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DESCRIPCION

Procedimiento de amplia aplicacién para identificar moduladores de receptores acoplados a la proteina G.

La invencion se refiere a un procedimiento de amplia aplicacion para identificar compuestos quimicos que modulan
la proteina G de receptores acoplados, por medio de nuevas proteinas hibridas G con una especificidad de receptores
muy amplia, asi como a compuestos quimicos que se pueden identificar por medio de tal procedimiento.

Los receptores acoplados a la proteina G (GPCR, por sus siglas en inglés) juegan un papel importante en una
pluralidad de procesos fisioldgicos. Representan una de las familias de proteinas mds importantes conocidas hasta
ahora y se supone que en el genoma humano aproximadamente 1000 genes codifican esta clase de receptores. Los
GPCR tienen una estructura caracteristica: Se trata de cadenas peptidicas que se enrollan siete veces en forma de
hélices a a través de la capa doble de fosfolipido de la membrana celular, disponiéndose en forma circular. Se estima
que aproximadamente el 60% de los medicamentos con venta bajo receta, actualmente disponibles, se unen con los
GPCR. Esto destaca el papel importante de esta clase de receptores para la industria investigadora de medicamentos.

Todos los receptores acoplados a la proteina G funcionan segiin un modelo basico comin: La unién de un ligando
extracelular lleva a una modificacién de la conformacion de la proteina del receptor de modo que puede tomar contacto
con una proteina G. Las proteinas G ubicadas del lado citoplasmdtico de la membrana plasmaética son los mediadores
de la sefial extracelular en el interior de la célula y alli pueden provocar diversas reacciones.

Los GPCR representan las proteinas blanco terapéuticas hasta ahora mds significativas. Estimativamente, el 40%
de los medicamentos prescriptos por el médico actian como agonistas o antagonistas de los GPCR. En virtud del
tamafio y la importancia de la familia de proteinas y en vista al hecho de que para muchos GPCR atin no se conocen
pares de unién quimicos (GPCR huérfanos), se ha de partir del hecho de que esta clase de receptores serd en un futuro
uno de los reservorios mds importantes para proteinas blanco apropiadas en la bisqueda de nuevos medicamentos.

Los GPCR son proteinas de membrana integrales. Transmiten una sefial mediada por una sustancia de sefial ma-
yormente hidrofilica que se une en el lado exterior de la célula a través de una familia de proteinas de unién a guanina-
nucledtido, llamadas proteinas G, hacia el interior de la célula. En este caso, se desencadenan, en funcidn de la espe-
cificidad del receptor y de las proteinas G activadas de esta manera, diversas vias de transduccion de sefiales. Segtin
el tipo de receptor, se producen diversos efectos que tienen como consecuencia la formacion de “second messengers”.
De esta manera, se puede elevar el nivel de cAMP intracelular a través de la activacién de una adenilato-ciclasa en
posicién de membrana o bien se puede reducir en caso de una inhibicién. La estimulacién de una fosfodiesterasa
especifica de cGMP puede llevar a la reduccion del nivel de cGMP. Por otra parte, la proteina G activada a través
de la unién con un canal iénico puede llevar, por ejemplo, al aumento de iones Ca** 0 K*. Ademads, a través de una
proteina G activada puede producir la activacién de una fosfolipasa y, asf, la formacién de inositol-1,4,5-trisfosfato y
diacilglicerol. A su vez, llevan al aumento de Ca®>* o a la activacién de una proteina quinasa C, con otros efectos en
ambos casos. Los second messengers son moléculas mensajeras intracelulares como, por ejemplo, cAMP, cGMP, Ca?*
u otras, que desencadenan reacciones en la célula a través de la activacién o desactivacion de proteinas intracelulares.

Las proteinas G heterotrimeras se encuentran en la cara interna de la membrana plasmatica. Estdn compuestas
por las tres subunidades a, 8y y. Un receptor activado entra en contacto con el heterotrimero de la proteina G que,
consiguientemente, lo disocia en una subunidad alfa y un complejo beta-gamma. Tanto la subunidad alfa activada
como el complejo beta-gamma pueden influir sobre las proteinas efectoras intracelulares. La familia de la subunidad
a de la proteina G se clasifica actualmente en cuatro clases diferentes (clase Gas, Gei, Gaq y Ga12). Los GPCR se
clasifican segtn la proteina G incorporada en la transduccién de sefiales.

Es decir, los GPCR de la clase Gs median, a través de la activacién de Gas, la estimulacién de la adenilciclasa y
elevan la concentracion intracelular de AMPc.

Los GPCR de Ia clase Gi median a través de la activacién de Gai una inhibicién de la clase de adenilato y reducen
los GPCR de cAMP intracelular de la clase Gq que median a través de una activacién de Gaq una estimulacién de
distintas isoformas de PLCg y llevan a una hidrélisis de fosfatidil-inositol-4.5-bisfosfato en posiciéon de membrana en
diacilglicerol y trifosfato de inositol (IP3). IP3 libera Ca** a partir de los depésitos intracelulares.

La mayoria de los GPCRs puede entrar en contacto solamente con una subunidad alfa de la proteina G, es decir,
poseen selectividad para una via determinada de transduccion de sefiales. A los fines de desarrollar un procedimiento
con cuya ayuda se han de identificar compuestos quimicos que modulan las vias de transduccidn de sefiales dependien-
tes de GPCR, esta estrecha especificidad es muy embarazosa. Mds allé de ello, tales vias de transduccion de sefiales
proporcionan sélo una sefial apropiada que se puede aprovechar en un tipo de ensayo con alto rendimiento de muestras
(= High Throughput Screening = HTS)), en las que, por ejemplo, la activacion de la proteina G lleva al aumento del
nivel intracelular de Ca**.

Es posible construir estas proteinas G con especificidad modificada para los receptores y diferente fijacién a una
via de transduccién de sefiales mediante la unién de componentes de distintas proteinas G a proteinas G hibridas, a
través de métodos de biologia molecular y bioquimica.
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Las proteinas G hibridas son construcciones de fusién, que unen en el interior de una proteina secuencias de
diferentes subunidades Ga. De esta forma, por ejemplo, se puede fabricar un hibrido Gaq/i a través de la fusién de la
regién de reconocimiento del receptor de Gei con la region de activacion del efector de Gaq, capaz de captar sefiales
de receptores acoplados a Gi, pero que conecte la via de transduccion de la sefial de Gaq-PLCg. Conklin et al., Nature
363, 274276 (1993) describieron por primera vez un hibrido de este tipo, en el que los 5-aminoacidos C-terminales de
Gaq habian sido sustituidos por la correspondiente secuencia Gei (Gaiq5).

Este “reacoplamiento” de receptores tiene la ventaja de que se puede acceder de manera mas sencilla al pardmetro
final del ensayo (elevacién de la concentracién intracelular de Ca**, comparada con la inhibicién de la adenilato-
ciclasa) mediante procedimientos técnicos de medicidn, y se puede utilizar en la Exploracién de Alto Rendimiento.

Sin embargo, es desventajoso en estos constructos de fusion Gaq/Gai que algunos GPCR como, pj, el receptor
SSTR1 no puedan activar qi5 (Conklin et al., Mol. Pharmacol. 50, 885-890 (1996)).

Asimismo, se describieron constructos de fusién entre Gaq y Gas. También ellos poseen la desventaja de que no
todos los receptores acoplados a Gs como, por ejemplo, el receptor adrenérgico 2 o el receptor de dopamina D1 se
pueden unir con la via de transduccién de sefiales de PLCS.

Ademis de las modificaciones C-terminales para la modificacién de la unién de receptores a determinadas vias de
transduccién de sefiales, se describi6 una modificacién N-terminal de Gaq que lleva a una promiscuidad de receptores.
Por promiscuidad de receptores, se ha de entender en este caso la capacidad de una proteina G de poder captar y
transmitir sefiales de distintos receptores. Se trata de una proteina Gaq en la que se suprimié la regién que comprende
6aa N-terminal altamente conservada; (Kostenis ef al., J. Biol. Chem. 272, 19107-19110 (1997)). Esta supresion
permite a Gq resultante (también denominado -6q) recibir no sélo sefiales de Gq, sino también de receptores acoplados
con Gs o Gi/o y de transmitirlas a PLCS.

Esta subunidad Ga comprende ahora también receptores como el receptor de SSTR1-somatostatina, el receptor de
dopamina D1 y el receptor adrenérgico 2. Sin embargo, el receptor edg5 también puede no estar comprendido por
esta proteina G. Mads alla de ello, la intensidad de las sefiales de esta proteina G es tan débil que en la préctica no se
puede usar (Kostenis et al., J. Biol. Chem. 272, 19107-19110 (1997)).

