limitado, en la medida en que contenga
un polinucledtido deseado. Un ejemplo del mismo es un vector de expresion obtenido insertando el polinucleétido
deseado en un vector de expresioén convencionalmente conocido eventualmente seleccionado en respuesta a la célula
huésped que se haya de usar. La célula de la presente invencién puede ser obtenida, por ejemplo, transfectando una
célula huésped deseada con el vector de expresion antes mencionado. De manera mds ilustrativa, un vector de expresion
para una proteina deseada puede ser obtenido, por ejemplo, integrando un polinucleétido deseado en un vector de
expresion para células de mamifero, pcDNA3.1, como se describe en el Ejemplo 2, y se puede producir la célula
transformada de la presente invencién incorporando dicho vector de expresion en la célula 293 usando el método del
fosfato de calcio.

Se puede cultivar la célula transformada deseada obtenida anteriormente segtin un método general y se produce la
proteina deseada mediante dicho cultivo. En cuanto al medio que se ha de usar en dicho cultivo, se pueden seleccionar
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eventualmente diversos tipos generalmente utilizados en respuesta a la célula huésped empleada. Por ejemplo, en el
caso de la célula 293 antes mencionada, se puede usar medio esencial minimo de Eagle modificado de Dulbecco
(DMEM) suplementado con un componente sérico (v.g., suero bovino fetal (FBS) o similar), al que se afiade ademas
G418. Como célula transformada de la presente invencion, es deseable una célula que exprese el polipéptido de la
presente invencion.

Cultivando la célula de la presente invencion, se puede detectar, determinar y también purificar el polipéptido de
la presente invencion producido en la célula. Por ejemplo, es posible detectar y purificar el polipéptido de la presente
invencion por transferencia Western o inmunoprecipitaciéon usando un anticuerpo que se une al polipéptido de la
presente invencion. Alternativamente, expresando el polipéptido de la presente invencién como una proteina de fusién
con una proteina apropiada de marcaje (v.g., glutatién-S-transferasa (GST), proteina A, §-galactosidasa, proteina de
unién a maltosa (MBP) o similar), se puede detectar el polipéptido de la presente invencion por transferencia Western
o inmunoprecipitacién usando un anticuerpo especifico para dicha proteina de marcaje y purificarlo usando la proteina
de marcaje. De un modo mds ilustrativo, se puede purificar haciendo uso de una proteina de marcaje de la siguiente
manera.

Se puede obtener el polipéptido de la presente invencion (v.g., el polipéptido representado por la SEC. ID. N° 2
o la SEC. ID. N° 4) integrando el polinucledtido de la presente invencién (v.g., el polinucleétido representado por la
SEC. ID. N° 1 ola SEC. ID. N° 3), por ejemplo, en un vector de fusién a un marcaje de His, m4s ilustrativamente, por
ejemplo en el pcDNA3.1/V5-His-TOPO (Invitrogen) o similar descrito en el Ejemplo 1, para efectuar su expresién en
una célula cultivada, purificindolo usando un marcaje de His y eliminando luego el resto del marcaje. Por ejemplo,
se disefia el plasmido de expresion AKBP2 murino o humano preparado en el Ejemplo 1 o en el Ejemplo 5 usando
pcDNA3.1/V5-His-TOPO de tal forma que V5 y el marcaje His se adicionan al extremo C de AKBP2 en ambos casos.
En consecuencia, se puede purificar la proteina AKBP2 a partir de las células cultivadas en las que se expresa AKBP2
mostradas en el Ejemplo 2 o en el Ejemplo 5, usando el marcaje de His. De forma ilustrativa, la proteina AKBP2
fusionada al marcaje de His puede ser aislada de un extracto de células rotas uniéndola a Ni**-NTA-Agarosa (Funa-
koshi) y centrifugando el producto, segiin métodos conocidos (Jikken Igaku (Experimental Medicine) Supplement,
Tanpakushitsu-no Bunshikan Sogosayo Jikkenhou (Experimentation on Intermolecular Interaction of Protein), pagina
32, 1996, Nakahara y col.). Mds ilustrativamente, se desprenden por raspado células que expresan el polipéptido de la
presente invencién cultivadas usando matraces de cultivo (v.g., placa de Petri de 10 cm de didmetro) después de afiadir
un volumen apropiado (v.g., 1 ml) de una solucién tampén y centrifugando luego a 1.5000 rpm durante 5 minutos y
se afiade una cantidad apropiada (v.g., 50 uM) de Ni**-NTA-Agarosa substituida por una solucién tampén apropiada
al sobrenadante asi separado y se mezcla bien (v.g., 10 minutos o mds de agitacién usando un rotor). A continuacion,
se separa el sobrenadante y se extrae por centrifugacién (v.g., 2.000 rpm durante 2 minutos) y se centrifuga de nuevo
afiadiendo una cantidad apropiada (v.g., 0,5 ml) de una solucién tamp6n ajustada a pH 6,8, efectuando asi un lavado.
Después de repetir esto 3 veces, se afiade una cantidad apropiada (v.g., 50 ul) de EDTA 100 mM, se deja que la mez-
cla repose durante 10 minutos y se recupera después el sobrenadante, permitiendo asi la purificacién del polipéptido
liberado de la presente invencién. Como solucién tampdn antes mencionada, se puede usar, por ejemplo, una solucién
tampén B (urea 8 M, Na,HPO, 0,1 M, NaH,PO, 0,1 M, Tris-HC1 0,01 M, pH 8,0). Se puede separar el marcaje de His
en la molécula de proteina purificada de la molécula, por ejemplo, por un disefio tal que el marcaje de His se fusione
al lado N-terminal y usando TAGZyme System (Qiagen).

Alternativamente, segtin la ocasion lo requiera, se puede purificar mediante un método que no utilice una proteina
de marcaje, por ejemplo por varias operaciones de separacién que hagan uso de las propiedades fisicas y de las
propiedades quimicas de la proteina consistente en el polipéptido de la presente invencién. De forma ilustrativa, se
pueden citar como ejemplos el uso de ultrafiltracién, centrifugacién, filtracién por gel, cromatografia de adsorcion,
cromatografia de intercambio i6nico, cromatografia de afinidad y cromatografia liquida de alto rendimiento.

El polipéptido de la presente invencion puede ser producido por sintesis quimica general segutn la informacién de
secuencia de aminodcidos mostrada en la SEC. ID. N° 2 o en la SEC. ID. N° 4. De forma ilustrativa, se incluyen mé-
todos de sintesis peptidica en fase liquida y en fase sélida. Su sintesis puede ser llevada a cabo uniendo sucesivamente
un aminodcido después de otro, o sintetizando un fragmento peptidico consistente en varios aminodcidos y uniéndolo.
El polipéptido de la presente invencién obtenido por estos medios puede ser purificado segin los diversos métodos
antes mencionados.

Meétodo de inspeccion de la diabetes mellitus

Usando una sonda que se hibride con el polinucleétido de la presente invencién en condiciones estrictas, se puede
examinar la cantidad expresada de un polinucleétido codificante del polipéptido de la presente invencion y se puede
realizar el diagndstico de la diabetes mellitus usando el aumento de la cantidad expresada (preferiblemente la cantidad
expresada en el tejido graso) como indice. En el método de inspeccidn de la diabetes mellitus, el término “condiciones
estrictas” significa condiciones en las cuales no se produce una unién inespecifica y, de forma ilustrativa, significa
condiciones en las cuales se usa una solucién de SSC 0,1x (solucién salina-tampén citrato de sodio) que contiene un
0,1% de laurilsulfato de sodio (SDS) y la temperatura es de 65°C. Como sonda, se usa un ADN de al menos 15 pb de
longitud de cadena y que tiene al menos una parte o la totalidad de la secuencia (o una secuencia complementaria de
la misma) del polinucleétido de la presente invencion.
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Segtin el método para detectar diabetes mellitus, se puede detectar si el sujeto tiene o no diabetes mellitus dejando
que las sondas antes mencionadas contacten con una muestra de ensayo y analizando el producto unido de un polinu-
cleétido codificante del polipéptido de la presente invencion (v.g., ARNm o ADNc derivado del mismo) y de la sonda
antes mencionada por un método de andlisis convencionalmente conocido (v.g., transferencia Northern). Ademads, tam-
bién se puede analizar la cantidad de expresion aplicando la sonda antes mencionada a una punta de ADN. Cuando la
cantidad del producto unido antes mencionado, a saber, la cantidad de un polinucleétido codificante del polipéptido de
la presente invencion, estd aumentada en comparacién con personas sanas, se puede juzgar que el sujeto tiene diabetes
mellitus.

Como método para medir el nivel expresado del polinucleétido de la presente invencion, es posible emplear mé-
todos en los cuales se mide el nivel expresado detectando el polipéptido de la presente invencién. Como ejemplos
del método de inspeccion que se ha de usar, se incluyen la transferencia Western, la inmunoprecipitacion, el ELISA
y métodos similares, que hacen uso de un anticuerpo que une una muestra de ensayo al polipéptido de la presen-
te invencién, o de un anticuerpo que se une especificamente al polipéptido de la presente invencién. Al determinar
la cantidad del polipéptido de la presente invencién contenida en la muestra de ensayo, se puede usar el polipép-
tido de la presente invenciéon como cantidad estdndar. Ademads, el polipéptido de la presente invencién es ttil para
preparar un anticuerpo que se une al polipéptido de la presente invencién. Cuando la cantidad del polipéptido de la
presente invencion estd aumentada en comparacién con personas sanas, se puede juzgar que el sujeto tiene diabetes
mellitus.

Método de cribado de la invencion

Utilizando (1) el polipéptido de la presente invencidn, (2) un polipéptido consistente en una secuencia de aminoa-
cidos que tiene una homologia del 90% o mas con la secuencia de aminodcidos representada por la SEC. ID. N°2 o
la SEC. ID. N° 4 y que se une a Akt2 (al que se hara referencia en adelante como polipéptido homdlogo), o (3) un
polipéptido como proteina codificada por un polinucleétido que se hibrida con el polinucleétido que tiene la secuencia
nucleotidica representada por la SEC. ID. N° 1 o la SEC. ID. N° 3 en condiciones estrictas y que se une a Akt2 (al que
se hard referencia en adelante como polipéptido de hibridacién), se puede construir un método para cribar una substan-
cia que tiene una accién mejoradora de la resistencia a la insulina y/o una substancia que tiene una accién mejoradora
del metabolismo de carbohidratos (a saber, agentes mejoradores de la diabetes mellitus) haciendo uso de la interaccién
de los polipéptidos antes mencionados (a saber, el polipéptido de la presente invencidn, el polipéptido homélogo y el
polipéptido de hibridacién) con la Akt2 kinasa. En general, se hace referencia al polipéptido de la presente invencion,
al polipéptido homdlogo antes mencionado y al polipéptido de hibridacién antes mencionado como un polipéptido
para el cribado de la presente invencion.

El polipéptido homdlogo segiin esta descripcién no esta particularmente limitado, en la medida en que sea un
polipéptido consistente en una secuencia de aminodcidos con una homologia del 90% o mds con la secuencia de
aminodcidos representada por la SEC. ID. N° 2 o la SEC. ID. N° 4 y que se una a Akt2, pero, en cuanto a la secuencia
de aminodcidos representada por la SEC. ID. N° 2 o la SEC. ID. N° 4, es deseable un polipéptido consistente en una
secuencia de aminodcidos con una homologia de preferiblemente el 95% o mas, mas preferiblemente el 98% o mas.

En este sentido, el término “homologia” antes mencionado, tal como se utiliza en esta descripcion, significa un
valor (Identidades) obtenido usando pardmetros preparados como defecto por recuperacion del programa Clustal (Hig-
gins y Sharp, Gene, 73, 237-244, 1998; Thompson y col., Nucl. Acids Res., 22, 4673-4680, 1994). Los parametros
antes mencionados son los siguientes. Como Pardmetros de Alineacién Multiple, Penalizacién de Intervalo 15,00,
Penalizacién de Longitud de Intervalo 6,66, Sec. Divergentes de Retraso (%) 30 y Peso de Transicién de ADN 0,50,
y como Pardmetros de Alineacién por Pares, Penalizacién de Intervalo 15,00 y Penalizacién de Longitud de Intervalo
6,60, por Slow-Accurate.

En cuanto a las “condiciones estrictas” para el polipéptido de hibridacion de esta descripcion en las cuales un
polinucleétido codificante del polipéptido de hibridacién de esta descripcion se hibrida con el polinucleétido que tiene
la secuencia nucleotidica representada por la SEC. ID. N° 1 o la SEC. ID. N° 3, se trata de condiciones de “SSPE
5x, solucién de Denhard 5x, SDS al 0,5%, formamida al 40%, 200 pug/ml de ADN de esperma de salmén y 37°C
durante la noche” como condiciones para la hibridacién, y condiciones de “SSPE 5x, solucién de Denhard 5x, SDS al
0,5%, formamida al 50%, 200 ug/ml de ADN de esperma de salmén y 42°C durante la noche” como condiciones mas
estrictas. Ademads, las condiciones para el lavado son “SSC 5x, SDS al 1% y 42°C” como condiciones suaves, “SSC
0,5x, SDS al 0,1% y 42°C” como condiciones normales y “SSC 0,2x, SDS al 0,1% y 65°C” como condiciones mas
estrictas.

