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Nueva Proteina

Campo de la invencidn

La presente invencidén se refiere a proteinas de
interaccién lambda humanas implicadas en la activacidn
del Factor Nuclear kB (NF-kB) vy ademas, pero no
exclusivamente, a mutantes quinasa-inactivos de tales
proteinas; a secuencias de nucledtidos que codifican
tales proteinas y proteinas mutantes; y a vectores de
expresidén, lineas celulares, anticuerpos, procedimientos
de seleccidn, compuestos, procedimientos de produccién y
procedimientos de tratamiento relacionados con las

proteinas.

Antecedentes de la Invencidn

Los 1isotipos atipicos de 1la Proteina Quinasa C
(PKC) (A/WPKC y GPKC) son necesarios para funciones
celulares béasicas tales como la proliferacién y la
supervivencia. Ciertos estudios han demostrado que las
PKC atipicas (aPKC) se estimulan por el TNFa y se
requieren para activacién de NF-xB por esta citocina, a
través de un mecanismo que implica probablemente 1la
fosforilacién de IkB mediante la activacidén de la IxB

quinasa B.

El factor de transcripcidén NF-kB juega un papel

critico en varias funciones celulares incluyendo las
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respuestas clave inflamatorias y las respuestas inmunes.
El factor kB nuclear es un factor de transcripcidén de
midltiples subunidades expresado en todas partes, que se
activa en varios tipos de células por un grupo diverso
de agentes inflématorios tales como TNFa, IL-1B,
endotoxina bacteriana y virus de ARN. NF-xB se compone
de dimeros de diferentes miembros de 1la familia de
proteinas Rel. 1la forma clésica de NF-xB es un
heterodimero de p50 y p65 (Rel A) (Baeurle y Henkel,
1994; Baldwin, 1996; Thanos y Maniatis, 1995); esté
complejado en el citosol por IkB, gque 1impide su

translocacidén nuclear y su actividad.

Tras la estimulacidén de las células por citocinas
inflamatorias tales como TNFa o IL-1, el IxBa se
fosforila, activando su extensién vy la posterior
degradacién de IkB a través de la ruta proteosdmica
(Verna y col., 1995). Estos acontecimientos liberan NF-
kB, que se transloca al nlGcleo, donde activa varios
genes (Baeurle y Henkel, 1994; Baldwin, 1996; Thanos y

Maniatis, 1995; Verma y col., 1995).

La identificacidén de la guinasa responsable de la
fosforilacién de IkB inducida por 1la seflal ha sido
objeto de investigacién. Se han identificado wvarios
grupos y se han clonado dos actividades IkB guinasa

(IKKa e IKKP) que fosforilan los restos 32 y 36 de IKBa,

y cuya actividad se estimula potencialmente por TNF e
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IL-1 (DiDonato y c¢ol., 1997; Mercurio y col., 1997;
Réginer y col., 1997; Woronicz y col., 1997; Zandi y
col., 1997). Las IKK se unen a NIK (quinasa inductora de

NFkB), un miembro de la familia MAPKKK que interacciona

con TRAF2 (Malinin y col., 1997), asociando asi la

degradacidén de IkB y la activacidén de NF-xB al complejo

receptor del TNF.

El TNFa es un potente activador de las PKC
atipicas in vivo. Previamente se ha demostrado que las
isoformas atipicas de PKC ¢ (zeta) y A/t (lambda/iota)
juegan un papel critico durante la activacidn de NF-kB
(Diaz-Meco y col., 1996; Folgueira y col., 1996; Sontag

y col., 1997). Asi pues, el blogueo de las PCK atipicas

por inhibidores peptidicos de pseudosustrato
microinyectados (Dominguez Y col., 1993),
oligonucledtidos antisentido (Folgueira y col., 1996) o

la transfeccién de mutantes negativos dominantes sin
actividad quinasa de ¢PKC o A/1PKC (Berra y col., 1995,
Bjoxrkoy y col., 1995; Diaz-Meco y col., 1996; Sontag y
col., 1997) debilita dramaticamente la activacidén de NF-

KB.