Ademéds, se conoce con Ga16 una subunidad Ga que une los GPCR de distintas clases funcionales con la via de
transduccion de sefiales de PLCB-Ca**. Pricticamente se trata de una proteina G no selectiva por naturaleza. Pero tam-
bién esta subunidad no es empleable de modo universal, porque los receptores como el receptor edg5 o el receptor de
SSTR1-somatostatina no se acoplan o sélo se acoplan débilmente con Ga'16. Por este motivo, seria de gran utilidad si
una proteina G estuviese a disposicidn, la cual se pudiese activar por medio de otras clases funcionales de los GPCR vy,
mads alla de ello, pudiese dar en la célula una sefial suficientemente potente que pudiera utilizarse en un ensayo en espe-
cial un ensayo de High Throuhput para la identificacién de compuestos que modulan los GPCR y/o las vias de transduc-
cién de sefiales dependientes, como, por ejemplo, el aumento o la reduccién de la concentracién intracelular de Ca®*.

Los documentos WO 97/48820 y WO 99/05177 describen ahora procedimientos para la identificacién de un mo-
dulador de un GPCR, en los que se emplean proteinas @ mixtas, por ejemplo, de acuerdo con el documento WO
99/05177, una proteina @ mutada de la clase Gq.

El objeto de la presente invencion consiste, en consecuencia, en poner a disposicién otras proteinas G hibridas
para el procedimiento de screening para identificar compuestos quimicos que se caracterizan porque presentan una
especificidad muy amplia en cuanto a los GPCR reconocibles y estas proteinas G se acoplan a una via de sefiales que
lleva a un aumento de la concentracién intracelular de Ca?*. Adicionalmente, se expresan tan alto que se mejora la
intensidad de las sefiales.

La invencidn se refiere a un procedimiento para la identificacién de un compuesto quimico que modifica la accién
de al menos una de las vias de transduccion de sefiales de un organismo bioldgico dependiente de un receptor acoplado
a la proteina G (GPCR),

en donde dicho procedimiento contiene las siguientes etapas de procedimiento:

a) Preparacién de al menos una célula que contiene al menos una via de transduccién de sefiales dependiente de
un GPCR, en donde se prepara una o més de una proteina G;

b) Preparacién de al menos un compuesto quimico por ensayar;

c) Puesta en contacto de una célula de acuerdo con a) con un compuesto quimico por ensayar de acuerdo con b);

d) Determinacién del efecto cuantitativo o cualitativo de un compuesto quimico por ensayar de b) sobre la via de
transduccién de sefiales de una célula de a) por medio de una sefial medible dependiente de la via de transduc-
cion de sefiales,

caracterizado porque al menos una proteina G esté seleccionada de -6qi4myr o -6gs5Smyr.
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La modificacién de la accién de al menos una de las vias de transduccién de sefiales dependiente de un receptor
acoplado a la proteina G (GPCR) de un organismo biolégico puede resultar inhibidora o estimulante. Una accién
inhibidora de un compuesto quimico estd presente cuando la sefial medible dependiente de la via de transduccién de
sefales se produce més débilmente en presencia del compuesto quimico que cuando se deja de lado. Los compuestos
que producen tal efecto también se denominan antagonistas. Por otra parte, hay una accién estimulante de un com-
puesto quimico cuando la sefial medible dependiente de la via de transduccidn de sefiales es mds potente que cuando
se deja de lado el compuesto quimico. Estos compuestos también son denominados agonistas.

El procedimiento se basa en una forma de ejecucion preferida de una célula, en donde al menos se producen dos
proteinas G. Estas proteinas G pueden depender de uno o de diferentes GPCR. Bésicamente, se utilizan para la reali-
zacion del procedimiento todas las proteinas G apropiadas sin tener en cuenta su especificidad receptora, su secuencia,
su estructura, el origen respecto de célula, tejido u érgano o respecto de la especie para la que son especificas. Con
preferencia, se prepara en la célula al menos una proteina G proveniente de -6qi4myr, -6gs5myr, -6qi4, -6qs5. En el
caso de las proteinas G -6qi4myr, -6gs5myr, -6qi4, -6gs5, se trata de proteinas G hibridas que se formaron por partes
de diferentes proteinas G de ratén y que, en algunos casos, contienen modificaciones adicionales. Las proteinas G
pueden ser producidas por la célula de forma individual o en combinacién. En especial, por la célula se puede produ-
cir, independientemente de las proteinas G hibridas recién mencionadas, también Galphal6. Cada una de las proteinas
G puede estar presente de forma individual o en combinacién con una o varias otras proteinas G en una célula. La
preparacion de Galphal6 en una célula siempre se debe llevar a cabo de modo tal que se nunca se produzca sola sino
en combinacién con otra de las proteinas G antes mencionadas.

Las secuencias de aminodcidos de las proteinas G se publican para Gaq en Seq ID Nro. 2, para -6qi4myr en Seq
ID Nro. 4, para -6qi4 en Seq ID Nro. 6 y Seq ID Nro. 8 y para Galphal6 en Seq ID Nro. 10.

La puesta a disposicién de un compuesto quimico se realiza usualmente en forma disuelta. Con preferencia, para la
solucién del compuesto quimico se usa agua. La solucién puede contener, ademds del disolvente, sustancias tampodn,
sales o excipientes como solubilizantes, detergentes, conservantes u otros.

La puesta en disposicién de una célula comprende su produccion, cria y posterior procesamiento. La puesta a
disposicion se realiza, por ejemplo, por preparacion de un material celular apropiado de 6rganos o tejidos o por repro-
duccién de lineas celulares o microorganismos apropiados. Para la cria, se pueden usar diferentes medios nutrientes
apropiados. Las células se mantienen a la temperatura Optima para el organismo. Eventualmente, se afiade al medio
de crecimiento utilizado en cada caso conservantes, antibiéticos, indicadores del pH, componentes de suero sangui-
neo, suero sanguineo, excipientes u otros. Los procedimientos para la preparacion, cria y posterior procesamiento se
describen en obras estandar. (Ejemplo: Basic Cell Culture; Ed. J.M. Davis; IRL Press; 1994).

En el procedimiento previamente descrito, se pone a disposicion, en formas de realizacion preferidas, la célula de
una especie de vertebrado, una especie de insecto, un C. elegans o una levadura. En formas de realizacion de especial
preferencia, se pone a disposicion la célula de una célula de HeLa, 293, COS, CHO o Saccharomyces cerevisiae.

Para la determinacién del efecto cuantitativo o cualitativo de un compuesto quimico por ensayar sobre la via de
transduccién de sefiales de una célula de una sefial medible dependiente de la via de transduccion de sefiales, se
usard en una forma de realizacion preferida la concentracion intracelular de Ca®*. La modificacién de la concentracion
intracelular de Ca** se puede comprobar, por ejemplo, por uso de aequorina, un colorante o la tecnologia FLIPR™ de
la empresa “Molecular Devices”.

Los procedimientos previamente descritos se pueden usar en una forma de realizacion preferida para la identifica-
cién de un medicamento.

Los compuestos quimicos que modifican la accién de al menos una de las vias de transduccién de sefiales depen-
diente de un receptor acoplado con una proteina G (GPCR) de un organismo biolégico se pueden identificar por medio
de al menos un procedimiento de esta invencién. Estos compuestos quimicos podrian comprender, por ejemplo, trans-
formaciones respecto de la estructura quimica de sustancias sefial hidrofilicas, que inducen GPCR, como determinadas
hormonas, aromatizantes, determinados medicamentos.

La presente revelacion se refiere, ademds, a una secuencia de polinucledtidos que codifica un polipéptido con la
propiedad de una proteina G, en donde el polipéptido estd seleccionado de una de las siguientes secuencias:

a) un polipéptido con una secuencia de aminodcidos segtin la Seq ID Nro. 2, Seq ID Nro. 4, Seq ID Nro. 6 o Seq
ID Nro. §;

b) un polipéptido segiin a), al que le faltan uno o varios aminodcidos;
¢) un polipéptido segin a), al que se la afladen uno o varios aminoécidos;

d) una variante alélica del polipéptido segtin a).
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Las variantes alélicas comprenden todos los polipéptidos que resultan de la composicién de bases de la forma
caracteristica del gen en el locus del gen definido para las parejas proporcionales de las proteinas hibridas.