También se incluye en el método de cribado de la presente invencién un método para cribar una substancia que
inhibe la unién del polipéptido antes mencionado con Akt2, caracterizado por consistir en una etapa en la que se
permite que el polipéptido para cribado de la presente invencidn o una célula que expresa el polipéptido para cribado
de la presente invencion contacte con una substancia de ensayo; una etapa de medicién de la unién de dicho polipéptido
con Akt2, y una etapa de seleccion de una substancia que inhibe la unién antes mencionada. Las células que expresan
el polipéptido para cribado de la presente invencidn pueden ser células transformadas con un vector de expresidon que
contiene un polinucleétido codificante del polipéptido para cribado de la presente invencién o células que existen de
forma natural y que expresan el polipéptido de la presente invencién, pero son deseables células transformadas.
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Dado que AKBP2 como uno de los polipéptidos para cribado de la presente invencion se une a Akt2, que su
expresion se reduce en ratones modelo de diabetes mellitus y que la actividad Akt2 se reduce en células grasas en las
que se sobreexpresaba el AKBP2 murino, se vio que el polipéptido de la presente invencidn controla negativamente
la sefial de insulina a través de su unidn a Akt2. Asi, se pueden cribar un agente mejorador de la resistencia a insulina
y/o un agente mejorador del metabolismo de carbohidratos mediante el método de cribado antes mencionado.

En los métodos de cribado antes mencionados, se puede llevar a cabo la etapa de medicién de la unién del poli-
péptido para cribado de la presente invencién o de las células que expresan el polipéptido para cribado de la presente
invencion con Akt2 detectando directamente la unién del polipéptido para cribado de la presente invencidon con Akt2,
o se puede llevar también a cabo midiendo el cambio de Akt2 causado por un cambio de la unién antes mencionada.

Aunque no esta particularmente limitada, como ejemplos de la substancia de ensayo que se puede usar en los mé-
todos de cribado de la presente invencion se incluyen compuestos de disponibilidad comercial (incluyendo péptidos),
diversos compuestos convencionalmente conocidos registrados en archivos quimicos (incluyendo péptidos), un gru-
po de compuestos obtenidos por las técnicas de quimica combinatoria (N.K. Terrett, M. Gardner, D.W. Gordon, R.J.
Kobylecki y J. Steele, Tetrahedron, 51, 8135-73, (1995)), sobrenadantes de cultivos de microorganismos, componen-
tes naturales derivados de plantas y de organismos marinos, extractos de tejidos animales o compuestos (incluyendo
péptidos) obtenidos por modificacién quimica o bioldgica de un compuesto seleccionado por los métodos de cribado
de la presente invencion.

Los métodos de cribado antes mencionados no estdn limitados y se pueden poner como ejemplos los siguientes
métodos de cribado.

1) Método de cribado que utiliza la fosforilacion de Akt2

Es sabido que la actividad kinasa de Akt2 se acelera cuando se fosforila la 473* serina (Ser 473) o la 308 treonina
(Thr 308) de la molécula (Biochem. J., 1998, 335 (1-13)). Haciendo uso de esto, se puede detectar la presencia
o ausencia de actividad Akt2 detectando la condicién fosforilada de la Ser 473 o de la Thr 308 de Akt2 por una
transferencia Western que utiliza un anticuerpo capaz de reaccionar especificamente con estos residuos fosforilados
(v.g., anticuerpo antifosfoSer o similar).

Una célula de ensayo que expresa una parte o la totalidad del polipéptido para cribado de la presente invencién
no se trata o se trata con una substancia de ensayo. Como células de ensayo, son deseables células que responden a
la insulina, y mds ilustrativamente se desean células grasas, hepatocitos o células derivadas de misculo esquelético.
Se lisa la célula no tratada o tratada con una substancia de ensayo y, utilizando esto como muestra, se puede detectar
la fosforilacién de Akt2, a saber, la presencia o ausencia de la actividad Akt2, haciendo uso de una transferencia
Western, de una transferencia Western por puntos o de un método similar que utilice el anticuerpo anti-fosfoSer.
Preferiblemente, se puede detectar ésta por el método del Ejemplo 7. En este sistema de deteccion, se puede seleccionar
una substancia usada para tratar una muestra en la que se observo aceleracion de la fosforilacion de Akt2 (a saber,
la activacion de Akt2) en comparacién con una muestra no tratada con la substancia de ensayo como substancia que
inhibe la unién del polipéptido para cribado de la presente invencién con Akt2, y, en base a esto, se puede cribar un
agente mejorador de la resistencia a insulina y/o un agente mejorador del metabolismo de carbohidratos, a saber, una
substancia que tiene un efecto de tratamiento de la diabetes mellitus. Como tal substancia, es deseable seleccionar una
substancia que muestre un valor de DEs, de la accién de aceleracién de la fosforilacion de Akt2 de 10 M o menos,
preferiblemente de 1 uM o menos, mds preferiblemente de 0,1 uM o menos, en dicho método de cribado.

2) Método de cribado que utiliza un método de kinasa in vitro

También se puede detectar la actividad Akt2 por un método de ensayo de kinasa in vitro en el que se mide la
captacion de 4cido fosférico radiactivo basada en un substrato cuando se usa una histona H2B, una proteina de fusién
GSK-3 o similar como substrato de Akt2 y se deja que reaccione con un inmunoprecipitado de Akt2. De forma
ilustrativa, no se tratan o se tratan células de ensayo que expresan parte o la totalidad del polipéptido para cribado de
la presente invencién con una substancia de ensayo. Como células de ensayo, son deseables células que responden a la
insulina, y mds ilustrativamente son deseables células grasas, hepatocitos o células derivadas de musculo esquelético.
Se puede concentrar la proteina Akt2 activada a partir de las células antes mencionadas por inmunoprecipitacion
usando un anticuerpo anti-Akt2. Mezclando un substrato de Akt2, tal como GST-crosstide (proteina de fusion GST de
secuencia GSK3-beta como substrato fisiolégico de Akt), con proteina Akt2 concentrada, se puede medir y determinar
la actividad kinasa de Akt2 usando la fosforilacion del substrato como indice. Preferiblemente, ésta puede ser medida
por el método descrito en el Ejemplo 7. Es posible usar las mediciones de kinasa como métodos de cribado de un gran
nimero de compuestos, haciendo uso de los métodos de ensayo de kinasa total (Waga y col., J. Immunol. Methods,
190, pp. 71-77, 1996). En estos sistemas de medicidn, se pueden seleccionar substancias usadas para tratar muestras
en las que se observé aceleracion de la actividad kinasa de Akt en comparacién con muestras no tratadas con las
substancias de ensayo como substancias que inhiben la unién del polipéptido para cribado de la presente invencién
con Akt2, y en base a esto, se pueden cribar agentes mejoradores de la resistencia a insulina y/o agentes mejoradores
del metabolismo de carbohidratos, a saber, substancias que tienen efectos de tratamiento de la diabetes mellitus. Como
tales substancias, es deseable seleccionar una substancia que muestre un valor de DE;, de la accién de aceleracién de
la kinasa Akt2 de 10 uM o menos, preferiblemente de 1 uM o menos, mas preferiblemente de 0,1 uM o menos, en
dichos métodos de cribado.
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3) Método de cribado que utiliza la union del polipéptido para cribado de la presente invencion con Akt2

Como el polipéptido para cribado de la presente invencidn controla de forma negativa la sefial de insulina a través
de su unién a Akt2, se puede poner como ejemplo el siguiente método de cribado que usa la unién del polipéptido para
cribado de la presente invencion con Akt2 como indice. De forma ilustrativa, no se tratan o se tratan células de ensayo
que expresan una parte o la totalidad del polipéptido para cribado de la presente invencidn, o una parte o la totalidad del
polipéptido para cribado de la presente invencion que se fusiona con un marcaje (v.g., GST, Flag, His o similar), con
una substancia de ensayo. Como células de ensayo, son deseables células que responden a la insulina, y de forma mas
ilustrativa son deseables células grasas, hepatocitos o células derivadas de musculo esquelético. Se pueden concentrar
la proteina Akt2 y una proteina que se una a la misma a partir de las células antes mencionadas por inmunoprecipitacién
usando un anticuerpo anti-Akt2. En esta etapa de concentracion, es deseable que la misma substancia de ensayo usada
en el tratamiento antes mencionado de las células esté contenida en la solucién de reaccién. Se puede seleccionar una
substancia de ensayo que inhiba la unién del polipéptido para cribado de la presente invencién con Akt2 separando la
solucién concentrada asi obtenida de Akt2 y su proteina de unién por electroforesis en gel de poliacrilamida usando un
método convencionalmente conocido y midiendo la cantidad del polipéptido para cribado de la presente invencién por
transferencia Western usando un anticuerpo. Como tal substancia, es deseable seleccionar una substancia que muestre
un valor de Cls, de la accién de inhibicién de la unién del polipéptido de la presente invencién con Akt2 de 10 uM
o menos, preferiblemente de 1 M o menos, mas preferiblemente de 0,1 4M o menos, en el método de cribado antes
mencionado. En cuanto al anticuerpo para uso en este caso, se puede usar un anticuerpo especifico para el polipéptido
para cribado de la presente invencién o para el polipéptido para cribado de la presente invencién preparado en base a
su secuencia parcial (v.g., anticuerpo anti-AKBP2), o un anticuerpo que reconozca el marcaje antes mencionado.

En los métodos de cribado anteriores 1) a 3), se pueden usar las células de ensayo sin estimular o estimulando con
insulina, pero preferiblemente se pueden usar las células de ensayo realizando una estimulacién con insulina.

Ademds, también se pueden seleccionar substancias de ensayo que inhiben la unién del polipéptido para cribado de
la presente invencion con Akt2 combinando una transferencia Western similar a la anteriormente mencionada con un
método de captura in vitro (H. Matsushime y col., Jikken Kogaku (Experimental Engineering), Vol. 13, N° 6, p. 528,
1994), usando proteina Akt2 purificada uniendo un marcaje (v.g., GST o similar) a partir de un extracto de células en
las que se expresa el polipéptido para cribado de la presente invencién, o una solucién mixta de proteinas preparadas
realizando una transcripcién y una traduccidn in vitro, a la que se afiade o no una substancia de ensayo. Preferible-
mente, las substancias de ensayo que inhiben la unién de Akt2 al polipéptido para cribado de la presente invencién
pueden ser también seleccionadas usando una solucién mixta de proteinas preparadas realizando directamente una
transcripcion y una traduccion in vitro de una proteina consistente en el polipéptido de la presente invencidn (v.g., pro-
teina AKBP2) como se muestra en el Ejemplo 6, a partir de un plasmido que expresa el polipéptido para cribado de la
presente invencion (v.g., el plasmido de expresion AKBP2 preparado en el Ejemplo 1(5)) usando un kit de traduccién
in vitro (v.g., TNT Kit (Promega)). Cada uno de estos métodos hace posible cribar un gran nimero de substancias de
ensayo no realizando una electroforesis en gel de poliacrilamida, sino realizando una transferencia Western por puntos
convencionalmente conocida. Ademds, es posible realizar un cribado para seleccionar una substancia de ensayo capaz
de inhibir la unién de Akt2 al polipéptido para cribado de la presente invencién, segiin métodos ELISA convencio-
nalmente conocidos, que consisten en afiadir una substancia de ensayo a un lisado de células en las que se expresan
simultdneamente el polipéptido para cribado de la presente invencién expresado fusionando un marcaje similar al an-
tes citado y Akt2. Ademds, es posible seleccionar una substancia de ensayo que inhiba la unién de Akt2 al polipéptido
para cribado de la presente invencién cribandola a partir de la gran mayoria de la poblacién mediante la deteccién
de la actividad CAT o luciferasa existente, utilizando el sistema de dos hibridos convencionalmente conocido para
células de mamifero (Clontech) y disponiendo la Akt2 fusionada a la regién de unién a ADN de GAL 4 como cebo y
el polipéptido para cribado de la presente invencién fusionado a la region aceleradora de la transcripcién de VP 16 en
el lado de la presa.

Método para producir una composicion farmacéutica para mejorar la resistencia a la insulina y/o mejorar el meta-
bolismo de carbohidratos

También se incluye en la presente invencién un método para producir una composicion farmacéutica para mejorar
la resistencia a la insulina, caracterizado por consistir en una etapa de realizacién de un cribado usando el polipéptido
para cribado de la presente invencion y una etapa de preparacion de una preparacion farmacéutica.

La composicién farmacéutica que contiene una substancia obtenida por el método de cribado de la presente inven-
cién como ingrediente activo puede ser preparada usando soportes, rellenantes y/u otros aditivos generalmente usados
en la produccién de preparaciones farmacéuticas, en respuesta al tipo de ingrediente activo antes mencionado.

Como administracidn, se pueden citar la administracién oral mediante tabletas, pildoras, capsulas, granulos, pol-
vos micronizados, polvos, soluciones para uso oral o similares, o la administracidon parenteral por inyecciones para
inyeccion intravenosa, inyeccién intramuscular, inyeccidn intraarticular o similares, supositorios, preparaciones para
administracién percutdnea, preparaciones para administracion transmucosal o similares. En particular, es deseable la
inyeccion parenteral en el caso de péptidos que se digieren en el estdmago, por inyeccion intravenosa o similares.

En la composicién sélida para uso en la administracién oral, se pueden mezclar una o mds substancias activas
con al menos un diluyente inerte, tal como lactosa, manitol, glucosa, celulosa microcristalina, hidroxipropilcelulosa,
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almidén, polivinilpirrolidona, silicato de aluminio y de magnesio o similares. En la forma habitual, la composicién
antes mencionada puede contener otros aditivos aparte del diluyente inerte, tales como un lubricante, un agente desin-
tegrante, un agente estabilizante, un agente solubilizante o de ayuda a la solubilizacién o similares. Segtin la ocasién
lo requiera, las tabletas o las pildoras pueden ir revestidas con un revestimiento de azicar o con una pelicula de una
substancia géstrica o entérica o similares.