Sin embargo, siguen sin conocerse los mecanismos
por los que las PKC atipicas participan en la ruta de
activacién de NF-xB. Como ¢PKC no puede fosforilar
directamente IkB (Diaz-Meco y'col., 1994), es posible
que las seflales generadas por la estimulacién de las PKC

atipicas pueda estar mediada por las nuevas IKK. A este
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respecto, recientemente se ha demostrado que las PKC
atipicas se unen a las IKK in vitro e in vivo (Lallena y
col., 1999). La sobreexpresidn de estas PKC modula
positivamente la actividad IKKB, pero no la actividad
IKKa, mientras que la transfeccién de sus mutantes
negativos dominantes respectivos debilita gravemente la
activacién de IKKB, pero no la de IKKa, en células
estimuladas con TNFo (Lallena y col., 1999). Ademids, la
PKC atipica activa recombinante estimula dramdticamente
in vitro la IKKB -- pero no la IKKa -- en células no
estimuladas (Lallena vy col., 1999). Colectivamente,
estos resultados demuestran un papel critico de las PKC
atipicas en la ruta de NF-kB a través de la regulacién

de la actividad de IKK.

En contraste con las isoformas cléasicas o nuevas
de las PKC, las PKC atipicas son insensibles a ésteres
de forbol o al diacilglicerol, pero se activan por otros
segundos mensajeros lipidicos importantes tales como
fosfatidilinositol 3,4,5-P, (Nakanishi y col., 1993) vy
ceramida (Lozano y col., 1994). Aungque los productos de
la PI 3-guinasa activan las aPKC (Nakanishi y col.,
1993; Akimoto y col., 1996), también estimulan otras
quinasas tales como €PKC, OPKC, PRK1l o c-Akt (Diaz-Meco
y col., 1996). La ceramida activa a las dos aPKC (Lozano
y col., 1994; Miuller y col., 1995), pero la también
estimula la proteina quinasa activada por ceramida,

entre otras dianas posibles. Esto sugiere que los
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diferentes mediadores lipidicos no son selectivos para

una PKC dada.

Ahora se ha descubierto que una nueva proteina de
interaccién lambda (denominada aqui BLIP) interacciona
con A/1PKC de wuna forma dependiente del TNFa. La
expresidén ectdépica de BLIP de tipo silvestfe es
suficiente para activar NF-kB de una forma dependiente
de MA/1PKC, mientras que el mutante de BLIP quinasa-
inactivo es dominante negativo. Las proteinas BLIP
humanas y de otros mamiferos son uUtiles para seleccionar
procedimientos para la identificacién y desarrollo de
nuevos agentes farmacéuticos, incluyendo agonistas vy
antagonistas de las proteinas, que pueden usarse para
aumentar o reducir la activacién de NF-KB (en
comparacién con la activacidén que se produciria en una
célula de control no tratada).

Por consiguiente, es un objeto de 1la presente
invencidén proporcionar proteinas BLIP humanas aisladas y
ADN que codifica tales proteinas. Otros objetos de la
presente invencidén serdn evidentes a partir de la

siguiente descripcidn detallada de la misma.
Resumen de la Invencidn

De acuerdo con una realizacién de la presente
invencidén, se proporciona una proteina BLIP humana
aislada o wuna variable de 1la misma. En un aspecto

particularmente preferido de la invencidén, 1la proteina
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proporcionada en la Figura 2A (SEC ID NO: 4).

Un aspecto adicional de la presente invencidén es

un mutante sin actividad quinasa de una proteina BLIP.

Otro aspecto de la presente invencidédn es una
proteina LIP humana aislada o una variante de la misma.
En un aspecto particularmente preferido de la invencidn,
la proteina tiene la secuencia de aminoacidos de la SEC

ID NO: 6.