La revelacion se refiere, ademds, a un polinucledtido que contiene una secuencia de polinucledtidos, en donde la
secuencia de polinucledtidos se selecciona de una de las siguiente secuencias:

a) una secuencia de polinucleétidos segin la Seq ID Nro. 1, Seq ID Nro. 3, Seq ID Nro. 5 o Seq ID Nro. 7 o su
correspondiente secuencia complementaria;

b) una secuencia de polinucleétidos que hibrida en condiciones rigurosas con una secuencia de polinucleétidos
segin a).

La rigurosidad de una solucién se determina por medio de su temperatura y contenido de sal. Con la rigurosidad, se
puede regular la dimensién de los pares de bases de dos secuencias homdlogas de nucleétidos. La rigurosidad depende
de la longitud y la composicién de las bases de un polinucleétido. Las condiciones de rigurosidad en el sentido de
esta invencion existen cuando la secuencia de polinucledtidos y la secuencia hibridante presentan una concordancia
del 95% o mas.

Una forma de realizacion preferida de una secuencia de polinucleétidos o de un polinucleétido tal como se descri-
bié previamente es un polinucleétido que es componente de una construccion de vector recombinante. Las construc-
ciones de vector recombinante se pueden generar con la ayuda de los conocimientos cientificos pertinentes, tal como se
reflejan, por ejemplo, en “F.M. Ausubel ef al., Current Protocols in Molecular Biology, Wiley & Sons, New York”. En
este caso, se incorpora un polinucleétido que codifica una secuencia de aminoacidos segin una de las informaciones
de secuencia descritas previamente (Seq ID Nro. 2, 4, 6, 8) o una secuencia de polinucleétidos de acuerdo con una de
las informaciones de secuencia descritas previamente (Seq ID Nro. 1, 3, 5, 7) en un vector de base. Como vector de
base se entiende un vector en el cual se puede incorporar una secuencia de polinucledtidos de un polinucleétido, por
medio de los métodos de la biologia molecular, clondndolo entonces en un microorganismo, por ejemplo, una bacteria,
hongo o en las células de un cultivo celular. El vector bdsico puede estar compuesto, por ejemplo, por un pldsmido
con un marcador de resistencia a un antibidtico, un “origin of replication” (“origen de replicacién”) apropiado para
la multiplicacién del pldsmido en bacterias o cultivos celulares, asf como un promotor adecuado para la expresién
de una proteina. El vector basico puede estar formado, por ejemplo, también por un vector fago, un fagémido, un
fasmido, un césmido, un vector virico, un vector YAC u otro tipo de vector. Ejemplos de vectores basicos son pUC
18, pUC19, pBluescript, pKS, pSK y otros. La introduccién del polinucleétido que se debe incorporar se lleva a cabo
a través de puntos de corte de restricciéon por medio de las correspondientes enzimas de restriccién, comercializa-
das por compaiiias tales como BioLabs, Roche Diagnostics, Stratagene y otras. Estos puntos de corte de restriccién
pueden ser, por ejemplo, los puntos de reconocimiento de las enzimas de restriccion BamHI, EcoRI, Sall, EcoRV
y otras.

En una forma de realizacion preferida, la construccion del vector recombinante se compone de un vector de ex-
presion utilizable en eucariotas y/o procariotas. Un vector de expresion contiene un promotor que puede estar unido
funcionalmente con una secuencia de polinucleétidos, de modo que se puede sintetizar una proteina codificada por
esta secuencia de polinucleétidos en un organismo bioldgico, por ejemplo, una bacteria, hongo o en las células de una
linea celular eucariota. El promotor puede ser inducible, por ejemplo, por triptéfano, o puede ser constitutivo en su
actividad. Ejemplos de vectores de expresién son pUC18, pUC19, pBluescript, pcDNA3.1 u otros.

La presente revelacion se refiere también a una célula huésped que puede contener un polinucleétido o una cons-
truccién de vector recombinante descrita como con anterioridad. La célula huésped estd compuesta, en una forma de
realizacion preferida, de una célula humana. En otras formas de realizacion preferidas, la célula huésped estd com-
puesta por una especie vertebrada, una especie de insecto, un C. elegans, una bacteria o una levadura. En formas de
realizacién de muy especial preferencia, la célula estd compuesta por una célula HeLa, 293, COS, CHO, la célula de
un Escherichia coli o de las células de un Saccharomyces cerevisiae. Més alld de ello, también se pueden usar células
eucariotas, en especial, lineas celulares, bacterias, en especial Bacillus spec., Streptomyces spec. u hongos, en especial
Penicillium spec, Aspergillus spec.

La revelacién se refiere también a la preparacion de una célula huésped descrita como con anterioridad por intro-
duccién de un polinucleétido de acuerdo con una o varias de las secuencias de polinucledtidos tal como se describe
en la Seq ID Nro. (1-8) o una de las construcciones de vectores recombinantes caracterizadas como con anterioridad
en una célula eucariota o procariética. La introduccién de las secuencias de polinucleétidos se puede realizar, por
ejemplo, por electroporacion o transformacién de las células eucariotas o procariotas con la secuencia de polinucle6-
tidos, ademds por precipitacién de fosfato de Ca** de las células eucariotas o procariotas junto con la secuencia de
polinucleétidos u otros métodos.

Una célula huésped de este tipo se puede usar para realizar un procedimiento de esta invencién descrito previa-
mente.
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Mais alla de ello, la presente revelacion se refiere a un procedimiento para la preparacién de una proteina compuesta
por una secuencia de aminodcidos seleccionada de una de las secuencias Seq ID Nro. 2, Seq ID Nro. 4, Seq ID Nro.
6, Seq ID Nro. 8 que contiene las siguientes etapas de procedimiento:

a) preparacion de una célula huésped que contiene una correspondiente secuencia de polinucleétidos y se prepara
tal como se describi6 precedentemente;

b) cultivo de esta célula huésped en un medio de crecimiento apropiado para la célula huésped, asi como eventual-
mente la induccién de la expresion de la proteina;

¢) obtencion del material celular y descomposicion de las células;

d) separacion de una proteina por medio de métodos bioquimicos para la purificacion de las proteinas.

Para la preparacién y la purificacién de las proteinas designadas, se pueden utilizar correspondientemente métodos
conocidos tal como se describen en “F.M. Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology, Wiley &Sons, New
York”.

Ejemplos
Ejemplo 1

Activacion de una via de transduccion de seriales por medio de la mutante de de proteina Ga -6q a través de distintos
receptores

Se cultivaron células COS7 en DMEM (medio Eagle modificado con Dulbecco) con adicién de 10% de FCS (suero
fetal de ternero) a 37°C (5% de CO,). Para las transfecciones, se sembraron 1 x 10° células en placas de 100 mm.
Aprox. 24 h més tarde, se cotransformaron las células con los pldsmidos de expresién aq o -6q (1 ug de ADN/placa
de 100 mm) y en cada caso uno de los siguientes constructos de receptores (4 ug de ADN/placa de 100 mm): M2
(receptor muscarinico en pCD), D2 (receptor de dopamina en pCDNAI), kappa (receptor de opioides en pCDNA3),
SSTRI1 (receptor de somatostatina en pCMV), Al (receptor de adenosina en CDM7), D1 (receptor de dopamina en
pCDNAI), V2 (receptor de vasopresina en pCD-ps), 52 (receptor adrenérgico en pSVL).

Aprox. 24 h después de la transfeccion, se dividieron las células en placas de 6 cavidades en porciones iguales y
se afiadieron en DMEM 3 uCi/ml de [*H]mio-inositol (20 Ci/mmol). Después de incubar durante 24 horas, las células
se incubaron a temperatura ambiente con HBSS (+ 10 mM de LiCI) durante 20 min. Luego se estimularon las células
durante una hora con los correspondientes agonistas y se determiné el incremento de los monofosfatos de inositol
intracelular por cromatografia de intercambio anidnico.

A los mutantes de proteina G -6q les faltan en comparacién con la secuencia de tipo salvaje los seis restos de
aminodcidos altamente conservados del extremo aminoterminal. Los resultados se obtuvieron a continuacién con la
construccién de la proteina G -6q. La preparacion de tales mutantes o de los constructos receptores utilizados se
realiz6 con ayuda de métodos estdndar de la biologia molecular tal como se describié exhaustivamente, por ejemplo,
en “EM. Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology, Wiley & Sons, New York™.