La composicion liquida para administracion oral puede contener, por ejemplo, emulsiones, soluciones, suspensio-
nes, jarabes, elixires o similares y puede contener un diluyente inerte generalmente utilizado, tal como agua purificada
o0 alcohol etilico. La composiciéon antes mencionada puede contener aditivos aparte del diluyente inerte, tales como un
agente humectante, un agente suspensor, un edulcorante, un aroma o un antiséptico.

Las inyecciones para administracién parenteral pueden incluir soluciones, suspensiones o emulsiones asepticas
acuosas o no acuosas. Las soluciones o suspensiones acuosas pueden incluir, por ejemplo, agua destilada para in-
yeccion, suero fisiolgico o similares como diluyente. Como diluyente para uso en las soluciones o suspensiones no
acuosas, se pueden incluir, por ejemplo, propilenglicol, polietilenglicol, aceites vegetales (v.g., aceite de oliva), alco-
holes (v.g., etanol), polisorbato 80 o similares. La composicién antes mencionada puede contener ademds un agente
humectante, un agente emulsor, un agente dispersante, un agente estabilizante, un agente solubilizante o de ayuda a
la solubilizacidn, un antiséptico o similares. La composicién antes mencionada puede ser esterilizada, por ejemplo,
por filtracién a través de un filtro de retencidn de bacterias, mezcla de un germicida o irradiacién. Alternativamente,
se puede usar produciendo una composicion sélida estéril y disolviéndola en agua estéril u otro solvente estéril para
inyeccidn antes de su uso.

La dosis puede ser eventualmente decidida considerando la potencia de actividad del ingrediente activo, a saber,
la substancia obtenida por el método de cribado de la presente invencion, los sintomas, la edad, el sexo y similares de
cada paciente que haya de ser tratado.

Por ejemplo, en el caso de la administracién oral, la dosis es en general aproximadamente de 0,1 a 100 mg,
preferiblemente de 0,1 a 50 mg, al dia por adulto (como 60 kg de peso corporal). En el caso de la administracién
parenteral en forma de inyecciones, es de 0,01 a 50 mg, preferiblemente de 0,01 a 10 mg, al dia.

Ejemplos

Se describe la presente invencién a continuacion en base a ejemplos, pero la invencion no se restringe a dichos
ejemplos. En este sentido, a menos que se indique en contrario, éstos pueden ser llevados a cabo segin métodos
convencionalmente conocidos (“Molecular Cloning, Sambrook y col., Cold Spring Harbor Laboratory Press, 19897,
y similares). Ademads, cuando se usan reactivos y kits de disponibilidad comercial, éstos pueden ser llevados a cabo
segun las instrucciones adjuntas a los mismos.

Ejemplo 1
Clonacion del gen AKBP2 de raton y construccion de un vector de expresion
(1) Clonacion del gen Akt2

Usando los oligonucledtidos representados por la SEC. ID. N° 5 y la SEC. ID. N° 6, disefiados en relacién a la
secuencia de ADNc descrita en el nimero de acceso M95936 de una base de datos génica GenBank, como cebadores
y un ADNc de midsculo esquelético humano (Marathon-Ready™ ¢DNA; Clontech) como plantilla, se llevé a cabo una
PCR usando una ADN polimerasa (ADN polimerasa Pyrobest (Takara Shuzo)) en condiciones de desnaturalizacién
térmica a 95°C durante 3 minutos, 40 repeticiones de un ciclo consistente en 98°C durante 10 segundos, 60°C durante
30 segundos y 74°C durante 1 minuto y 30 segundos, y calentamiento ademas a 74°C durante 7 minutos. Se clond el
ADNCc Akt2 humano insertando el fragmento de ADN resultante de aproximadamente 1,5 kpb en el sitio de recono-
cimiento EcoRV de un pldsmido pZErO™-2.1 (Invitrogen). Se determing la secuencia nucleotidica del ADNc¢ Akt2
clonado en el vector mediante un kit de secuenciacion (Applied Biosystems) y un secuenciador (secuenciador de ADN
ABI 3700, Applied Biosystems), usando los oligonucleé6tidos antes mencionados representados por la SEC. ID. N° 5
y la SEC. ID. N° 6, confirmando asi que su secuencia coincidia con la secuencia reportada.

(2) Preparacion del pldasmido de expresion para dos hibridos de levadura

Con objeto de insertar el ADNc Akt2 humano en un vector de expresion para dos hibridos de levadura, se disefiaron
cebadores pDBtrp (Invitrogen) representados por la SEC. ID. N° 7 y la SEC. ID. N° 8§ afiadiendo una regién homdloga
con 40 nucleétidos en la parte anterior y en la parte posterior del sitio de multiclonacién del vector pDBtrp al lado
5’ y al lado 3’ de la secuencia del gen Akt2 humano. Se llevé a cabo una PCR usando el plasmido Akt2 clonado
anteriormente como plantilla y usando una ADN polimerasa (ADN polimerasa Pyrobest; Takara Shuzo), calentando
a 98°C (1 minuto) y repitiendo luego 35 veces un ciclo consistente en 98°C (5 segundos), 55°C (30 segundos) y
72°C (5 minutos). El fragmento de ADN obtenido como resultado tiene la regién codificante completa del gen Akt2
humano.
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Se afiadieron simultdneamente el vector pDBtrp convertido en una cadena lineal por digestion con las enzimas de
restriccion Sall y Ncol y el fragmento de PCR que contenia ADNc Akt2 obtenido anteriormente a la cepa de levadura
MaV203 para dos hibridos (Invitrogen), que se transformé entonces por un método de acetato de litio (Guthrie C.
y Fink R., Guide to Yeast Genetics y Molecular Biology, Academic, San Diego, 1991). Como resultado, se produjo
recombinacién homologa en la célula de levadura y se form6 un plasmido en el que se inserté el ADNc Akt2 en el sitio
de multiclonacién de pDBtrp (al que se hard aqui referencia en adelante como pDB-Akt2). Se seleccionaron células de
levadura que tenian el plasmido pDB-Akt2 cultivando en un medio minimo sintético sélido (DISCO, agarosa al 20%)
del que se habia eliminado el triptéfano como marcador de seleccion del plasmido, se trataron las células de levadura
con zimoliasa (Seikagaku Kogyo) a 37°C durante 30 minutos y se aislaron y purificaron luego los plasmidos por el
método alcalino y se llevé a cabo la determinacién de sus secuencias nucleotidicas usando un kit de secuenciacién
(Applied Biosystems) y un secuenciador (secuenciador de ADN ABI 3700, Applied Biosystems) para seleccionar
aquéllos en los que el ADNc Akt2 estaba insertado junto con la regién codificante y el marco de traduccion de la
region de unién a ADN GAL 4 de pDBtrp.

(3) Preparacion de una libreria de ADNc derivado de tejido graso de raton

Comprando ratones C57BL/6] machos de 12 semanas de edad y ratones C57BL/KsJ-+m/+m machos de 13 sema-
nas de edad de CLEA Japan, se preparé ARN poli(A)* a partir de grasa del epididimo segtin el método de preparacién
de ARNm descrito en Experimental Medicine Supplement, Bio-manual Series 2, Gene Library Preparation Method
(escrito en Japonés, editado por H. Nojima; publicado por Yohdosha el 20 de Febrero de 1994). Usando el ZAP-cDNA
Synthesis Kit fabricado por Stratagene y segtin el protocolo adjunto al mismo, se realizaron una sintesis de primera
hebra y una sintesis de segunda hebra usando 5 ug de ARN y se hizo que los extremos del ADNc de doble hebra fueran
lisos, se ligd con el adaptador EcoRI adjunto al kit y se digirié después con las enzimas de restricciéon EcoRI y Xhol.
Se realiz6 una fraccionacién por tamafio usando una columna spin (CHROMA SPIN-400; Clontech) y se eliminaron
los fragmentos mas cortos. Se digirié una porcién de 100 ug de un vector pACT2 (Clontech) con la enzima de restric-
cién Xhol, se trat6 con una fosfatasa alcalina (Bacterial Alkaline Phosphatase; Takara Shuzo) y se digirié luego con la
enzima de restriccién EcoRI y se aplicé a una columna spin (CHROMA SPIN-1000; Clontech). Segtn el método de
preparacion de librerias de ADNc descrito en Experimental Medicine Supplement, Bio-manual Series 2, Gene Library
Preparation Method (editado por H. Nojima; publicado por Yohdosha el 20 de Febrero de 1994), se ligaron el vector
y el ADNCc y se tratd la muestra tras la ligacién con una copa de filtro (UFCP3TKS50) fabricada por Millipore. Usando
la Escherichia coli para electroporacion fabricada por GIBCO BRL (ElectroMAX™ DH10B™ Cells), se llevé a cabo
una transformacién por el método de electroporacién y se cultivé durante la noche en un agitador usando 1.000 ml de
un medio de cultivo. Después de confirmar la presencia de 10° 0 mds colonias independientes en el medio de cultivo,
se purificaron los pldsmidos usando un kit de purificacién de pldsmidos (Qiagen Plasmid Kit; Qiagen) y segtn el
protocolo adjunto al kit.

(4) Cribado de dos hibridos de levadura

Se suspendi6 la cepa de levadura antes mencionada MaV203 para dos hibridos transformada por pDB-Akt2 en 400
ml de medio liquido YPD (DIFCO), se cultiv6 a 30°C durante aproximadamente 6 horas hasta que la absorbancia a una
longitud de onda de 590 nanémetros resulté ser de 0,1 a 0,4 y se convirtié luego en células competentes por el método
de acetato de litio y se suspendid la cantidad final en 1,0 ml de tamp6n litio-tris 0,1 M. Se transformaron las células con
20 pg de la libreria de ADNc derivado de tejido graso de ratén preparada en (3) antes mencionado y se seleccionaron
las células cultivando en un medio minimo sintético sélido (DISCO, agarosa al 20%) del que se habian eliminado
el triptéfano y la leucina como marcadores de seleccion respectivos de pDB-Akt2 y la libreria, obteniendo asi un
transformante en el que se introdujeron ambos plasmidos. Al mismo tiempo, con objeto de seleccionar una célula que
tuviera un gen indicador activado HIS3 que se expresa cuando se une una proteina de fusiéon del dominio de unién a
ADN GALA artificialmente expresado en el sistema de dos hibridos a una proteina de fusién del dominio de activacion
transcripcional de GAL4, se cultivaron las células transformadas a 30°C durante 5 dias en el medio minimo sélido
(agarosa al 20%) del que se habia eliminado la histidina junto con el tript6fano y la leucina y al que se afiadieron 20
mM de 3AT (3-amino-1,2,4-triazol; Sigma) como inhibidor de la enzima codificada por HIS3. Se obtuvieron colonias
de levaduras resistentes a 3AT que mostraban que se expresa una proteina que se une a Akt2 en las mismas condiciones.
Se cultivaron estas células de levadura en el medio sélido YPD durante 24 horas y se examiné luego la expresion del
gen lacZ, que es diferente de HIS3, pero que es un indicador de unién del sistema de dos hibridos, usando la actividad
[B-galactosidasa como indice. En cuanto a la actividad 8-galactosidasa, se transfirieron las células de levadura del medio
a una pelicula de nitrocelulosa, congelada en nitrégeno liquido y descongelada después a temperatura ambiente, y se
puso el filtro sobre un papel de filtro empapado con una solucién al 0,4% de X-GAL (Sigma) y se dejo reposar a 37°C
durante 24 horas para medir el cambio de color a azul provocado por la S-galactosidasa. Seleccionando colonias en
las que los contenidos de células transferidas al filtro cambiaban de blanco a azul, se especificaron células de levadura
que expresaban una proteina que se une a Akt2 y se extrajeron los pldsmidos derivados de la libreria de las células
seguin el método del Yeast Protocols Handbook de Clontech. Se determinaron las secuencias nucleotidicas de los
fragmentos génicos contenidos en ellos por medio de un kit de secuenciacién (Applied Biosystems) y un secuenciador
(secuenciador de ADN ABI 3700, Applied Biosystems) usando la secuencia nucleotidica representada por la SEC. ID.
N°9 (una secuencia que se une a la region GAL4 AD; derivada del vector de clonacién pACT2 con nimero de acceso
del GenBank U29899) como cebador, y se confirmé como resultado que la secuencia nucleotidica representada por la
SEC. ID. N° 1 estaba alli contenida.
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(5) Determinacion del codon de iniciacion del gen AKBP?2 del raton

Como resultado del antes mencionado punto (4), se obtuvo un pldsmido derivado de libreria que tenia un fragmento
génico que contenia la secuencia nucleotidica representada por la SEC. ID. N° 1. Por consiguiente, con objeto de
determinar el codon de iniciacién del gen contenido en dicho fragmento, se sintetizé un cebador de la secuencia
nucleotidica representada por la SEC. ID. N° 10, que corresponde a una cadena complementaria de una secuencia
nucleotidica de desde la 1.034° posicidn hasta la 1.011? posicidn de la secuencia nucleotidica representada por la SEC.
ID. N° 1 (Proligo) y se intenté amplificar el ADNc de longitud completa derivado de un producto de expresién de dicho
gen de la libreria de ADNc derivado de tejido graso antes mencionada por PCR usando dicho cebador y el cebador
antes mencionado de la secuencia nucleotidica representada por la SEC. ID. N° 9. Se 1lev6 a cabo la PCR usando una
ADN polimerasa (TAKARA LA Tagq; Takara Shuzo) y calentando a 94°C (3 minutos) y repitiendo luego 35 veces
un ciclo consistente en 94°C (30 segundos), 58°C (1,5 minutos) y 72°C (4 minutos). Se clonaron los fragmentos de
ADN de la solucién de reaccién en un vector de expresion (pcDNA3.1/V5-His-TOPO; Invitrogen) usando TOPO TA
Cloning System (Invitrogen). Se determinaron las secuencias nucleotidicas de los fragmentos de ADN insertados en
los pldsmidos asi obtenidos usando un cebador (TOPO TA Cloning Kit; Invitrogen; SEC. ID. N° 11) que se une a la
regién del promotor T7 en el vector, un kit de secuenciacién (Applied Biosystems) y un secuenciador (secuenciador de
ADN ABI 3700, Applied Biosystems). Como resultado, se obtuvieron pldsmidos que contenfan moléculas de ADNc
de diversas longitudes que tenian la secuencia de dicho gen, pero las longitudes de cadena de las moléculas mas
largas de ADNCc eran casi iguales a la del ADNc derivado del producto de transcripcion obtenido en el punto (4) antes
mencionado. Dado que varias pruebas mostraron el mismo resultado, se vio que la longitud de cadena de la secuencia
del producto de transcripcion de dicho gen casi coincidia con la del ADNc obtenido en (4). En base a esto, se vio que
el primer ATG de la secuencia nucleotidica representada por la SEC. ID. N° 1 es el codon de iniciacién de dicho gen,
de tal forma que se confirmé el marco abierto de lectura de dicho gen representado por la SEC. ID. N° 1. Se llamé a
este gen gen AKBP2 de ratén.