De acuerdo con otro aspecto de 1la invencidn, se
proporciona una secuencia de nucledtidos aislada que
codifica una proteina BLIP o una variante de la misma, o
una secuencia de nucledtidos que es complementaria a la
misma. Preferiblemente, la secuencia de nucledtidos es
una secuencia de ADNc. De una forma particularmente
preferida, la secuencia de nucledétidos es o comprende la

SEC ID NO: 3.

De acuerdo con otro aspecto de la invencidn, se
proporciona una secuencia de nucledtidos aislada que
codifica una proteina LIP o una variante de la misma, o
una secuencia de nucledtidos que es complementaria a 1la
misma. Preferiblemente, la secuencia de nucledtidos es
una secuencia de ADNc. De una forma particularmente
preferida, la secuencia de nucledtidos es o comprende la

SEC ID NO: 6.
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De acuerdo con otro aspecto de la invencidn, se
proporciona una molécula de ADN aislada que tiene una
secuencia seleccionada entre el grupo compuesto por: (a)
ADN aislado que codifica la proteina BLIP de la Figura
2A (SEC ID NO: 4); (b) ADN aislado que hibrida con el
ADN aislado de (a) anterior bajo condiciones
representadas por una rigurosidad de lavado de NaCl 0,3
M, citrato sédico 0,03 M y SDS 0,1% a 60°C, que tiene
una homologia de al menos un 65% con el ADN aislado de
(a) anterior, y que codifica una proteina BLIP; y (c)
ADN aislado que tiene una secuencia complementaria a (a)

- {c¢) anteriores.

De acuerdo con otro aspecto de la invencidn, se
proporciona un vector de expresién que comprende una
secuencia de &cido nucleico como se ha mencionado
anteriormente. De acuerdo con otro aspecto de 1la
invencidén, se proporciona una construccién de A&cido
nucleico que tiene un promotor y un acido nucleico
heterdélogo unido operativamente a dicho promotor, donde
dicho &cido nucleicé heterdlogo es una molécula de acido

nucleico como la proporcionada anteriormente.

De acuerdo con otro aspecto de la invencidén, se
proporciona una linea de células estables que comprende
una secuencia de ADN recombinante o© un vector de
expresidén como se ha mencionado anteriormente, capaz de

expresar la proteina codificada. Preferiblemente, 1la
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modificadas.

De acuerdo con otro aspecto de la invencidén, se
proporciona un anticuerpo policlonal o monoclonal que se
une especificamente a una proteina BLIP como se ha

indicado anteriormente.

De acuerdo con otro aspecto de la invencidn, se
proporciona un oligonucledtido antisentido
complementario a un &acido nucleico como se ha indicado
anteriormente y que tiene una longitud suficiente como
para hibridar con el mismo bajo condiciones
fisioldégicas; Jjunto <con un ADN que codifica tal
oligonucledétido antisentido; y una construccidén de &cido
nucleico que tiene un promotor y un &cido nucleico
heterdélogo unido operativamente a dicho promotor, donde
el &acido nucleico heterdlogo es un ADN gque codifica tal

oligonucledtido antisentido.

De acuerdo con otro aspecto de la invencidn, se
proporciona un procedimiento para inhibir la activacidn
de NF-xB en una célula, que comprende proporcionar a la
célula un inhibidor de 1la activacién de NF-kB
relacionada con BLIP, en una cantidad eficaz para
inhibir la activacién de NF-kB en dicha célula. La
célula puede proporcionarse en cualquier forma adecuada,
tal como en un cultivo in vitro. La etapa de proporcidn

puede realizarse por cualquier medio adecuado, tal como



WO 01/11027 PCT/ES00/00308

10

15

20

25

9

suministrando el compuesto inhibidor en el interior de
la célula o suministrando dentro de la célula un &cido
nucleico que codifica y expresa una proteina inhibidora.
La célula preferiblemente es una célula de mamifero vy,
mas preferiblemente, una célula humana.