Se incubaron células COS7 que expresan WTq o -6q y distintos receptores acoplados con Gi/o (A) o Gs (B)
durante 1 h (37°C) en presencia y en ausencia de los correspondientes agonistas (ver mds abajo). El aumento de la
concentracion intracelular de IP1 se midié como en el protocolo 1 adjunto. Los datos representan valores medios + D.E.
de 3-7 experimentos independientes, en cada caso, ejecutados como determinaciones triples. Los siguientes ligandos
fueron utilizados: A m2 (receptor muscarinico): carbacol (100 uM); D2 (receptor de dopamina): (-)-Quinpirol (10
uM); kappa (receptor de opioides): (-)-U50488 (10 uM); SSTRI1 (receptor de somatostatina): somatostatina 14 (1
uM); B, Al (receptor de adenosina): R(-)-PIA (10 mM);

B DI (receptor de dopamina): dopamina (I mM); V2 (receptor de vasopresina): AVP (1 nM); 82 (receptor adre-
nérgico): (-)-isoproterenol (200 uM).

Se comprobé que la mutante de proteina Ge -6q estimula una formacién de IP1 en funcién de distintas clases de
receptores. 1P1 es una molécula sefial que se produce en la via de transduccién de sefiales PLC-8 y que lleva en el
curso ulterior de la transmision de sefiales a un aumento de la concentracién intracelular de Ca**. La liberacién de IP1
por medio del constructo de -6q resulta tanto con receptores acoplados a Gi/o (A: m2, D2, k-OR, SSTR1, Al) como
también a Gs (B: D1, V2, 82).
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Ejemplo 2
Preparacion de mutantes altamente expresadas de proteinas Ga con amplia especificidad por receptores

Primero se construyen subunidades « de proteina G hibrida a las que les faltan los seis aminoacidos altamente
conservados del término amino y que presentan al mismo tiempo en el término C ya sea una secuencia @i o as.
Respecto de la secuencia ai o as contenida, la denominacién resulta como -6qi4 o -6qs5. El constructo -6qi4 une
los receptores acoplados a Gs como a algunos Gi/o con la via de transduccién de sefiales de PLCS. Estos receptores
comprenden también el receptor SSTR1 o edg5. El receptor edg5 no se puede unir con Ga16 a la via de transduccion de
sefiales de PLCB. Ga16 es una proteina G con amplia especificidad por receptores que esta revelada en el documento
WO 97/48820 (titulo: Promiscuous G-protein compositions and their use).

El constructo -6gs5 une los receptores Gi/o- asi como receptores adicionales acoplados a Gs con la via de trans-
duccién de sefiales de PLCB y comprende también receptores como el receptor de dopamina D1 o el receptor 52
adrenérgico.

Una combinacién de estas dos subunidades @ de la proteina G en una linea celular comprende asi un amplio
espectro de GPCR como toda subunidad por si misma o Ga16.

La aplicabilidad en procedimientos técnicos de screening se podria mejorar si se aumentara la expresion de estas
subunidades Ga (-6qi4; -6gs5), porque, de esa manera, también se podria lograr una sefial mas potente.

Por este motivo, se incorporaron secuencias de reconocimiento adicionales de miristoilacién/palmitoilacién en el
drea aminoterminal de las subunidades Gea. Esto llevé a la construccién de las proteinas G -6qidmyr y -6gsSmyr. La se-
cuencia proteica de -6qi4dmyr y -6gs5myr respecto del término amino es MGCC a diferencia de MACC de la secuencia
inicial de las variantes 6q. Los nuevos constructos -6qi4myr y -6gsSmyr contienen ahora una secuencia de consenso
para la miristoilacién/palmitoilacién. -6qidmyr se prepard de -6qi4 y -6gsSmyr se prepar6 de -6qs5. Se sabe que la
separacion de restos de miristilo o palmitilo en proteinas G llevan a una distribucién en la célula: la pérdida de restos
de palmitato o miristato influyen sobre el modelo de expresion de las proteinas G de modo que la eliminacién del resto
de 4cido graso tiene como consecuencia una localizacién principalmente citosélica. Las subunidades a de proteina G
se hallan tanto en la membrana celular como también en el citosol. Sin embargo, s6lo las proteinas G en posicién de
membrana pueden seguir conduciendo las sefiales de los GPCR en los efectores intracelulares. S6lo eran conocidas las
consecuencias de la eliminacién de una secuencia de consenso para la palmitoilacién/miristoilacién por mutacién. Por
el contrario, no era conocido que la introduccién del sitio de consenso adicional para la miristoilacién/palmitoilacién
en las mutantes de delecién Ga lleva al aumento de la expresion. Se pudo demostrar que la introduccién de sitios adi-
cionales de palmitoilacién/miristoilacién aumenta la cantidad expresada en la membrana celular de la subunidad Ga.
En el Westernblot de SDS-PAGE (Westernblot por electroforesis de gel de dodecilsulfato sddico-poliacrilamida) se ha
de reconocer que la expresion de -6qi4myr en comparacion con -6qi4 estd claramente aumentada. Un Westernblot de
SDS-PAGE de un fraccionamiento en una fraccién particulada (p; con contenido de membranas) y fraccion soluble
(s; sc) de qwt y -6qi4myr muestra que la variante mas miristoilada/palmitoilada -6qi4myr sélo estd contenida en la
fraccion particulada.

20 ug de proteinas de membrana se prepararon para ello a partir de células transfectadas COS7, se separaron
por electroforesis de gel SDS-PAGE (10%) y se analizaron por medio de andlisis Westernblot usando el anticuerpo
monoclonal 12CAS (Roche Biosciences).

Todas las subunidades a de proteina G se detectaron con el anticuerpo monoclonal 12CAS5 (acoplado con peroxi-
dasa de rabano picante), que esta dirigido contra el rétulo de epitopo HA. El rétulo HA estd contenido en todos los
constructos de proteina G. En qwt qi5, reemplaza a los aminodcidos 125-130, en las proteinas G suprimidas N-termi-
nales (-6q, -6qi4, -6qi4myr), los aminodcidos 119-124. 20 ug de proteina de membrana, preparados a partir de células
transfectadas de COS7, se separaron por medio de electroforesis de gel SDS PAGE, se sometieron a blot en nitroce-
lulosa y se detectaron las subunidades a de proteina G con el anticuerpo 12CAS. Las proteinas G inmunorreactivas se
hicieron visibles con un sistema de quimioluminiscencia (Amersham).

Ejemplo 3

Estimulacion de distintas proteinas Ga altamente expresadas con amplia especificidad por receptores a través de
diferentes receptores

Se ensay¢ la estimulacién de las variantes de Ge altamente expresadas -6qsSmyr y -6qi4myr por medio de dife-
rentes receptores. Se reconocid que -6qi4myr (=A6qi4myr) se conecta por medio de receptores acoplados a Gi/o (por
ejemplo, dopamina D2, edg5, CCR5, SSTR1, KOR) a la via de transduccién de sefiales de PLCS y lleva a una alta
sefial que es proporcional a la liberacién de Ca?*. Como controles, se utilizaron un constructo de vector, asi{ como la
proteina Ga’16 (+16). Se mostré que los receptores acoplados a Gs se unen por medio de -6gsSmyr (=A6gsSmyr) a la
via de transduccién de sefiales de PLCB. Como referencia también sirve aqui la proteina G Ga16.
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Para la determinacién experimental del Ca** liberado por medio del sistema de aequorina, se cotransfectaron
células CHO con el pldsmido de expresién de apoaequorina cytAEQ/pCDNAL el receptor de ADN indicado (SSTRI1,
KOR, D2, D1, beta2), asi como las subunidades « de la proteina G G16 y -6qi4myr utilizando lipofectamina. Después
de incubar durante 10 horas en medio OPTIMEM, se lavaron las células una vez con medio RPMI 1640 y se incubaron
con 5 uM de coelenterazina f en RPMI 1640 durante 2 h a 37°C. Luego se lavaron las células dos veces con PBS y se
estimularon con los correspondientes agonistas de receptores: somatostatina 14 para el receptor SSTR1, U50488 para
el receptor de kappa opioides, (-)-Quinpirol para el receptor de dopamina D2, dopamina para el receptor de dopamina
D1 e isoproterenol para el receptor beta2. La estimulacion del agonista de los receptores acoplados a Gi/o (SSTRI1,
KOR, D2) y los receptores acoplados a Gs (D1, beta2) lleva a la activacion de las proteinas G G16, asi como -6qi4myr
con posterior estimulacién de PLCS y liberacién intracelular de Ca. La unién de Ca con el complejo de apoaequorina-
coelenterazina lleva a emision de luz que se midi6 con un luminémetro (TOPCount, Hewlett Packard).