(6) Preparacion del vector de expresion del AKBP2 de raton

Como resultado del punto (4) antes mencionado, se obtuvo un pldsmido derivado de libreria que tenia un fragmento
génico que contenia la longitud completa de la secuencia nucleotidica representada por la SEC. ID. N° 1 y quedaba
indicada la presencia de un factor que se une a Akt2. Ademds, se confirmé su marco abierto de lectura en el punto
(5) antes mencionado. Por consiguiente, se sintetizaron los cebadores representados por la SEC. ID. N° 12 y la SEC.
ID. N° 13 (Proligo) segtn la informacién de secuencias nucleotidicas mostrada en la SEC. ID. N° 1, y se amplificé un
ADNc AKBP2 codificante de la proteina AKBP2 neta por PCR usando dichos cebadores y el plasmido obtenido en el
punto (4) antes mencionado como plantilla. Estos dos tipos de cebadores de ADN tienen respectivamente secuencias
nucleotidicas homoélogas a secuencias parciales del lado 5° y del lado 3’ del gen AKBP2 del ratén representado
por la SEC. ID. N° 1. Se llevé a cabo una PCR usando una ADN polimerasa (Pyrobest DNA Polymerase; Takara
Shuzo), calentando a 98°C (1 minuto) y repitiendo luego 35 veces un ciclo consistente en 98°C (5 segundos), 55°C
(30 segundos) y 72°C (5 minutos). Como resultado de la separacion del producto de PCR por electroforesis en gel de
agarosa, se confirmé que se habia amplificado un fragmento de ADN de aproximadamente 1,7 kpb. Por consiguiente,
se subcloné este fragmento de ADN en la solucién de reaccion en un vector de expresién (pcDNA3.1/V5-His-TOPO;
Invitrogen) usando TOPO TA Cloning System (Invitrogen). Se disefi¢ el cebador representado por la SEC. ID. N°
13 usado en este caso de tal modo que la secuencia del codon de parada de AKBP2 quedé eliminado de forma
que un epitopo V5 derivado de vector (derivado de la proteina V del paramixovirus SV 5, Southern J.A., J. Gen.
Virol., 72, 1551-1557, 1991) y un marcaje His 6 (Lindner P., BioTechniques, 22, 140-149, 1997) se continuaban
con el mismo marco del triplete del gen AKBP2 de ratén en el lado 3’ tras la clonacién. Se determind la secuencia
nucleotidica del fragmento de ADN insertado en el plasmido asi obtenido usando un cebador (TOPO TA Cloning kit;
Invitrogen; SEC. ID. N° 11) que se une a la regioén del promotor T7 en el vector, un kit de secuenciacién (Applied
Biosystems) y un secuenciador (secuenciador de ADN ABI 3700, Applied Biosystems). Como resultado, se confirmé
que el ADNc AKBP2 de 1.719 pares de bases representado por la SEC. ID. N° 1 codificante de la proteina AKBP2
neta se habfa insertado en el vector de expresién antes mencionado pcDNA3.1/V5-His-TOPO, como ADN del que
se habia eliminado el codon de parada del lado 3’ de la secuencia de ADN. Se hace referencia a este plasmido de
expresion como pcDNA-AKBP2 en adelante.

Ejemplo 2
Preparacion de células cultivadas que expresan la proteina AKBP2
(1) Preparacion de células de expresion de AKBP2

Se introdujo el plasmido de expresion pcDNA-AKBP2 antes mencionado, preparado en el Ejemplo 1(5), o un vec-
tor vacio (pcDNA3.1/V5-His-TOPO) en las células 293 (Banco de Células). Se cultivaron las células 293 en una placa
de cultivo de 6 pocillos (didmetro del pocillo 35 mm) hasta que llegaron a un estado de confluencia del 70%, afiadiendo
2 ml de un medio esencial minimo DMEM (Gibco) que contenfa un 10% de suero bovino fetal (Sigma) a cada pocillo.
Se introdujo transitoriamente el pcDNA-AKBP2 (3,0 ug/pocillo) en estas células mediante el método del fosfato de
calcio (Graham y col., Virology, 52, 456, 1973; N. Arai, Gene Transfer and Expression/Analytical Method (escrito en
Japonés), pp. 13-15, 1994). Después de 30 horas de cultivo, se elimin6 el medio y se lavaron las células con solucién sa-
lina tamponada con fosfatos (a la que se hard referencia aqui en adelante como PBS) y se lisaron luego las células afia-
diendo 0,1 ml por pocillo de una solucién de lisis celular (fosfato de potasio 100 mM (pH 7,8), 0,2% de Tritén X-100).
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(2) Deteccion de la proteina AKBP2

Se afiadi6 una porcién de 10 ul de tampdén de muestra SDS 2x (Tris-HCI 125 mM (pH 6,8), 3% de laurilsulfato de
sodio, 20% de glicerol, S-mercaptoetanol 0,14 M, 0,02% de azul de bromofenol) a 10 ul del lisado antes mencionado
de células con expresion de AKBP2 del Ejemplo 2(1) y se traté éste a 100°C durante 2 minutos y se sometié después a
electroforesis en SDS al 10%-gel de poliacrilamida para separar las proteinas contenidas en la muestra. Se transfirieron
las proteinas del gel de poliacrilamida a una membrana de nitrocelulosa usando un dispositivo de transferencia de
tipo semiseco (Bio-Rad) y se llevé a cabo entonces la detecciéon de la proteina AKBP2 sobre dicha membrana de
nitrocelulosa por transferencia Western segtin el modo habitual. Se us6 un anticuerpo monoclonal (Invitrogen) que
reconoce el epitopo V5 fusionado al extremo C de AKBP2 como anticuerpo primario y se usé anticuerpo de fusién
IgG de raton-HRP (Bio-Rad) como anticuerpo secundario. Como resultado, tal como se muestra en la Fig. 1, se
confirm6 que se detecta una proteina de aproximadamente 70 kDa que corresponde a una proteina de fusion AKBP2-
V5-His 6 consistente en 618 aminodcidos que contiene el marcaje del lado C-terminal consistente en 45 aminoacidos
con dependencia de la transferencia génica del vector de expresion pcDNA-AKBP2. En base a esto, se revel6 que se
expresa ciertamente la regién de longitud completa del gen AKBP2 de ratén antes mencionado clonado y que puede
formar una estructura estable como proteina en las células cultivadas.

Ejemplo 3

Medicion del nivel de expresion de AKBP2 en ratones normales, ratones normales alimentados con una dieta rica en
grasas y ratones del modelo de diabetes mellitus

En base a la informacion antes mencionada, se vio que la proteina AKBP2 de ratén de la presente invencién se une
a Akt2 y se expresa en los tejidos que responden a la insulina, incluyendo tanto el adiposo como el muscular. Dado que
la proteina Akt2 es un factor que actda sobre la primera ruta de sefial de la insulina, se consideré que la accién de la
AKBP2 de la presente invencidn se relaciona con la resistencia a la insulina. En consecuencia, se realizé la medicién
del nivel de expresién del ARN mensajero (ARNm) del gen AKBP2 en misculo y grasa usando ratones modelo de
diabetes mellitus de tipo 2 KKAY/Ta (Iwatsuka y col., Endocrinol. Japon.: 17, 23-35, 1970, Taketomi y col., Horm.
Metab. Res., 7, 242-246, 1975) y ratones C57BL/6J sanos alimentados con una dieta normal o con una dieta rica en
grasas.

En cuanto al nivel de expresion génica, se midi6 el nivel de expresion del gen AKBP2 de ratén de la presente
invencién y se corrigié con el nivel de expresion medido simultdneamente del gen de la gliceraldehido 3-fosfato
deshidrogenasa (G3PDH). Como sistema de medicidn, se usaron el Sistema de Deteccién de Secuencia PRISM™
7700 y la Mezcla Maestra de PCR SYBR Green (Applied Biosystems). En este sistema de medicion, se determina la
cantidad expresada del gen de interés detectando y monitorizando el nivel de fluorescencia del pigmento SYBR Green
I incorporado por el ADN de doble hebra amplificado por PCR en modo de tiempo real.

De forma ilustrativa, se realiz6 la medicion mediante los procedimientos siguientes.
(1) Preparacion del ARN total

Se utilizaron ratones C57BL/6J machos de 14 semanas de edad alimentados con una dieta habitual o con una dieta
rica en grasas y ratones C57BL/6J machos y ratones KKAY/Ta de 15 semanas de edad (todos ellos de CLEA Japan).
Se llevé a cabo la alimentacién con la dieta rica en grasas durante 9 semanas desde las 5 semanas de edad hasta las
14 semanas de edad. La composicién de la dieta rica en grasas es la siguiente: caseina 29,8%, sacarosa 15,8%, mezcla
vitaminica 1,3%, mezcla mineral 8,8%, polvo de celulosa 5,0%, metionina 0,5%, aceite de cartamo 28,9%, agua 10%.
Por otra parte, se usé6 CE-2 (CLEA Japan) como alimentaciéon normal. Se extrajeron el musculo y la grasa de cada
uno de los ratones antes mencionados y se prepar6 el ARN total usando un reactivo para extracciéon de ARN (Isogen;
Nippon Gene) y segun sus instrucciones. Se traté entonces cada ARN total asi preparado usando desoxirribonucleasa
(Nippon Gene), se sometié a tratamiento con fenol/cloroformo y precipitacion con etanol, se disolvié en agua estéril
y se guardé a -20°C.

(2) Sintesis de ADNc de una sola hebra

Se realizd la transcripcion inversa del ARN total para obtener ADNc de una sola hebra en un sistema de 20 ul
usando 1 ug de ARN (grasa), 1 g de ARN (musculo de un ratén de 14 semanas de edad) o 0,25 ug de ARN (musculo
de un ratén de 15 semanas de edad) preparados en (1) y utilizando un kit para la reaccién de transcripcion inversa
(Advantage™ RT-for-PCR Kit; Clontech). Después de la transcripcion inversa, se mezcld esto con 180 ul de agua
estéril y se guard6 a -20°C.

(3) Preparacion de cebadores de PCR
Se disefiaron cuatro oligonucleétidos (SEC. ID. N° 14 a SEC. ID. N° 17) como cebadores de PCR, descritos en el

siguiente punto (4). Se usaron como una combinacién de la SEC. ID. N° 14 con la SEC. ID. N° 15 para el gen AKBP2
de ratén y una combinacién de la SEC. ID. N° 16 con la SEC. ID. N° 17 para el gen G3PDH.
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(4) Medicion de la cantidad de expresion génica

Se realizé la medicion en tiempo real de la amplificacién por PCR por medio del Sistema de Deteccién de Secuen-
cia PRISM™ 7700 en un sistema de 25 ul segiin las instrucciones. En cada sistema, se usaron 5 ul de ADNc de una
sola hebra, 12,5 ul de reactivo SYBR Green 2x y 7,5 pmol de cada cebador. En este caso, se usé el ADNc de una
sola hebra conservado en (2) diluyendo 30 veces en cuanto a la G3PDH o diluyendo 10 veces en cuanto a la AKBP2
de ratén. En lugar del ADNCc de una sola hebra, se diluyeron apropiadamente 0,1 g/ul de un ADN gendmico de ratén
(Clontech) y se us6 una porcién de 5 ul del mismo para la preparaciéon de una curva de calibracién. Se llevo a cabo
una PCR calentando a 50°C durante 10 minutos, calentando a continuacién a 95°C durante 10 minutos y repitiendo
luego 45 ciclos de un proceso consistente en 2 etapas de 95°C durante 15 segundos y 60°C durante 60 segundos.

Se corrigi6 la cantidad expresada del gen AKBP2 de ratén en cada muestra mediante la cantidad expresada del gen
G3PDH en base a la férmula siguiente.

[Cantidad corregida de expresion de AKBP2] = [cantidad expresada de AKBP2 (datos brutos)]/
[cantidad expresada de G3PDH (datos brutos)]

La Fig. 2 muestra las cantidades relativas, donde se defini6 la cantidad expresada en ratones C57BL/6J con alimen-
tacion habitual como 1 al comparar las cantidades expresadas en grasa, y la cantidad expresada en C57BL/6J también
como 1 al comparar las cantidades expresadas en tejido muscular.

Tal como se muestra en la Fig. 2, se confirmé que la expresion del gen AKBP2 de ratén de la presente invencion
estd marcadamente aumentada en la grasa y en el musculo en el momento de la alimentacién con la dieta rica en
grasas, o en la grasa y en el misculo del ratén del modelo de diabetes mellitus. En consecuencia, se considera que la
AKBP?2 de ratén de la presente invencion induce resistencia a la insulina por aceleracion de la cantidad de expresién
en grasa y musculo. En base a lo anterior, se puede concluir que la implicacién de la AKBP2 de ratén de la presente
invencidn en la resistencia a la insulina es grande.