Resumen de los resultados:

1.
2.

Alineacioén de las dreas aminoterminales de distintas proteinas Ga.

Estimulacién de la via de transduccién de sefiales de PLCS por medio de la variacién proteica -6q-Ga por
receptores acoplados a Gi/o (A) y receptores acoplados a Gs (B) usando la mayor concentracién posible del
correspondiente agonista.

. Aumento de la expresion de -6qi4myr en comparacion con -6qi4 segiin Westernblot SDS-PAGE. Ademds, se

muestra la expresion de otras proteinas Ga.

Fraccionamiento en fraccion particulada (p; con contenido de membranas) y fraccién soluble (s; sc) de qwt
y -6qi4myr segin Westernblot SDS-PAGE. Las subunidades de proteina G se detectaron con el anticuerpo
monoclonal 12CAS5 y dan como resultado bandas de proteinas en un tamaio de -42KD.

. Unidn de distintos receptores acoplados a Gi/o por medio de -6qi4myr (=A6qi4myr) con la via de transduccién

de sefiales de PLCBS. D2, kappa y SSTRI1 son receptores acoplados a Gi/o. Como controles, se utilizaron un
constructo de vector, asi como la proteina Ga'16 (+16).

Unién de receptores acoplados a Gs por medio de -6qs5myr (=A6gs5myr) con la via de transduccién de sefiales
de PLCB. B1, B2 y DI son receptores acoplados a Gs. Como referencia, sirve un constructo de vector y la
proteina G Ga'16 (+16).

. Unién del receptor de dopamina D2 acoplado a Gi/o con la via de transduccién de sefiales de PLCB-Ca en

presencia de la subunidad @ G16 menos sensible, en presencia de la subunidad G @ muy sensible -6qi4myr, asi
como en combinacién con G16 y -6qi4myr. Es evidente que la potente activacion de la liberacion del calcio por
-6qi4myr no se perjudica mediante la presencia de G16.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para la identificacién de un compuesto quimico que modifica la accién de al menos una via de
transduccién de sefiales dependiente del receptor acoplado a la proteina G (GPCR) de un organismo biolégico, en
donde dicho procedimiento contiene las siguientes etapas de procedimiento:

a) preparacion de al menos una célula que contiene al menos una via de transduccién de sefiales dependiente de
un GPCR, en donde se prepara una o mds de una proteina G;

b) preparacion de al menos un compuesto quimico por ensayar;
¢) puesta en contacto de una célula de acuerdo con a) con un compuesto quimico por ensayar de acuerdo con b);

d) determinacidn del efecto cuantitativo o cualitativo de un compuesto quimico por ensayar de b) sobre la via de
transduccién de sefiales de una célula de a) por medio de una sefial medible dependiente de la via de transduc-
cién de sefales,

caracterizado porque al menos una proteina G estd seleccionada de -6qi4myr o -6qsSmyr, en donde “-6qi4”
significa que la subunidad @ de la proteina G de la clase Gaq lleva una delecién N-terminal de 6 aminodcidos y
presenta en el término C una secuencia ai, y en donde “6qgs5” significa que la subunidad @ de la proteina G de
la clase Gas lleva una delecion N-terminal de 6 aminoacidos y que presenta en el término C una secuencia as, y
“myr” significa que la correspondiente proteina G en el término amino presenta una secuencia de reconocimiento de
miristoilacién/palmitoilacion MGCC en lugar de la secuencia especifica de Gaq MACC.

2. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que en la célula, que se pone a disposicién segin a), se
preparan al menos dos proteinas G.

3. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1 6 2, en el que en la célula, que se pone a disposicion segtin a),
se preparan al menos dos proteinas G seleccionadas de -6qi4myr, 6qsSmyr, -6qi4, -6gs5 o Galphal®6.

4. Procedimiento de acuerdo con una o varias de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la célula segtin a) es la célula
de una especie de vertebrados, una especie de insectos, una C. elegans o una levadura.

5. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacidén 4, en el que la célula es una célula de HeLa, 293, COS, CHO o
una célula de Saccharomyces cerevisiae.

6. Procedimiento de acuerdo con una o varias de las reivindicaciones 1 a 5, en el que para determinar el efecto
cuantitativo o cualitativo de un compuesto quimico por ensayar por medio de una sefial medible en funcién de la via
de transduccién de sefiales de acuerdo con la reivindicacién 1 d) se usa la concentracién intracelular de Ca®*.

7. Procedimiento para la identificacion de un medicamento de acuerdo con una o varias de las reivindicaciones 1 a
6.
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> Aventis Pharma Deutschland GmbH

<120> Procedimiento con amplio intervalo de aplicaciones para identificar moduladores de los receptores acoplados

a la proteina G.

<130> AVE D-2000/A033

<140>
<141>

<160> 10

<170> Patentln Ver. 2.1

<210>1

<211> 1080
<212> DNA

<213> Mus

<400> 1

<210>2

<211> 359
<212> PRT
<213> Mus

musculus

atgactctgg
atcaacgacg
aagctgctge
atcatccatg
cagaacatct
tacaagtatg
gtgtctgett
atccaggaat
cttaatgact
agagttcgag
ttcagaatgg
gaaaatgtca
gagtcagaca
taccecctggt
gagaaaatca
gatgcccagg
gacaaaatta
tttgctgeceg

musculus

agtccatcat
agatcgagcg
tgctcgggac
ggtcaggata
tcacggccat
agcacaataa
ttgagaatcc
gctatgatag
tggaccgcgt
tcceccaccac
tcgatgtagg
cctctatcat
atgagaaccg
tccagaactce
tgtattcccea
cagcccgaga
tctactcceca
tcaaggacac

ggecgtgcetge
gcacgtcecge
aggagagagt
ctctgatgaa
gcaggccatg
ggctcatgca
atatgtagat
acgacgagaa
agctgaccct
agggatcatc
gggccaaagg
gtttctagta
aatggaggaa
ctcggttatt
tctagtcgac
attcattctg
cttcacgtgce
catcctccag

ctgagcgagg
agggacaagc
ggcaagadta
gataaaaggyg
atcagagcca
caattagttc
gcaataaaga
tatcaattat
gcctacctge
gaatacccct
tcagagagaa
gcgcttagtg
agcaaggctc
ctgttcttaa
tacttcccag
aagatgttceg
gccacagaca

ttgaacctga

aggccaagga
gggacgcceceg
cgtttatcaa
gcttcaccaa
tggacacact
gagaagttga
gtttatggaa
ctgactctac
ctacgcaaca
ttgacttaca
gaaaatggat
aatatgatca
tctttagaac
acaagaaaga
aatatgatgg
tggacctgaa
ccgagaatat

aggagtacaa

agcccggcegyg
ccgggagctce
gcagatgaga
gctggtgtat
caagatccca
tgtggagaag
tgatcctgga
caaatactat
agatgtgctt
aagtgtcatt
acactgcttt
agttctcgtg
aattatcaca
tcttctagag
accccagaga
cccagacagt
ccgectttgte
tctggtctaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
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<400> 2