Ademads, los resultados de este Ejemplo revelaron que el diagndstico del estado mérbido de la diabetes mellitus
puede ser realizado midiendo la cantidad de expresion de la AKBP2 de ratén.

Ejemplo 4
Clonacion del gen AKBP2 humano y su andlisis de distribucion de la expresion en diversos tejidos

Se intent6 amplificar el ADNc de longitud completa del gen ortélogo AKBP2 humano por el mismo método de
PCR mostrado en el anterior Ejemplo 1(5), utilizando una libreria de ADNc derivada de grasa humana (Clontech)
como plantilla y un par de cebadores representados por la SEC. ID. N° 18 y la SEC. ID. N° 19. Cuando se determind
la secuencia nucleotidica de un fragmento de ADN de aproximadamente 1,8 kpb obtenido como resultado segin el
mismo método que el mostrado en el Ejemplo 1, se confirmé que contiene el ADNc de longitud completa del gen
representado por la SEC. ID. N° 3. Dicho ADNc génico es un nuevo gen que codifica el polipéptido representado por
la SEC. ID. N° 4. Dicho gen es un gen ortélogo humano de AKBP2, en donde hay una homologia del 76,8% con
respecto al gen AKBP2 de ratén representado por la SEC. ID. N° 1, y el polipéptido codificado tiene una homologia
del 71,3% con respecto a la proteina AKBP2 de ratén representada por la SEC. ID. N° 2, respectivamente.

Por consiguiente, se intent6 a continuacién amplificar un fragmento de ADNc de aproximadamente 800 bases del
lado 3’ del gen AKBP2 humano a partir de muestras de ADNc derivadas de diversos tejidos humanos por PCR usando
el cebador representado por la SEC. ID. N° 20 recién disefiada en base a la secuencia de dicho gen AKBP2 humano y
el cebador antes mencionado representado por la SEC. ID. N° 19, y se examin la presencia o ausencia de la expresion
de AKBP2 en los respectivos tejidos. Se llevé a cabo una PCR mediante ADN polimerasa (ADN polimerasa Pyrobest;
Takara shuzo) usando 2 ug de cada una de las diversas librerias de ADNc de tejidos humanos (Clontech) como plantilla
y, después de calentar a 98°C (1 minuto), repitiendo 35 ciclos, consistente cada uno en 98°C (5 segundos), 55°C (30
segundos) y 72°C (5 minutos). Cuando se separaron los productos de PCR asi obtenidos por electroforesis en gel de
agarosa, se amplific6 un fragmento de ADN deseado de aproximadamente 800 pares de bases que se consideraba
contenia una secuencia parcial del lado del extremo 3’ del gen AKBP2 humano a partir de cada una de las librerias
de ADNCc derivadas de misculo esquelético, de higado y de grasa. Cuando se separaron estos fragmentos de ADN de
los respectivos geles de agarosa y se determinaron respectivamente las secuencias nucleotidicas de dichos fragmentos
de ADN segtin el método descrito en el anterior Ejemplo 1(4) usando el cebador representado por la SEC. ID. N° 20,
se confirmé que son la secuencia parcial del lado del extremo 3’ del gen AKBP2 humano representado por la SEC.
ID. N° 3. En base a esto, se revel6 que la expresion del gen AKBP2 humano est4 especificamente controlada en grasa,
musculo, higado y érganos limitados similares que responden a la sefial de la insulina.

Como resultado de este Ejemplo, como la AKBP2 humana mostraba una alta homologia con la AKBP2 de ratén y
se observo su expresion en tejidos que responden a la insulina, se confirmé que tiene las mismas funciones que las de
su contrapartida murina y que, por lo tanto, es util para el diagndstico de la diabetes mellitus y el cribado de un agente
mejorador de la diabetes mellitus.
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Ejemplo 5
Preparacion de células cultivadas que expresan la proteina AKBP2 humana

Se subcloné el ADNc de longitud completa del gen AKBP2 antes mencionado obtenido en el Ejemplo 4 mediante
el mismo método que el mostrado en el Ejemplo 1(6) antes mencionado. A continuacién, se confirmé que el ADNc
AKBP2 humano de 1.782 pares de bases representado por la SEC. ID. N° 3 codificante de la proteina AKBP2 humana
neta estaba insertado en el vector de expresion pcDNA3.1/V5-His-TOPO antes mencionado, como ADN del que se
eliminé el codon de parada del lado 3’ de la secuencia de ADN. Se hace aqui referencia en adelante a este plasmido
de expresion como pcDNA-AKBP2 humana. Introduciendo 5,1 ug por pocillo de este plasmido de expresién pcD-
NA-AKBP2 humana mediante el mismo método que en el Ejemplo 2(1), se detectd la expresion de proteina AKBP2
humana segtn el método del Ejemplo 2(2). Como resultado, se confirmé que se detectaba una proteina de aproxima-
damente 70 kDa que corresponde a una proteina de fusion AKBP2 humana-V5-His 6 consistente en 638 aminodcidos
que contiene el marcaje del lado C-terminal consistente en 45 aminoécidos con dependencia de la transferencia génica
del vector de expresion pcDNA-AKBP2 humana, de tal forma que se revel6 que la regién de longitud completa del
gen AKBP2 humano clonado antes mencionado se expresa ciertamente en las células cultivadas y puede formar una
estructura estable como proteina.

Ejemplo 6
Inspeccion de la interaccion entre la AKBP2 humana y Akt2
(1) Preparacion de un pldsmido de expresion de Akt2 con fusion a GST

Con objeto de insertar ADNc Akt2 humano en un vector de expresion de fusiéon GST pGEX-3X (Amersham
Bioscience), se digiri6 el ADNc Akt2 humano obtenido en el Ejemplo 1(1) con las enzimas de restriccion HindIll
y EcoRl y el vector pPGEX-3X con las enzimas de restriccion BamHI y EcoRlI, respectivamente, convirtiéndolos as{
en cadenas lineales. Ademads, para utilizar los fragmentos representados por la SEC. ID. N° 21 y la SEC. ID. N°
22 como fragmentos para su ligacién, se trataron por separado a 60°C durante 30 minutos como pretratamiento y se
mezclaron luego y se dejaron reposar a temperatura ambiente durante 2 horas. Se mezcl6 una mezcla de este fragmento
de ADNc Akt2 humano tratado, del vector pGEX-3X y del fragmento para ligacién con una solucién de ADN ligasa
(kit de ligacién de ADN II; Takara Shuzo) y se traté a 16°C durante 3 horas, preparando asi un pldsmido en el que
el ADNc Akt2 estaba insertado en el sitio de multiclonacién de pGEX-3X (al que se hard aqui referencia en adelante
como pGEX-Akt2). Realizando la determinacion de la secuencia nucleotidica mediante el uso del oligonucleétido
representado por la SEC. ID. N° 23 como cebador y mediante el uso de un kit de secuenciacién (Applied Biosystems)
y de un secuenciador (secuenciador de ADN ABI 3700, Applied Biosystems), se seleccionaron aquéllas en las que
la region codificante del ADNc Akt2 y el marco de traduccion del marcaje GST del vector pGEX estaban insertados
unidos.

(2) Purificacion de la proteina Akt2 con fusion a GST

Usando el plasmido pGEX-Akt2 obtenido en el punto (1) antes mencionado, se transformé Escherichia coli BL21
por el método del choque térmico y se cultivé durante la noche en un agitador usando 2,4 ml de un medio de cultivo,
se inocul6 la totalidad de su volumen en 400 ml de un medio de cultivo y se cultivd a 37°C durante 3 horas en
un agitador, y se afiadié luego IPTG (SIGMA) a una concentracién final de 2,5 mM y se continué el cultivo con
agitacién durante 3 horas para inducir la expresion de la proteina Akt2 con fusién a GST (a la que se hard aqui
referencia en adelante como GST-Akt2). Mediante recuperacion de las células, se purific6 GST-Akt2 sobre perlas de
glutatién sefarosa (Glutathione Sepharose 4B; Amersham Pharmacia) segtin un método convencionalmente conocido
(H. Matsushime y col., Jikken Kogaku (Experimental Engineering), Vol. 113, N° 6, p. 528, 1994). Como control, se
indujo la expresion de una proteina del resto GST solo (a la que se hard aqui referencia en adelante como proteina GST)
y se purificé a partir de Escherichia coli BL21 transformada con pGEX-3X, del mismo modo que antes. Realizando una
separacion por electroforesis en SDS gel de poliacrilamida y una tincién con Azul Brillante Coomassie segtin métodos
convencionalmente conocidos, se confirmé que se habian purificado las proteinas que tenian los pesos moleculares
esperados (GST-Akt2: 79 kDa, proteina GST: 26 kDa).

(3) Verificacion de la union bioquimica de la proteina Akt2 a la proteina AKBP2 humana

Usando la proteina Akt2 con fusién a GST (a la que se hard aqui referencia en adelante como GST-Akt2) preparada
en el punto (2) antes mencionado, se verificé la presencia o ausencia de una interaccién directa entre la proteina
AKBP2 humana y la proteina Akt2 por el método de captura de GST (H. Matsushime y col., Jikken Kogaku, Vol. 113,
N° 6, p. 528, 1994). Primeramente, usando 0,5 ug del pcDNA-AKBP2 humana preparado en el anterior Ejemplo 5
como plantilla y usando 40 ul de un kit TNT (TNT® Quick Coupled Transcription/Translation System; Promega) y
1,3 MBq de un radioisétopo (redivue Pro-mix L-[**S]; Amersham), se preparé proteina AKBP2 humana marcada con
radioisétopo por transcripcion y traduccion in vitro segiin los protocolos adjuntos. Se mezclé una porcién de 15 ul
de esta solucién de preparacion de proteina AKBP2 humana con 1 ug de la proteina GST o de GST-Akt2 purificada
sobre perlas de glutatién en el punto (2) antes mencionado y se agit6 a 4°C durante 1 hora después de afiadir 0,3 ml de
Tampo6n A (Tris-HC1 50 mM (pH 7,5), 10% de glicerol, NaCl 120 mM, EDTA 1 mM, EGTA 0,1 mM, PMSF 0,5 mM
y 0,5% de NP-40). A continuacién, se coprecipité la proteina que se une a la proteina GST o a GST-Akt2 sobre perlas
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por centrifugacién. Se suspendi6 ésta en 0,5 ml de una solucién tampén en la que se cambi6 la concentracién de NaCl
del Tampdén A antes mencionado a 100 mM y se coprecipité de nuevo por centrifugacién. Después de repetir esta
operacion 4 veces, se separaron las proteinas del precipitado por electroforesis en SDS gel de poliacrilamida segin un
método convencionalmente conocido y se detectd la protefna AKBP2 humana por autorradiograffa. Como resultado,
se detect6 una banda que no se detecta cuando se mezcla la proteina GST cuando se mezclé GST-Akt2. En base a esto,
se revel que la AKBP2 humana como uno de los polipéptidos de la presente invencion interacciona con la proteina
Akt2 de forma similar al caso de la AKBP2 de ratén de la presente invencién, demostrando asi que estas moléculas
de AKBP2 humanas y murinas son contrapartidas que desempefian la misma funcién en ambas especies animales. En
consecuencia, se vio que la AKBP2 humana de la presente invencién estd implicada en la induccién de resistencia a
la insulina a través de su interaccién con la proteina Akt2 de forma similar al caso de la AKBP2 murina de la presente
invencion.

Ejemplo 7
Influencia de la sobreexpresion de la AKBP2 murina en células grasas NIH3T3 L1 sobre la actividad kinasa de Akt2

Por los resultados de los andlisis antes mencionados de dos hibridos de levadura y de unién bioquimica, se vio
que Akt2 y AKBP2 interaccionan entre si. Por consiguiente, se examiné la influencia de AKBP2 sobre la actividad
enzimdtica (kinasa) de Akt2 por un ensayo de kinasa in vitro usando células NIH3T3 L1 cultivadas.

(1) Preparacion del substrato GST-crosstide para el ensayo de kinasa in vitro

Se mezclaron las moléculas de oligo-ADN sintéticas representadas por la SEC. ID. N° 24 y la SEC. ID. N° 25
codificantes de la regién de fosforilaciéon de GSK38, que es un substrato fisiolégico de Akt2, y se integraron en el
sitio EcoRI Xhol del vector pGEX-6P-1. Se us6 esto como GST-crosstide. Utilizando el plasmido GST-crosstide, se
transformd Escherichia coli BL21 por el método del choque térmico y se cultivé durante la noche en un agitador
usando 2,4 ml de un medio de cultivo, se inoculé la totalidad de su volumen en 400 ml de un medio de cultivo y se
cultivé a 37°C durante 3 horas en un agitador, y luego se afiadié IPTG (SIGMA) a una concentracién final de 2,5 mM
y se continud el cultivo con agitacién durante 3 horas para inducir la expresién de una proteina de fusién GST (a la que
se hard aquf referencia en adelante como GST-crosstide). Recuperando las células, se purific6 GST-crosstide sobre
perlas de glutatién sefarosa (Glutathione Sepharose 4B; Amersham Pharmacia) segin un método convencionalmente
conocido (H. Matsushime y col., Jikken Kogaku (Experimental Engineering), Vol. 113, N° 6, p. 528, 1994). Realizando
una separacion de estas proteinas por electroforesis en SDS gel de poliacrilamida y su tincién con Azul Brillante
Coomassie segtin métodos convencionalmente conocidos, se confirmé que se habia purificado la GST-crosstide.