Met

Glu

Lys

Glu

Ser

65

Gln

Leu

Vval

val

Thr

Ala

Arg

Ser

50

Gly

Asn

Lys

Axrg

Asp
130

Tyr Asp

Gln

Pro

Gln

Ser

225

Glu

Asn

Asp

Phe

Arg

210

Ile

Ser

Leu

Axg

Asp

35

Gly

Tyr

Iie

Ile

Glu

115

Ala

Arg

Asp

Val

Asp

195§

Ser

Met

Asp

Glu

Arg

20

Ala

Lys

Ser

Phe

Pro

100

Val

Ile

Arg

Leu

Leu

180

Leu

Glu

Phe

Asn

Ser

Ile

Arg

Ser

Asp

Thr
85

Tyr

Asp

Lys

Arg

Asp

165

Arg

Gln

Arg

Leu

Glu
245

Ile

Asn

Arg

Thr

Lys

val

Ser

Glu

150

Arg

val

Serxr

Arg

Val

230

Asn
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Met

Asp

Glu

Phe

55

Asp

Met

Tyr

Glu

Leu

135

vVal

Arg

val

Lys

215

Ala

Axg

Ala

Glu

Leu

40

Ile

Gln

Glu

Lys

120

Trp

Gln

Ala

val

Ile
200

Trp

Leu

Met

Cys

Ile

25

Lys

Lys

Arg

Ala

His

105

val

Asn

Leu

Asp

Pro

185

Phe

Ile

sSer

Glu

Cys

10

Glu

Leu

Gln

Gly

Met

S0

Asn

Ser

Asp

Ser

Pro

170

Thr

Arg

His

Glu

Glu
250

Leu

Arg

Leu

Met

Phe

75

Ile

Lys

Ala

Pro

Asp

155

Ala

Thr

Met

Cys

23S

Ser

Ser

His

Leu

Arg

60

Thr

Arg

Ala

Phe

Gly

140

Ser

Tyr

Gly

val

Phe

2290

Asp

Lys

Glu

val

Leu

45

Ile

Lys

Ala

His

Glu

125

Ile

Thr

Leu

Ile

Asp

205

Glu

Ala

Glu

Arg

30

Gly

Ile

Leu

Met

Ala

110

Asn

Gln

Lys

Pro

Ile

180

vVal

Asn

val

Leu

Ala

15

Arg

Thr

His

val

Asp

95

Gln

Pro

Glu

Tyr

Thx

175

Glu

Gly

Val

Leu

Phe
255

Lys

Asp

Gly

Gly

Tyr

80

Thr

Leu

Cys

Tyr

160

Gln

TyT

Gly

Thr

val

240

Axg
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<210>3

Thr Ile

Leu Asn

Vval Asp

290

Ala
305

Ile Arg

Leu Lys

<211> 1062
<212> DNA

<213> Mus musculus

<400> 3

<210>4

atggggtgct
cggcacgtce
acaggagaga
tactctgatg
atgcaggcca
aaggctcatg
ccatatgtag
agacgacgag
gtagctgacc
acagggatca
gggggccaaa
atgtttctag
cgaatggagg
tccteggtta
catctagtcg
gaattcattc
cacttcacgt
accatcctcece

<211> 353
<212> PRT

<213> Mus musculus

Ile Thr

260

Lys
275

Lys

Phe

Glu

Phe

Ile Ile

Tyr

Asp

Pro

Ile

Tyr

ES 2342 453 T3

Pro Trp

Leu Leu

Phe

Glu

Gln Asn

265

Glu Lys

280

Glu Tyr

255

Leu
310

Lys

Ser His

325

Phe Val

340

Glu
355

Tyx

gcctgagcga
gcagggacaa
gtggcaagag
aagataaaag
tgatcagagc
cacaattagt
atgcaataaa
aatatcaatt
ctgcctaccet
tcgaatacce
ggtcagagag
tagcgcttag
aaagcaaggc
ttctgttctt
actacttcce
tgaagatgtt
gcgccacaga
agttgaacct

Phe

Asn

Ala Ala

Leu Val

ggaggccaag
gcgggacgec
tacgtttatc
gggcttcacc
catggacaca
tcgagaagtt
gagtttatgg
atctgactct
gcctacgcaa
ctttgactta
aagaaaatgg
tgaatatgat
tctectttaga
aaacaagaaa
agaatatgat
cgtggacctg
caccgagaat
gaaggagtgt

Asp

Phe

val

Gly Pro

Phe Val

Thr Cys

330

Lys
345

Asp

gaagccecegge
cgcegggage
aagcagatga
aagctggtgt
ctcaagatcc
gatgtggaga
aatgatcctg
accaaatact
caagatgtgc
caaagtgtca
atacactgct
caagttctcg
acaattatca
gatcttctag
ggaccccaga
aacccagaca
atccgettetg
ggcctettet

Ser Ser Val

Ile Met

Tyr
285
Gln Arxg
300

Asp

Asp Leu Asn

315
Ala

Thr Asp

Thr Ile Leu

ggatcaacga
tcaagctgcect
gaatéatcca
atcagaacat
catacaagta
aggtgtctge
gaatccagga
atcttaatga
ttagagttcg
ttttcagaat
ttgaaaatgt
tggagtcaga
cataccectg
aggagaaaat
gagatgccca
gtgacaaaat
tctttgectge
aa

Ile
270

Leu
His

Ser

Ala Gln

Pro

Asp

Glu
3385

Thr

Gln
350

Leu

cgagatcgag
gctgctceggg
tgggtcagga
cttcacggece
tgagcacaat
ttttgagaat
atgctatgat
cttggaccgce
agtccccacc
ggtcgatgta
cacctctate
caatgagaac
gttccagaac
catgtattcc
ggcageccga
tatctactcc
cgtcaaggac

Phe

Leu

Ala

Ser

320

Asn

Asn

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1062
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<400> 4

Met

Glu

Phe

Asp

65

Met

Tyr

Glu

Le{l

145

val

val

Lys

Gly

Glu

Leu

Ile

50

Lys

Gln

Glu

Lys

Trp

130

Gln

Ala

val

Ile

Trp
210

Cys

Ile

Lys

35

Lys

ATrg

Ala

His

Val

115

Asn

Leu

Asp

Pro

Phe

195

Ile

cys

Glu

20

Leu

Gln

Gly

Met

Asn

100

Ser

Asp

Ser

Pro

Thr

180

Arg

His

Leu

Arg

Leu

Met

Phe

Ile

85

Lys

Ala

Pro

Asp

Ala

165

Thr

Met

Cys

Ser

His

Leu

Arg

Thr

70

Arg

Ala

Phe

Gly

Ser

150

Gly

val

Phe

ES 2342 453 T3

Glu

val

Leu

Ile

3)

Lys

Ala

His

Glu

Ile

135

Thr

Leu

Ile

Asp

Glu
215

Glu

Gly

40

Ile

Leu

Met

Ala

Asn

120

Gln

Lys

Pro

Ile

val

200

Asn

Ala

Arg

25

Thr

His

val

Asp

Gln

105

Pro

Glu

Thr

Glu

185

Gly

Val

Lys

10

Asp

Gly

Gly

Thr
90

Leu

Cys

Tyr

Gln

170

Gly

Thr

Glu

Lys

Glu

Ser

Gln

75

Leu

val

val

Tyr

Leu

155

Gln

Pro

Gln

Ser

Ala

Arg

Ser

Gly

60

Asn

Lys

Arg

Asp

Asp

140

Asn

Asp

Phe

Arg

Ile
220

Arg

Asp

Gly

45

TyX

Ile

Glu

Ala

125

Arg

Asp

vVal

Asp

Serx

205

Met

Arg

Ala

30

Lys

Ser

Phe

Pro

val

110

Ile

Leu

Leu

Leu

190

Glu

Phe

TIle

15

Arg

Ser

Asp

Thr

Tyr

95

Asp

Lys

Arg

Asp

Arg

175

Gln

Arg

Leu

Asn

Arg

Thr

Glu

Ala

80

Lys

Val

ser

Glu

160

val

Ser

Arg

val
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<210>5

Ala
225

Leu

Arg Met

Trp Phe

Leu Glu

Tyr Asp

250

Lys Met

305

His Phe

Ala

vVal

Phe

<211> 1062
<2-12> DNA

<213> Mus musculus

<400> 5

atggcgtgct
cggcacgtcc
acaggagaga
tactctgatg
atgcaggcca
aaggctcatg
ccatatgtag
agacgacgag
gtagctgacc
acagggatca
gggggccaaa
atgtttctag
cgaatggagg
tccteggtta
catctagtcg
gaattcattc
cacttcacgt
accatcctcec

Ser Glu

Tyr

Glu Glu Ser

245
Gln

Asn Ser

260

Glu
275

Lys Ile

Gly Pro Gln

Phe Val Asp

Thr Ala

325

Cys

Lys Asp Thr

340

gcctgagcga
gcagggacaa
gtggcaagag
aagataaaag
tgatcagagc
cacaattagt
atgcaataaa
aatatcaatt
ctgcctacct
tcgaatacce
ggtcagagag
tagcgettag
aaagcaaggc
ttetgttett
actacttccce
tgaagatgtt
gcgccacaga
agttgaacct

ES 2342 453 T3

Asp Gln

230

Lys 2Ala

val

Ser

Met Tyr

val Leu

Leu

Ile

Ser

val Glu

Ser Asp

235

Phe Arg

250
Leu Phe
265

His Leu

280

Arg Asp

285
Leu Asn
310

Thr Asp

Ile Leu

ggaggccaag
gcgggacgec
tacgtttatc
gggcttcacc
catggacaca
tcgagaagtt
gagtttatgg
atctgactct
gecctacgcaa
ctttgactta
aagaaaatgg
tgaatatgat
tctectttaga
aaacaagaaa
agaatatgat
cgtggacctg
caccgagaat
gaaggagtgt

Ala

Pro

Thr

Gln

Gln Ala

Asp Ser

Glu Asn

330
Leu Asn
345

gaagccceggce
egcecgggage
aagcagatga
aagctggtgt
ctcaagatce
gatgtggaga
aatgatcctg
accaaatact
caagatgtgce
caaagtgtca
atacactget
caagttctcg
acaattatca
gatcttctag
ggaccccaga
aacccagaca
atccgetttg
ggcctettct

Thr

Leu

val

Ala

Asp

315

Ile

Leu

Ile Ile

Asn Lys

Asp

285
Arg Glu
300

Lys Ile

Arg Phe

Lys Glu

ggatcaacga
tcaagctgct
gaatcatcca
atcagaacat
catacaagta
aggtgtctge
gaatccagga
atcttaatga
ttagagttcg
ttttcagaat
ttgaaaatgt
tggagtcaga
catacccctg
aggagaaaat
gagatgccca
gtgacaaaat
tctttgetge
aa

Asn Glu

Asn

240

Thr Tyr

255

Lys
270

Asp
Phe Pro
Phe

Ile

Ile

Pro

Leu

Glu

Leu

Ser

320

Val Phe

335

Cys
350

Gly

cgagatcgag
gctgcteggg
tgggtcagga
cttcacggcec
tgagcacaat
ttttgagaat
atgctatgat
cttggaccge
agtcceceacce
ggtcgatgta
cacctctatce
caatgagaac
gttccagaac
catgtattcc
ggcagccega
tatctactce
cgtcaaggac

Ala

Leu

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1062
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<210> 6
<211> 353
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 6

Met

Asp

Glu

Phe

Asp

65

Met

Tyr

Glu

Leu

Tyr
145

val

Arg

Ala

Glu

Leu

Ile

50

Lys

Gln

Glu

Lys

Trp

130

Gln

Ala

val

Cys

Ile

Lys

35

Lys

Arg

Ala

His

val

115

Asn

Leu

Asp

Pro

Cys

Glu

20

Leu

Gln

Gly

Met

aAsn

100

Ser

Asp

Ser

Pro

Thr

Leu

Arg

Leu

Met

Phe

Ile

85

Lys

Ala

Pro

Asp

Ala

165

Thr

Ser

His

Leu

Arg

Thr

70

Arg

Ala

Phe

Gly

Ser

150

Tyr

Gly

ES 2342 453 T3

Glu

val

Leu

Ile

SS

Lys

Ala

His

Glu

Ile

135

Thr

Leu

Ile

Glu

Arg

Gly

40

Ile

Leu

Met

Ala

Asn

120

Gln

Lys

Pro

Ile

Ala

Arg

25

Thr

His

val

Asp

Gln

105

Pro

Glu

Tyr

Thr

Glu

Lys
10

Asp

Gly

Gly

Thr
S0

Leu

Cys

Gln
170

TYY

Glu

Lys

Glu

Ser

Gln

75

Leu

val

val

Leu
155

Gln

Pro

Ala

Arg

Ser

Gly

60

Asn

Lys

Arg

Asp

Asp

140

Asn

Asp

Phe

Arg

Asp

Gly

45

Ile

Ile

Glu

125

Arg

Asp

val

Asp

Arg

Ala

30

Lys

Ser

Phe

Pro

val

110

Ile

Arg

Leu

Leu

Leu

Ile
15

Arg

Ser

Asp

Thr

Tyr
95

Asp

Lys

Asp

Arg
175

Gln

Asn

Arg

Thr

Glu

Ala

80

Lys

Val

Ser

Glu

160

val

Ser
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<210>7
<211> 1062
<212> DNA

val Ile

Lys Trp

210

Ala Leu
225

Arg Met

Trp Phe

Leu Glu

Tyr Asp
290

Lys Met

308

His Phe

Ala Val

Phe

<213> Mus musculus

<400> 7

atggcgtgct
cggcacgtcce
acaggagaga
tactctgatg
atgcaggcca

180

Phe Arg Met
195

Ile His Cys

Ser Glu Tyr

Glu Glu Ser

245

Gln Asn Ser
260

Glu Lys Ile
275

Gly Pro Gln

Phe Val Asp

Thr Cys Ala
3258

Lys Asp Thr
340

gcctgagega
gcagggacaa
gtggcaagag
aagataaaag
tgatcagage

ES 2342 453 T3

val Asp Val Gly Gly
200

Phe Glu Asn Val Thr

215

Asp Gln Val Leu Val

230

Lys Ala Leu Phe Arg

Ser Val Ile Leu Phe

Met Tyr Ser His Leu
280

Arg Asp Ala Gln Ala

295

Leu Asn Pro Asp Ser

310

Thr Asp Thr Glu Asn

Ile Leu Gln Leu Asn

ggaggccaag
gcgggacgcec
tacgtttatc
gggcttcacc
catggacaca

185
Gln Arg Ser
205
Ser Ile Met

220
Glu Ser Asp
235
Thr Ile Ile
250

Leu Asn Lys

265
val Asp Tyr
285
Ala Arg Glu

300
Asp Lys Ile
315
Ile Arg Phe
330

Leu Lys Glu

345
gaagcececggce ggatcaacga
cgccgggagce tcaagcetgcet
aagcagatga gaatcatcca
aagctggtgt atcagaacat
ctcaagatcc catacaagta

190

Glu

Phe

Asn

Thr

Lys

270

Phe

Phe

Ile

Val

Cys
350

Arg

Leu

Glu

Pro

Ile

Tyr

Phe

335

Gly

Arg

val

Asn

240

Pro

Leu

Glu

Leu

Ser

320

Ala

Leu

cgagatcgag
gectgcteggg

tgggtcagga
cttcacggcce

tgagcacaat

60

120
180
240
300
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<210> 8

<211> 353

aaggctcatg
ccatatgtag
agacgacgag
gtagctgacc
acagggatca
gggggccaaa
atgtttctag
cgaatggagg
tcctcggtta
catctagtcg
gaattcattc
cacttcacgt
accatcctcece

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 8

Met Ala

Asp Glu

Glu Leu

Phe Ile

50

Asp
65

Lys
Met Gln
Glu

Tyr

Glu Lys

Cys

Ile

Lys

35

Lys

Arg

Ala

His

val

cacaattagt
atgcaataaa
aatatcaatt
ctgecctacct
tcgaataccce
ggtcagagag
tagcgcttag
aaagcaaggce
ttctgttett
actacttccce
tgaagatgtt
gcgccacagda
agttgaacct

Leu

Cys

Glu
20

Arg

Leu Leu

Gln Met

Gly Phe

Met Ile

85

Lys
100

Ser Ala

118

Leu Trp

130

Asn

Asp Pro

‘Phe

ES 2342 453 T3

tcgagaagtt
gagtttatgg
atctgactct
gcctacgcaa
ctttgactta
aagaaaatgg
tgaatatgat
tctectttaga
aaacaagaaa
agaatatgat
cgtggacctg
caccgagaat
gaaggagtgt

Ser Glu Glu

His val Arg

Leu Leu Gly

40

Ile
S5

Arg Ile

Thr
70

Lys Leu

Arg Ala Met

Ala His Ala

Glu Asn

120

Ile
135

Gly Gln

gatgtggaga
aatgatcctg
accaaatact
caagatgtgc
caaagtgtca
atacactgct
caagttctceg
acaattatca
gatcttctag
ggaccccaga
aacccagaca
atccgctttg
ggcctcttct

Ala Lys

10

Arg
25

Asp
Thr Gly
His Gly
Val

TYr

Thr
S0

Asp

Gln
105

Leu

Pro

Tyr

Glu Cys

Glu

Lys

Glu

Ser

Gln

Leu

val

Val

Tyx

aggtgtctgce
gaatccagga
atcttaatga
ttagagttcg
ttttcagaat
ttgaaaatgt
tggagtcaga
catacccctg
aggagaaaat
gagatgeccca
gtgacaaaat
tectttgctge

aa

Ala

Arg Asp

Ser Gly

45

Gly Tyr
60~

Asn Ile

75

Lys Ile

Glu

Ala
125

Asp

Asp
140

Arg

ttttgagaat
atgctatgat
cttggaccgce
agtccccacc
ggtcgatgta
cacctctatc
caatgagaac
gttccagaac
catgtattcc
ggcagccecga
tatctactcc
cgtcaaggac