(2) Preparacion de un virus con alta expresion de AKBP?2 utilizando un vector de adenovirus

Se cort6 un fragmento génico codificante la AKBP2 de ratén del vector pcDNA-AKBP2 usando las enzimas de
restriccion BamHI y Sacll y se insertd en el sitio de multiclonacién (para Bg/Il y Notl) de un vector de adenovirus
pAdTrack-CMV (obtenido de Johns Hopkins Cancer Center) usando los oligos de enlace de la SEC. ID. N° 26 y la
SEC. ID. N° 27, que forman fragmentos de digestion Sacll y Notl, obteniendo asi un vector AKBP2/pAdTrack-CMV.

A continuacién, se preparé una solucién de adenovirus con un alto titulo capaz de expresar AKBP2 segtin un
protocolo convencionalmente conocido [“A Practical Guide for using the AdEasy System” (HYPERLINK
“http://www.coloncancer.org/adeasy.htm” “http://www.coloncancer.org/adeasy/protocol2.htm”)]. Se preparé el ade-
novirus de control a partir de pAdTrack-CMV.

En este sentido, en cuanto a la cantidad de virus, se midi6 la absorbancia a 260 nm (A260) y se convirtié mediante
la férmula siguiente.

1 A260 = 1,1 x 10" particulas viricas = 3,3 x 10'! ufp/ml [Férmula]

(3) Sobreexpresion de la AKBP2 en células grasas NIH3T3 LI e inmunoprecipitacion de Akt2

Se suspendieron células NIH3T3 L1 en medio de Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) que contenia un 10% de
suero de ternera fetal (FCS) y se inocularon en porciones de 8x10° células/pocillo en una placa de 6 pocillos revestida
de coldgeno (Asahi Techno Glass). Al dia siguiente, se reemplazé el medio con DMEM (10% de FCS) suplementado
ademads con 10 pg/ml de insulina, 250 nM de dexametasona y 0,5 mM de 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX) para
inducir la diferenciacién de las células 3T3-L1. Dos dias después, el medio volvié a ser 0,4 ml de DMEM (10% de
FCS). A los cuatro dias, se afiadié un adenovirus que expresa AKBP2 al medio a una concentracién de 8x10'° ufp por
pocillo. Como control, se us6 un adenovirus que expresa GFP sola.

Después de 36 horas de la infeccion por el adenovirus, se cultivaron las células durante 16 horas usando medio
DMEM libre de suero, se estimularon con 100 nM de insulina durante un periodo predeterminado de tiempo (0, 30 6
60 minutos) y se disolvieron luego inmediatamente en 500 ul de una solucién de lisis celular (Tris-HC1 50 mM, pH
7,5, EDTA 1 mM, EGTA 5 mM, Na;VO, 0,5 mM, 0,1% de 2-mercaptoetanol, NaF 50 mM, pirosfosfato de sodio 5
mM, g-glicerofosfato 10 mM, 1% de Tritén X-100 y PMSF 0,1 mM). Después de centrifugar a 15.000 rpm durante
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20 minutos, se mezclé el sobrenadante con un anticuerpo anti-Akt2 (Upstate) y Proteina G-Sefarosa (Amersham) para
efectuar la inmunoprecipitacién. Se lavé el inmunoprecipitado dos veces con la solucién de lisis celular, dos veces
con una solucién de lavado (Tris-HCI 50 mM, pH 7,5, 0,03% de Brij 35 y 0,1% de 2-mercaptoetanol) y luego dos
veces con una solucién de reaccién (MOPS 20 mM, pH 7,2, MgCl, 10 mM, g-glicerofosfato 25 mM, EDTA 5 mM y
DTT 1 mM) y se someti6 a la reaccién de kinasa.

(4) Ensayo de kinasa in vitro

Se suspendi6 el anterior inmunoprecipitado en 20 ul de la solucién de reaccion. Se le afiadi6 la solucién de reac-
cién suplementada ademds con 15 uM de ATP, 10 uCi de [y*P]-ATP y 3 ug de GST-crosstide y se calent6 a 30°C
durante 20 minutos. Se detuvo la reaccién anadiendo 10 ul de tampdén de muestra SDS 4x. Después de separar por
electroforesis en SDS gel de poliacrilamida, se determind la radiactividad incorporada en GST-crosstide analizando-
la mediante un Analizador de Bioimagen BAS 2000 (Fuji Photo Film). Como se muestra en la Fig. 3, la actividad
kinasa de Akt2 en las células NIH3T3 L1 se redujo por sobreexpresiéon con AKBP2 a 0,82 veces en comparacién
con el control (GFP) en un estado no estimulado con insulina. Del mismo modo, cuando se observé el aumento de
actividad de Akt2 por estimulacién con 100 nM de insulina, las células infectadas con GFP mostraron un aumento
de 1,39 veces (30 minutos) y 1,5 veces (60 minutos) en la actividad enzimdtica en comparacién con el estado no
estimulado, mientras que las células infectadas con el virus AKBP2 mostraron sélo 1,30 veces (30 minutos) y 1,22
veces (60 minutos) del aumento dependiente de la estimulacion en la actividad. Ademads, como la fosforilacién de la
473% serina es importante para la activacién de Akt2, se analizé la Akt2 antes mencionada inmunoprecipitada tras la
estimulacién con insulina por transferencia Western usando un anticuerpo anti-serina 473 fosforilada (New England
Biolab), para encontrar que el estado fosforilado en el momento de no estimulacién se redujo en las células infectadas
con el virus AKBP2 en comparacion con las células infectadas con virus control. Ademads, se vio una aceleracién de la
fosforilacién dependiente de la estimulacién hacia los 30 minutos de la estimulacién con insulina tanto en las células
infectadas con el virus AKBP2 como en las células infectadas con virus control, pero el grado de aceleracion de la
fosforilacion se debilitd en las células infectadas con el virus AKBP2 en comparacién con las células infectadas con
virus control, de tal forma que se respaldaron los resultados del ensayo de kinasa in vitro. En base a los resultados
anteriores, se considera que la AKBP2 de ratén de la presente invencién interacciona con Akt2 e induce resistencia a
la insulina reduciendo el aumento de la actividad enzimaética insulino-dependiente, ademds de la actividad enzimatica
insulino-independiente.

Aplicabilidad industrial

Los polipéptidos y polinucleétidos de la presente invencidn que tienen la propiedad de unirse a Akt2, reducen la
actividad kinasa de Akt2 y aumentan el nivel de expresion en el estado moérbido de la diabetes mellitus son ttiles para
el diagndstico de la diabetes mellitus. Ademads, los polipéptidos, polinucleétidos, vectores de expresion y células de la
presente invencion son ttiles para el cribado de una substancia que inhibe la unién de los polipéptidos de la presente
invencién a Akt2 (a saber, una substancia que refuerza la funcién de Akt2). La substancia seleccionada por dicho
cribado es 1itil como substancia candidata a agente mejorador de la resistencia a la insulina y a agente mejorador de la
diabetes mellitus.

Texto libre de lista de secuencias

Se describe una explicacién de “Secuencia artificial” en la entrada numérica <223> de la siguiente Lista de se-
cuencias. De forma ilustrativa, cada una de las secuencias nucleotidicas representadas por las SEC. ID. N°5a 8y
10 a 27 en la Lista de secuencias es una secuencia de cebador artificialmente sintetizada. La secuencia nucleotidica
representada por la secuencia SEC. ID. N° 9 es una secuencia consistente en las bases que van de la posicién 5.183*
(5’) ala5.162% (3’) de un vector de clonacién pACT2 (GenBank U29899).

En lo que antecede, la invencion ha sido descrita en base a las realizaciones especificadas, pero se incluyen en el
alcance de la invencién cambios y modificaciones que resulten obvios para los expertos en la técnica.
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REIVINDICACIONES
1. Un polipéptido consistente en la secuencia de aminodcidos representada por la SEC. ID. N° 2 o la SEC. ID. N°
4, o una secuencia de aminodcidos en la que se han suprimido, substituido y/o insertado de 1 a 10 aminodcidos en la
secuencia de aminodcidos representada por la SEC. ID. N° 2 o la SEC. ID. N° 4, y que se une a Akt2.

2. Un polipéptido consistente en la secuencia de aminodcidos representada por la SEC. ID. N° 2 o la SEC. ID. N°

3. Un polinucleétido codificante del polipéptido descrito en la reivindicacién 1 o en la reivindicacion 2.

4. Un vector de expresion que incluye el polinucleétido descrito en la reivindicacion 3.

5. Una célula transformada con el vector de expresion descrito en la reivindicacion 4.

6. Un método de cribado de una substancia que inhibe la unién de un polipéptido descrito en la reivindicacién 1 o
en la reivindicacion 2 o un polipéptido consistente en una secuencia de aminodcidos que tiene una homologia del 90%
0 mds con respecto a la secuencia de aminodcidos representada por la SEC. ID. N° 2 o la SEC. ID. N° 4 y que se une

a Akt2 con Akt2, que consiste en

dejar que (1) el polipéptido antes mencionado o una célula que expresa el polipéptido antes mencionado contacte
con (2) una substancia de ensayo,

medir la unién de dicho polipéptido a Akt2 y
seleccionar una substancia que inhiba la unién antes mencionada.

7. El método de cribado descrito en la reivindicacién 6, donde la substancia inhibidora de la unién es un agente
mejorador de la resistencia a la insulina y/o un agente mejorador del metabolismo de carbohidratos.

8. El método de cribado descrito en la reivindicacién 6 o en la reivindicacién 7, donde la etapa de medicién de
la unién de (1) el polipéptido descrito en la reivindicacién 1 o en la reivindicacién 2 o un polipéptido consistente en
una secuencia de aminodcidos que tiene una homologia del 90% o mds con respecto a la secuencia de aminodcidos
representada por la SEC. ID. N°2 o la SEC. ID. N° 4 y que se une a Akt2 con (2) Akt2 es una etapa de medicién del
cambio en Akt2 en base al cambio en la unién antes mencionada.
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> Yamanouchi Pharmaceutical Co., Ltd
<120> Proteina de interaccion con Akt2
<130> Y0363-PCT

<150> JP2002-354155

<151> 05-12-2002

<150> JP2003-206952

<151> 08-08-2003

<160> 27

<170> PatentIn version 3,1

<210>1

<211> 1722

<212> ADN

<213> Mus sp.

<220>

<221> CDS

<222> (1)..(1719)

<223> Inventor: Endo, Yuki; Endoh, Hideki; Ueda, Yoshitaka; Kato, Miyuki; Inabe, Kazunori

<400> 1
atg gca gct gtg ccg cce ctg cgg gac cge ttg age ttc ttg cat agg 48
Met Ala Ala Val Pro Pro Leu Arg Asp Arg Leu Ser Phe Leu His Arg
1 5 10 15

ctc cce ate ctg ttg aag ggg acc tca gat gat age atc cca tgt cca 96
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Leu Pro Ile Leu Leu Lys Gly Thr Ser Asp Asp Ser lle Pro Cys Pro
20 25 30

ggce tac ctg ttt gaa gag atc gcc aag att tce cac gag teca cta gge 144
Gly Tyr Leu Phe Glu Glu Ile Ala Lys Ile Ser His Glu Ser Leu Gly
35 40 45

agc age cag tgc ctg ctg gag tac ctc ctg aac cgt ctg gac agc agc 192
Ser Ser GIn Cys Leu Len Glu Tyr Leu Leu Asn Arg Leu Asp Ser Ser
50 55 60

tce gge cac gtg aag ctc aag gtg cta aag atc tig ctt tac ctg tgt 240
Ser Gly His Val Lys Leu Lys Val Leu Lys Ile Leu Leu Tyr Leu Cys
65 70 75 80

ggt cat ggc tct tee tee tte cte cte atc cte agg aga aac tet get 288
Gly His Gly Ser Ser Ser Phe Leu Leu Ile Leu Arg Arg Asn Ser Ala
85 90 95

ctc atc caa gaa gec acg get tic tca ggg cct cca gat cct cit cac 336
Leu lle Gln Glu Ala Thr Ala Phe Ser Gly Pro Pro Asp Pro Leu His
100 105 110

gga aat age tig tac cag aag gtg cgg geg gt gee cag gac ctg gpt 384
Gly Asn Ser Leu Tyr Gln Lys Val Arg Ala Ala Ala Gln Asp Leu Gly
115 120 125

agc acc ctg ttc tca gat gee gtg cca cag cct cca teg cag cca cct 432
Ser Thr Leu Phe Ser Asp Ala Val Pro Gin Pro Pro Ser Gin Pro Pro
130 135 140

cag atc ccg cct cce gea gge atg gge gee cag gee aga cct ctt agt 480
Gln lle Pro Pro Pro Ala Gly Met Gly Ala Gin Ala Arg Pro Leu Ser
145 150 155 160

gcc ctg caa ggce tic ggc tac acg aag gag age age cgg aca ggc tce 528
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Ala Leu GIn Gly Phe Gly Tyr Thr Lys Glu Ser Ser Arg Thr Gly Ser
165 170 175

gca ggt paa acc ttc ctc tce ace atc cag agg gec gea gag gta gtg 576
Ala Gly Glu Thr Phe Leu Ser Thr [le Gln Arg Ala Ala Glu Val Val
180 185 190

got aat get gtg cgt cct gga cet gat aat cct tgt acc aag gga ccc 624
Ala Asn Ala Val Arg Pro Gly Pro Asp Asn Pro Cys Thr Lys Gly Pro
195 200 205

ttg ccg tat ggt gat tcc tac cag cct gea gtg aca cct tca get age 672
Leu Pro Tyr Gly Asp Ser Tyr Gln Pro Ala Val Thr Pro Ser Ala Ser
210 215 220

cac aca cat ccc aac cct ggg aat cta ctc cct ggg gec atc ctg ggg 720
His Thr His Pro Asn Pro Gly Asn Leu Leu Pro Gly Ala Ile Leu Gly
225 230 235 240

gec aga get gtg aga cac cag ccc ggg cag get ggg ggc ggc tgg gat 768
Ala Arg Ala Val Arg His Gin Pro Gly Gln Ala Gly Gly Gly Trp Asp

245 250 255
gag ctg gac agc agt cct agt tce cag aat tcc tee tge ace age aac 816
Glu Leu Asp Ser Ser Pro Ser Ser GIn Asn Ser Ser Cys Thr Ser Asn
260 265 270

ctg age agg gec teg gac teg gge agt cgg tet gge agt gac age cac 864
Leu Ser Arg Ala Ser Asp Ser Gly Ser Arg Ser Gly Ser Asp Ser His
275 280 285

tcl gge acc age cgg gag cca ggc gac ctg gea gaa agg got gag gec 912
Ser Gly Thr Ser Arg Glu Pro Gly Asp Leu Ala Glu Arg Ala Glu Ala
290 295 300

acg ccc cca aat gac tge cag caa gaa ctg aat cta gtg agg act gtg 960
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Thr Pro Pro Asn Asp Cys Gln Gin Glu Leu Asn Leu Val Arg Thr Val
305 310 315 320

aca cag ggg cca cgt gte ttc ctg age cgt gag gag acg cag cac ttc 1008
Thr Gln Gly Pro Arg Val Phe Leu Ser Arg Glu Glu Thr GIn His Phe
325 330 335

atc aaa gag tgt ggc ctg ctc aac tgt gag gea gtg ctg gag ctg ctc 1056
Ile Lys Glu Cys Gly Leu Leu Asn Cys Glu Ala Val Leu Glu Leu Leu
340 345 350

ctg cge cag ctg gtc ggg acc agt gag tgc gag cag atg agg geg ctg 1104
Leu Arg Gin Leu Val Gly Thr Ser Glu Cys Glu Gln Met Arg Ala Leu
355 360 365

tgt gce atc geg tee ttt ggg agt get gac cte ctg cet cag gag cac 1152
Cys Ala Ile Ala Ser Phe Gly Ser Ala Asp Leu Leu Pro Gln Glu His
370 375 380

gtc cte cic clg tge cga cag cag ctg cag gaa cit gge geg gge age 1200
Val Leu Leu Leu Cys Arg Gin Gin Leu Gln Glu Leu Gly Ala Gly Ser
385 390 395 400

cct gga cct gtg acc aac aaa gec ace aag atc ctg aga cat ttt gaa 1248
Pro Gly Pro Val Thr Asn Lys Ala Thr Lys Ile Leu Arg His Phe Glu
405 410 415

gcc tee tgt gga caa cag cte cct ace cta agg cte tgt gee cag cce 1296
Ala Ser Cys Gly Gin GIn Leu Pro Thr Leu Arg Leu Cys Ala Gln Pro
420 425 430

aac tct gea get goe cct gtg gge cca get gac ctg ctg ace age ccce 1344
Asn Ser Ala Ala Ala Pro Val Gly Pro Ala Asp Leu Leu Thr Ser Pro
435 440 445

gtg cct gee cet ggg age cag gic tge cte cag cct cte agc tec gee 1392
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Val Pro Ala Pro Gly Ser Gln Val Cys Leu Gin Pro Leu Ser Ser Ala
450 455 460

aca gtg gta ccc agg agt cct gtg ctc ttt cca tee ccc aat ace tta 1440
Thr Val Val Pro Arg Ser Pro Val Leu Phe Pro Ser Pro Asn Thr Leu
465 470 475 480

cct ceg tet get ctg gag gag ccc age gag gtc cga acc caa ttg gtg 1488
Pro Pro Ser Ala Leu Glu Glu Pro Ser Glu Val Arg Thr Gln Leu Val
485 490 495

tgt tct agt gaa cag ggg aca gaa tct gag cag agg ctg gag aac aca 1536
Cys Ser Ser Glu Gln Gly Thr Glu Ser Glu Gin Arg Leu Glu Asn Thr
500 505 510

gac acc cca gag gat agc tcc agt ccg ctc ccg tgg agt ccc aac tet 1584
Asp Thr Pro Glu Asp Ser Ser Ser Pro Leu Pro Trp Ser Pro Asn Ser
515 520 525

ttg ttt gt gge atg gag ctg gtg get tge cce cge ctg cct tge cac 1632
Leu Phe Ala Gly Met Glu Leu Val Ala Cys Pro Arg Leu Pro Cys His
530 535 540

agc tcg cag gac ctc cag aca gat tta cag aag gtg acc aca gaa gct 1680
Ser Ser Gln Asp Leu Gin Thr Asp Leu Gin Lys Val Thr Thr Glu Ala

545 550 555 560
ccg gtt tca gag cca tca get ttt gea ttt tta aac atg tga 1722
Pro Val Ser Glu Pro Ser Ala Phe Ala Phe Leu Asn Met

565 570

<213> Mus sp.
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Met Ala Ala Val Pro Pro Leu Arg Asp Arg Leu Ser Phe Leu His Arg
1 5 10 15

Leu Pro Ile Leu Leu Lys Gly Thr Ser Asp Asp Ser Ile Pro Cys Pro
20 25 30

Gly Tyr Leu Phe Glu Glu Ile Ala Lys Ile Ser His Glu Ser Leu Gly
35 40 45

Ser Ser Gin Cys Leu Leu Glu Tyr Leu Leu Asn Arg Leu Asp Ser Ser
50 55 60

Ser Gly His Val Lys Leu Lys Val Leu Lys Ile Leu Leu Tyr Leu Cys
65 70 75 80

Gly His Gly Ser Ser Ser Phe Leu Leu Ile Leu Arg Arg Asn Ser Ala
85 90 95

Leu [le Gln Glu Ala Thr Ala Phe Ser Gly Pro Pro Asp Pro Leu His
100 105 110

Gly Asn Ser Leu Tyr GIn Lys Val Arg Ala Ala Ala Gin Asp Leu Gly
115 120 125

Ser Thr Leu Phe Ser Asp Ala Val Pro Gln Pro Pro Ser Gin Pro Pro
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130 135 140

Gin lle Pro Pro Pro Ala Gly Met Gly Ala Gin Ala Arg Pro Leu Ser
145 150 155 160

Ala Leu GIn Gly Phe Gly Tyr Thr Lys Glu Ser Ser Arg Thr Gly Ser
165 170 175

Ala Gly Glu Thr Phe Leu Ser Thr Ile Gin Arg Ala Ala Glu Val Val
180 185 190

Ala Asn Ala Val Arg Pro Gly Pro Asp Asn Pro Cys Thr Lys Gly Pro
195 200 205

Leu Pro Tyr Gly Asp Ser Tyr Gin Pro Ala Val Thr Pro Ser Ala Ser
210 215 220

His Thr His Pro Asn Pro Gly Asn Leu Leu Pro Gly Ala Ile Leu Gly
225 230 235 240

Ala Arg Ala Val Arg His Gln Pro Gly Gln Ala Gly Gly Gly Trp Asp
245 250 255

Glu Leu Asp Ser Ser Pro Ser Ser Gln Asn Ser Ser Cys Thr Ser Asn
260 265 270

Leu Ser Arg Ala Ser Asp Ser Gly Ser Arg Ser Gly Ser Asp Ser His
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275 280 285

Ser Gly Thr Ser Arg Glu Pro Gly Asp Leu Ala Glu Arg Ala Glu Ala
290 295 300

Thr Pro Pro Asn Asp Cys Gln Gln Glu Leu Asn Leu Val Arg Thr Val
305 310 315 320

Thr Gln Gly Pro Arg Val Phe Leu Ser Arg Glu Glu Thr Gln His Phe
325 330 335

Ile Lys Glu Cys Gly Leu Leu Asn Cys Glu Ala Val Leu Glu Leu Leu
340 345 350

Leu Arg GIn Leu Val Gly Thr Ser Glu Cys Glu Gln Met Arg Ala Leu
355 360 365

Cys Ala Ile Ala Ser Phe Gly Ser Ala Asp Leu Leu Pro GIn Glu His
370 375 380

Val Leu Leu Leu Cys Arg Gin Gin Leu Gin Glu Leu Gly Ala Gly Ser
385 390 395 400

Pro Gly Pro Val Thr Asn Lys Ala Thr Lys Ile Leu Arg His Phe Glu
405 410 415

Ala Ser Cys Gly GIn GIn Leu Pro Thr Leu Arg Leu Cys Ala Gin Pro
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<210>3
<211> 1782

ES 2324779 T3

420 425 430

Asn Ser Ala Ala Ala Pro Val Gly Pro Ala Asp Leu Leu Thr Ser Pro
435 440 445

Val Pro Ala Pro Gly Ser Gln Val Cys Leu Gln Pro Leu Ser Ser Ala
450 455 460

Thr Val Val Pro Arg Ser Pro Val Leu Phe Pro Ser Pro Asn Thr Leu
465 470 475 480

Pro Pro Ser Ala Leu Glu Glu Pro Ser Glu Val Arg Thr Gin Leu Val
485 490 495

Cys Ser Ser Glu GIn Gly Thr Glu Ser Glu GIn Arg Leu Glu Asn Thr
500 505 510

Asp Thr Pro Glu Asp Ser Ser Ser Pro Leu Pro Trp Ser Pro Asn Ser
515 520 525

L.eu Phe Ala Gly Met Glu Leu Val Ala Cys Pro Arg Leu Pro Cys His
530 535 540

Ser Ser Gln Asp Leu GIn Thr Asp Leu Gin Lys Val Thr Thr Glu Ala
545 550 555 560

Pro Val Ser Glu Pro Ser Ala Phe Ala Phe Leu Asn Met

565 570
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ES 2324779 T3

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<220>

<221> CDS
<222> (1)..(1782)

<223>

<400> 3

atg gct geec geg ccg ccg cta cgg gac cge ctg age ttt cta cac cgg 48
Met Ala Ala Ala Pro Pro Leu Arg Asp Arg Leu Ser Phe Leu His Arg
1 S 10 15

ctc ccg att ctc ctg aag ggg acg tcc gat gat gat gtc ccg tgt ccg 96
Leu Pro Ile Leu Leu Lys Gly Thr Ser Asp Asp Asp Val Pro Cys Pro
20 25 30

ggc tac ctg ttt gaa gag att gct aaa atc tcc cac gag tct ccg gge 144
Gly Tyr Leu Phe Glu Glu Ile Ala Lys Ile Ser His Glu Ser Pro Gly
35 40 45

agc agc cag tgc ctg ctg gag tac ctc ctg age cge ctg cac age age 192
Ser Ser Gln Cys Leu Leu Glu Tyr Leu Leu Ser Arg Leu His Ser Ser
50 55 60

tcc ggc cac ggg aag ctc aag gtg ctg aag atc ctg cic tat ctg tge 240
Ser Gly His Gly Lys Leu Lys Val Leu Lys lle Leu Leu Tyr Leu Cys
65 70 75 80

agc cac ggc tee tee tte tte ctg cte atc ctc aaa cge aac tct gec 288
Ser His Gly Ser Ser Phe Phe Leu Leu Ile Leu Lys Arg Asn Ser Ala
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ES 2324779 T3

85 90 95
ttc atc cag gaa gct gea get ttt gca ggg cce cca gat cct ctg cac 336
Phe Ile GIn Glu Ala Ala Ala Phe Ala Gly Pro Pro Asp Pro Leu His
100 105 110

£8g aac agc ttg tac cag aag gtt cgc geg gee geg cag gac tig gag 384
Gly Asn Ser Leu Tyr Gin Lys Val Arg Ala Ala Ala GIn Asp Leu Gly
115 120 125

agc acc ctg ttc tcg gac acc gtg ttg ccg ctg get ccc tee cag cet 432
Ser Thr Leu Phe Ser Asp Thr Val Leu Pro Leu Ala Pro Ser Gln Pro
130 135 140

ctg ggg acc ccg cet gee aca gge atg gec tee cag gee agg ceg cac 480
Leu Gly Thr Pro Pro Ala Thr Gly Met Gly Ser Gin Ala Arg Pro His
145 150 155 160

agc acc ctc cag ggt ttc ggc tac age aag gaa cac gge cge acg gge 528
Ser Thr Leu Gln Gly Phe Gly Tyr Ser Lys Glu His Gly Arg Thr Gly
165 170 175

tcg gea gge gaa gec tte cte tee acc atc cag aag gee gea gag gig 576
Ser Ala Gly Glu Ala Phe Leu Ser Thr Ile GIn Lys Ala Ala Glu Val
180 185 190

glg gce age gee atg cge cecc ggg cee gag agt ccc agt ace cgg agg 624
Val Ala Ser Ala Met Arg Pro Gly Pro Glu Ser Pro Ser Thr Arg Arg

195 200 205
ctc ctg ccg cgg ggt gac acc tac cag cct gee atg atg cct tca gec 672
Leu Leu Pro Arg Gly Asp Thr Tyr GIn Pro Ala Met Met Pro Ser Ala
210 215 220
agc cac ggt ccc cca acc ctg ggg aac cta cic cce ggg gece att cca 720

Ser His Gly Pro Pro Thr Lcu Gly Asn Leu Leu Pro Gly Ala Iie Pro
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ES 2324779 T3

225 230 235 240

ggt ccc cga get gtg agg cat cag cct ggg cag gec gga ggg ggc tgg 768
Gly Pro Arg Ala Val Arg His Gln Pro Gly Gln Ala Gly Gly Gly Trp
245 250 255

gat gag ctg gac agc gge ccc age tct cag aat tee tee cag aac age 816
Asp Glu Leu Asp Ser Gly Pro Ser Ser Gln Asn Ser Ser Gln Asn Ser
260 265 270

gac ctg age agg gtc tcg gac tcg gge agt cat tcc gge age gac age 864
Asp Leu Ser Arg Val Ser Asp Ser Gly Ser His Ser Gly Ser Asp Ser
275 280 285

cat tca ggg gce age cgg gag ccg ggt gac ctg gea gaa agg gtc gag 912
His Ser Gly Ala Ser Arg Glu Pro Gly Asp Leu Ala Glu Arg Val Glu