Ile
15

Axrg Asn

ARla
30

Arg Arg

Lys Ser Thr

Ser Asp Glu

Phe Thr Ala

80
Pro Lys
95

val
110

val

Ile Lys Ser

Glu

360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
860
1020
1062
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Tyr Gln
145

Val Ala

Arg Val

Val Ile

Lys Trp
210

Ala Leu
225

Arg Met

Trp Phe

Leu Glu

Tyr Asp
290

Lys Met
308

His Phe

Ala Val

Phe

<210>9
<211> 1128
<212> DNA

<213> Mus musculus

Leu

Pro

Phe

195

Ile

Ser

Glu

Gln

Glu

275

Gly

Phe

Thr

Lys

Ser

Pro

Thr

180

Arg

His

Glu

Glu

Asn

260

Lys

Pro

Val

Cys

Asp
340

Ala
165

Thr

Met

Cys

Tyr

sSex

245

Ser

Ile

Gln

Asp

Ala

325

Thr

Ser
150

Tyr

Gly

val

Phe

Asp

230

Lys

Ser

Met

Arg

Leu

310

Thr

Ile

ES 2342 453 T3

Thr

Leu

Ile

AsSp

Glu

215

Gln

Ala

vVal

Asp

285

Asn

Asp

Leu

Lys

Pro

Ile

val

200

Vval

Leu

Ile

Ser

280

Ala

Pro

Thr

Gln

Tyr

Thr

Glu

185

Gly

val

Leu

Phe

Leu

265

His

Gln

Asp

Glu

Leu
345

Tyr

Gln
170

Tyx

Gly

Thr

Val

Arg

250

Phe

Leu

Ala

Ser

Asn

330

Asn

Leu

155

Gln

Pro

Gln

Ser

Glu

235

Thr

Leu

Val

Ala

Asp

315

Ile

Leu

Asn

Asp

Phe

Arg

Ile

220

Ser

Ile

Asn

Asp

Axg
300

Lys

Arg

Lys

Asp

val

Asp

Ser

205

Met

Asp

Ile

Lys

285

Glu

Ile

Phe

Glu

Leu

Leu

Leu

190

Glu

Phe

Asn

Thr

Lys

270

Phe

Phe

Ile

val

Cys
350

Asp

Arg

175

Gln

Arg

Leu

Glu

255

Asp

Pro

Ile

Tyr

Phe

335

Gly

Arg
160

Val

Ser

vVal

Asn

240

Pro

Leu

Glu

Leu

Ser

320

Ala

Leu
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<400> 9

<210> 10

gccatggece
geccgeecgecce
¢gcggggage
aagcagatgc
ccectggtet
ctgcagattc
gacccctata
agggatgccg
gccgtgtact
caggacgtgc
cagaaaacca
atccattgtt
cagtgcctgg
actatcctgg
gacatcctgg
ggccctaagce
tacaccgggt
ttcagccact
cgggactcgg

<211> 374
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 10

Met ala

Asp Glu

Leu Glu

Gly Pro

50

Ile
65

His
val

Leu

Met Glu

Arg

Lys

Gln

35

Gly

Gly

Arg

gctcgcetgac
gggtggacca
tgaagctgct
ggatcatcca
accagaacat
cattcagcag
aagtgaccac
gcatccggge
acctgtececa
tccgcagecg
acctgcggat
tcgagaacgt
aggagaacaa
aactacecctyg,
aggagaaaat
aggatgctga
gcgtggacgg
acacatgtgc
tgctcgeecyg

Ser Leu

Ala
20

Ala

Lys Lys

Glu Ser

Ala Gly

Gln Asn

85

Leu Gln

ES 2342 453 T3

ctggcgetgce
ggagatcaac
gcttttgggce
cggecgecggce
cttcgtgtcec
gcccgagagc
gtttgagaag
ctgctatgag
cctggagege
catgcccacc
cgtggacgtc
gatcgeccctce
ccaggagaac
gttcaaaagc -
ccccacctec
ggcagccaag
ccccgagggce
cacagacaca
ctacctggac

Thr Trp

Ala Arg

Gln Asp

4
Gly Lys
55

Ser

Ile Phe Va

Ile Pro

Arg

val

Arg

Ser

Glu

Phe

tgceectggt
aggatcctct
ccaggcgaga
tactcggagg
atgcgggeca
aagcaccacg
cgctacgctg
cgtcggeggg
atcaccgagg
actggcatca
gggggccaga
atctacctgg
cgcatgaagg
acatccgtca
cacctggceta
aggttcatcc
agcaagaagg
cagaacatcc
gagatcaacc

Cys Cys

10

Asp Gln

25

Gly Glu
0

Thr Phe

Glu Glu

1 Ser Met

90

Ser Arg

10

gecctgacgga
tggagcagaa
gcgggaagag
aggagcgcaa
tgatcgaggce
ctagcctggt
cggccatgea
aattccacct
agggctacgt
acgagtactg
agtcagagceg
cctcactgag
agagcctege
tectgetttcet
cctatttcee
tggacatgta
gcgcacgatc
gcaaggtctt
tgctgtga

Pro Trp

Glu Ile

Leu Lys

Ile Lys

60

Arg
75

Lys
Ala

Arg

Pro Glu

Cys

Asn

Leu

45

Gln

Gly

Met

Ser

ggatgagaag
gaagcaggac
caccttcatc
gggcttcegg
catggagcgg
catgagccag
gtggctgtgy
gctcgattca
ccccacagcet
cttcteegtg
taagaaatgg
tgaatacgac
attgtttggg
caacaaaacc
cagtttccag
cacgaggatg
ccgacgcctt
caaggacgtg

Thr
15

Leu

Arg Ile

30

Leu Leu

Met Arg

Phe Arg

Ile Glu

S5

Lys His

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
$00
960
1020
1080
1128

Glu

Leu

Leu

Ile

Pro

80

Ala

His
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Ala

Lys

14S

val

Pro

Asn

val

Asn

225

Cys

Leu

Ile

Ser

Ala

305

Thr

Asp

Ser

Arg

130

Ala

TvT

Thr

Glu

Gly

210

val

Leu

Phe

Leu

His

290

Glu

Gly

Arg

Lys

Glu
370

Leu
115

Cys

Tyr

Ala

Tyr

185

Gly

Ile

Glu

Gly

Phe

275

Leu

Ala

cys

Leu

Val
355

100

Val

Tyr

Leu

Gln
180

Cys

Gln

Ala

Glu

Thr

260

Leu

Ala

Ala

vVal

Phe

340

Phe

Met

hAla

Glu

Ser

165

Asp

Phe

Lys

Leu

Asn

245

Ile

Asn

Thr

Lys

Asp

325

Ser

Lys

ES 2342 453 T3

Ser

Ala

Arg

150

His

val

Ser

Ser

Ile

230

Asn

Leu

Lys

Tyr

Arg

310

Gly

His

Asp

Ile Asn Leu Leu

Gln

Met

135

Arg

Leu

Leu

val

Glu

215

Gln

Glu

Thr

Phe

295

Phe

Pro

Tyr

val

Asp

120

Gln

Arg

Glu

Arg

Gln

200

Arg

Leu

Glu

Leu

Asp

280

Pro

Ile

Glu

Thr

Arg
360

11

10S

Pro

Trp

Glu

Arg

Ser

185

Lys

Lys

Ala

Asn

Pro

265

Ile

Ser

Leu

Gly

Cys

345

Asp

TYyr

Leu

Phe

Ile

170

Arg

Thr

Lys

Ser

Arg

250

Trp

Leu

Phe

Asp

Ser

330

Ala

Ser

Lys

Trp

His

155

Thr

Met

Asn

Trp

Leu

235

Met

Phe

Glu

Gln

Met

315

Lys

Thr

val

val

Arg

140

Leu

Glu

Pro

Leu

Ile

220

Ser

Lys

Lys

Glu

Gly

300

Lys

Leu

Thr

1285

Asp

Leu

Glu

Thr

Arg

205

His

Glu

Glu

Ser

Lys

285

Pro

Thr

Gly

Thr

Ala
365

110

Thr

Ala

Asp

Gly

Thr

150

Ile

Cys

Ser

Thr

270

Ile

Lys

Arg

Ala

Gln

350

Arg

Phe

Gly

Ser

175

Gly

val

Phe

Asp

Leu

255

Ser

Gln

Met

Arg

335

Asn

Glu

Ile

Ala

160

Vval

Ile

Asp

Glu

Gln

240

Ala

val

Thr

Asp

TYyr

320

Ser

Ile

Leu
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