290 295 300

gtg gtg gee ctg agt gac tgt cag cag gag ttg age ttg gtg agg act 960
Val Val Ala Leu Ser Asp Cys Gln Gln Glu Leu Ser Leu Val Arg Thr
305 310 315 320

gtg act cgg gga cca cge gec tte ctg age cge gag gag gea cag cac 1008
Val Thr Arg Gly Pro Arg Ala Phe Leu Ser Arg Glu Glhu Ala Gln His
325 330 335

ttc atc aaa gcg tgt gga ctg ctc aac tgt gag gee gig cig cag ctg 1056
Phe Ile Lys Ala Cys Gly Leu Leu Asn Cys Glu Ala Val Leu Gln Leu
340 345 350

ctg acc tgc cac ctg cgt ggg acc agt gaa tge acg cag ctg agg geg 1104
Leu Thr Cys His Leu Arg Gly Thr Ser Glu Cys Thr Gln Leu Arg Ala
355 360 365

ctg tgt gee ate gec tee ctg ggg age age gac ctc ctc cce cag gag 1152
Leu Cys Ala Ile Ala Ser Leu Gly Ser Ser Asp Leu Leu Pro Gin Glu

12
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ES 2324779 T3

370 375 380

cac atc ctc ctc cgc acc cgg ccg tgg ctg cag gag cic age atg gge 1200
His Ile Leu Leu Arg Thr Arg Pro Trp Leu Gln Glu Leu Ser Met Gly
385 390 395 400

agc ccg gga cct gtg acc aac aag gee.acc aag atc ctg agg cac tit 1248
Ser Pro Gly Pro Val Thr Asn Lys Ala Thr Lys Ile Leu Arg His Phe
405 410 415

gag gec tcc tgt ggg cag ctg tee cct gee cgg gge acc tea get gag 1296
Glu Ala Ser Cys Gly Gin Leu Ser Pro Ala Arg Gly Thr Ser Ala Glu

420 425 430
cct gge ccc aca gee gee cte cca gge cca tet gac cig ctg ace gac 1344
Pro Gly Pro Thr Ala Ala Leu Pro Gly Pro Ser Asp Leu Leu Thr Asp
435 440 445

gct gtg cct ctc cct ggg age cag gic tte ctg cag cct ctg agt tca 1392
Ala Val Pro Leu Pro Gly Ser Gln Val Phe Leu Glin Pro Leu Ser Ser
450 455 460

acc ccg gte tcg tee cgg age cct get ccc tea tet ggg atg ceg tee 1440
Thr Pro Val Ser Ser Arg Ser Pro Ala Pro Ser Ser Gly Met Pro Ser
465 470 475 480

agc cct gtg cce acc cca cee cca gat gee tee ccc att cca gee cce 1488
Ser Pro Val Pro Thr Pro Pro Pro Asp Ala Ser Pro Ile Pro Ala Pro
485 490 495

£ga gac ccc age gag gec gag gec aga ctg gea gaa age agg cgg tgg 1536
Gly Asp Pro Ser Glu Ala Glu Ala Arg Leu Ala Glu Ser Arg Arg Trp
500 505 510

aga cct gaa cgg atc ccg ggg gec acg gac age cca aag aga gge ccc 1584
Arg Pro Glu Arg Ile Pro Gly Gly Thr Asp Ser Pro Lys Arg Gly Pro
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<210> 4
<211> 593
<212> PRT

ES 2324779 T3

315 520 525

agc agc tgt geg tgg age cge gac tec g ttt got gge atg gag ctg 1632
Ser Ser Cys Ala Trp Ser Arg Asp Ser Leu Phe Ala Gly Met Glu Leu
530 535 540

8tg gee tgt coc cge ctg gtg ggg got ggg gt got geg gga gag tee 1680
Val Ala Cys Pro Arg Leu Val Gly Ala Gly Ala Ala Ala Gly Glu Ser

545 550 555 560

tgt ccl gat get cee ¢ge gee coc caa aca tcg tce cag agg aca gea 1728
Cys Pro Asp Ala Pro Arg Ala Pro Gln Thr Ser Ser Gln Arg Thr Ala
565 570 575

gcc aaa gag cct cct gge tca gag ccg tea get tte geg tte ctg aac 1776
Ala Lys Glu Pro Pro Gly Ser Glu Pro Ser Ala Phe Ala Phe Leu Asn
580 585 590

gee tga 1782
Ala

<213> Homo sapiens

<400> 4

Met Ala Ala Ala Pro Pro Leu Arg Asp Arg Leu Ser Phe Leu His Arg
1 5 10 15

Leu Pro Ile Leu Leu Lys Gly Thr Ser Asp Asp.Asp Val Pro Cys Pro
20 25 30
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Gly Tyr Leu Phe Glu Glu Ile Ala Lys Ile Ser His Glu Ser Pro Gly
35 40 45

Ser Ser Gln Cys Leu Leu Glu Tyr Leu Leu Ser Arg Leu His Ser Ser
50 55 60

Ser Gly His Gly Lys Leu Lys Val Leu Lys Ile Leu Leu Tyr Leu Cys
65 70 75 80

Ser His Gly Ser Ser Phe Phe Leu Leu lle Leu Lys Arg Asn Ser Ala
85 90 95

Phe Ile GIn Glu Ala Ala Ala Phe Ala Gly Pro Pro Asp Pro Leu His
100 105 110

Gly Asn Ser Leu Tyr Gin Lys Val Arg Ala Ala Ala Gin Asp Leu Gly
115 120 125

Ser Thr Leu Phe Ser Asp Thr Val Leu Pro Leu Ala Pro Ser Gln Pro
130 135 140

Leu Gly Thr Pro Pro Ala Thr Gly Met Gly Ser Gin Ala Arg Pro His
145 150 155 160

Ser Thr Leu GIn Gly Phe Gly Tyr Ser Lys Glu His Gly Arg Thr Gly
165 170 175
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Ser Ala Gly Glu Ala Phe Leu Ser Thr Ile Gln Lys Ala Ala Glu Val
180 185 190

Val Ala Ser Ala Met Arg Pro Gly Pro Glu Ser Pro Ser Thr Arg Arg
195 200 205

Leu Leu Pro Arg Gly Asp Thr Tyr Gin Pro Ala Met Met Pro Ser Ala
210 215 220

Ser His Gly Pro Pro Thr Leu Gly Asn Leu Leu Pro Gly Ala lle Pro
225 230 235 240

Gly Pro Arg Ala Val Arg His Gln Pro Gly GIn Ala Gly Gly Gly Trp
245 250 255

Asp Glu Leu Asp Ser Gly Pro Ser Ser Gln Asn Ser Ser Gin Asn Ser
260 265 270

Asp Leu Ser Arg Val Ser Asp Ser Gly Ser His Ser Gly Ser Asp Ser
275 280 285

His Ser Gly Ala Ser Arg Glu Pro Gly Asp Leu Ala Glu Arg Val Glu
290 295 300

Val Val Ala Leu Ser Asp Cys Gln Gln Glu Leu Ser Leu Val Arg Thr
305 310 315 320
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ES 2324779 T3

Val Thr Arg Gly Pro Arg Ala Phe Leu Ser Arg Glu Glu Ala Gln His
325 330 335

Phe Ile Lys Ala Cys Gly Leu Leu Asn Cys Glu Ala Val Leu Gin Leu
340 345 350

Leu Thr Cys His Leu Arg Gly Thr Ser Glu Cys Thr Gln Leu Arg Ala
355 360 365

Leu Cys Ala Ile Ala Ser Leu Gly Ser Ser Asp Leu Leu Pro Gin Glu
370 375 380

His Ile Leu Leu Arg Thr Arg Pro Trp Leu Gln Glu Leu Ser Met Gly
385 390 395 400

Ser Pro Gly Pro Val Thr Asn Lys Ala Thr Lys Ile Leu Arg His Phe
405 410 415

Glu Ala Ser Cys Gly Gin Leu Ser Pro Ala Arg Gly Thr Ser Ala Glu
420 425 430

Pro Gly Pro Thr Ala Ala Leu Pro Gly Pro Ser Asp Leu Leu Thr Asp
435 440 445

Ala Val Pro Leu Pro Gly Ser Gin Val Phe Leu Gin Pro Leu Ser Ser
450 455 460
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<210> 5
<211> 27
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

ES 2324779 T3

Thr Pro Val Ser Ser Arg Ser Pro Ala Pro Ser Ser Gly Met Pro Ser
465 470 475 480

Ser Pro Val Pro Thr Pro Pro Pro Asp Ala Ser Pro Ile Pro Ala Pro
485 490 495

Gly Asp Pro Ser Glu Ala Glu Ala Arg Leu Ala Glu Ser Arg Arg Trp
500 505 510

Arg Pro Glu Arg Ile Pro Gly Gly Thr Asp Ser Pro Lys Arg Gly Pro
515 520 525

Ser Ser Cys Ala Trp Ser Arg Asp Ser Leu Phe Ala Gly Met Glu Leu
530 535 540

Val Ala Cys Pro Arg Leu Val Gly Ala Gly Ala Ala Ala Gly Glu Ser
545 550 555 560

Cys Pro Asp Ala Pro Arg Ala Pro Gln Thr Ser Ser Gin Arg Thr Ala
565 570 575

Ala Lys Giu Pro Pro Gly Ser Glu Pro Ser Ala Phe Ala Phe Leu Asn
580 585 590

Ala

<223> Descripcién de la secuencia artificial: una secuencia de cebador sintetizada artificialmente
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ES 2324779 T3
<400> 5
cgtaccacgc tgccaccatg aatgagg 27

<210> 6

<211> 27

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: una secuencia de cebador sintetizada artificialmente

<400> 6

gcagcgagcg tgcgtcctct gcgtggg 27

<210>7

<211> 61

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Descripciodn de la secuencia artificial: una secuencia de cebador sintetizada artificialmente

<400> 7

agagagtagt aacaaaggic aaagacagtt gactgtatcg atgaatgagg tgtctgtcat

<210> 8

<211> 58

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: una secuencia de cebador sintetizada artificialmente

<400> 8

tggagacttg accaaacctc tggcgaagaa gtccaaagct

tcactcgcgg atgctggce 58

<210>9

<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial
<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: 1a secuencia de las bases 5183%(5”) a 51627 (3”) en el vector de clonacién

pACT?2 (GenBank U29899)

19
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ES 2 324779 T3
<400> 9

cgcgtttgga atcactacag gg 22

<210> 10

<211> 24

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: una secuencia de cebador sintetizada artificialmente

<400> 10

cagttgagca ggccacactc tttg 24

<210> 11
<211>20
<212> ADN
<213> Artificial
<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: una secuencia de cebador sintetizada artificialmente

<400> 11
taatacgact cactataggg 20

<210> 12

<211> 18

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: una secuencia de cebador sintetizada artificialmente

<400> 12
atggcagctg tgccgccce 18

<210> 13

<211> 21

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: una secuencia de cebador sintetizada artificialmente

<400> 13
catgtttaaa aatgcaaaag c 21
<210> 14

20
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ES 2324779 T3

<211> 22

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: una secuencia de cebador sintetizada artificialmente

<400> 14
catgtccagg ctacctgttt ga 22

<210> 15
<211> 17
<212> ADN
<213> Artificial
<220>

<223> Descripcidn de la secuencia artificial: una secuencia de cebador sintetizada artificialmente

<400> 15
caggcactgg ctgctgc 17

<210> 16

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: una secuencia de cebador sintetizada artificialmente

<400> 16
aaagtggaga ttgttgccat 20

<210> 17

<211> 19

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: una secuencia de cebador sintetizada artificialmente

<400> 17
ttgactgtgc cgttgaatt 19

<210> 18
<211>17
<212> ADN
<213> Artificial
<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: una secuencia de cebador sintetizada artificialmente
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ES 2324779 T3
<400> 18
atggctgccg cgccgcec 17

<210> 19

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: una secuencia de cebador sintetizada artificialmente

<400> 19

ggcgttcagg aacgcgaaag 20

<210>20

<211> 18

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: una secuencia de cebador sintetizada artificialmente

<400> 20

gactgtgact cggggacc 18

<210> 21

<211> 21

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: una secuencia de cebador sintetizada artificialmente

<400> 21

gatccccggg tatcgcatcce a 21

<210>22

<211> 21

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: una secuencia de cebador sintetizada artificialmente

<400> 22

agcttggatg cgatacccgg g 21

<210> 23

22
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ES 2324779 T3

<211> 19

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: una secuencia de cebador sintetizada artificialmente

<400> 23
tttgcagggc tggcaagcc 19

<210> 24
<211> 39
<212> ADN
<213> Artificial
<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: una secuencia de cebador sintetizada artificialmente

<400> 24
aattcggaag gccaagaact tcatcgttcg cagagggtc 39

<210> 25

<211> 38

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: una secuencia de cebador sintetizada artificialmente

<400> 25

tcgagaccct ctgcgaacga tgaagttctt ggecttcce 38

<210> 26

<211> 30

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: una secuencia de cebador sintetizada artificialmente

<400> 26

gggactacaa ggacgatgac gataagtagc 30

<210> 27
<211> 36
<212> ADN
<213> Artificial
<220>

<223> Descripciodn de la secuencia artificial: una secuencia de cebador sintetizada artificialmente
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<400> 27

ggccgctact tatcgtcatc gtceccttgtag tcccge

24

36
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