Otro aspecto de la presente invencidédn es el uso de
un mutante BLIP sin actividad quinasa, o una proteina
LIP, como un inhibidor de la activacidén de NF-kB en una

célula o como un agente o adyuvante contra el céncer.

De acuerdo con otro aspecto de la invencidn, se
proporciona un procedimiento para seleccionar compuestos
con respecto a la capacidad de modular (aumentar o
inhibir) la activacidén dependiente de BLIP de NF-kB.
Tales procedimientos comprenden poner en contacto un
compuesto de ensayo con una proteina BLIP como se ha
mencionado anteriormente y detectar la actividad o 1la

inactividad de modulacidn.

De acuerdo con otro aspecto de la invencidn, se
proporciona un compuesto que modula la actividad NF-xB
dependiente de BLIP, identificable por los

procedimientos mencionados anteriormente.

De acuerdo con otro aspecto de la invencidn, se
proporciona un procedimiento de tratamiento o profilaxis
de un trastorno que responde a la modulacidén de la
activacién de NF-xB dependiente de BLIP, en un mamifero,

que comprende administrar a dicho paciente una cantidad
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eficaz de un compuesto que modula (inhibe o aumenta) la
activacidén NF-kB dependiente de BLIP. Preferiblemente,
el trastorno se selecciona entre trastornos neopléasicos,

inflamatorios e inmunes.

De acuerdo con otro aspecto de la invencidn, se
proporciona el uso de un compuesto que modula la
activacién de NF-kB dependiente de BLIP en un
procedimiento de formulacidén de un medicamento para el
tratamiento o profilaxis de un trastorno que responde a
la modulacidén de la activacién de NF-xB dependiente de

BLIP.

Breve Descripcidn de las Figuras.

La presente invencidn se describird adicionalmente
a modo de ejemplo y haciendo referencia a las siguientes

figuras:

La Figura 1 muestra en un grafico el efecto de 1la
sobreexpresién de LIP sobre la activacién de NF-kB;
aumentando la expresidn de LIP la actividad reducida del

mensajero dependiente de xB inducido por TNFao.

La Figura 2A muestra la secuencia de aminoacidos de la

proteina BLIP humana (SEC ID NO: 4).
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La Figura 2B es una representacién esquemidtica de BLIP
que muestra el dominio de tipo PI 3-quinasa de FRAP/ATM

y la regidén LIP.

La Figura 3A es una alineacidén del dominio de PI 3-
quinasa de la proteina BLIP humana con el de FRAP. Los
asteriscos indican los aminocécidos que son idénticos en
las dos proteinas alineadas; los restos criticos
conservados que confieren actividad catalitica a 1la

proteina estédn incluidos en recuadros.

La Figura 3B es una alineacién del dominio de PI 3-
guinasa de la proteina BLIP humana con el de ATM. Los
asteriscos indican los aminodcidos que son idénticos en
las dos proteinas alineadas; 1los restos criticos
conservados gque confieren actividad catalitica a 1la
proteina estan incluidos en recuadros.

La Figura 4A muestra en un grafico los efectos del BLIP
sobre la activacién de NF-xkB en cultivos de células
HEK293 humanas. Las células HEK293 se transfectaron con
un plésmido mensajero de luciferasa dependiente de kB y:
un vector de control negativo (primera barra);
concentraciones crecientes de un plédsmido de expresidn
para BLIP de tipo silvestre (BLIP; segunda-sexta
barras); concentraciones crecientes de un plasmido de
expresidén para la proteina BLIP quinasa-inactiva
(BLIP""; séptima-undécima barra); o un vector de
expresién RIP (control positivo; barra final). Después

de 24 horas, se determinaron los niveles de expresidn de
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luciferasa. Los resultados son la media +SD de tres
experimentos independientes con incubaciones por

duplicado.

La Figura 4B ilustra en un grafico el papel de BLIP
sobre la activacién de NF-xB en cultivos de células
HEK293. Las células se transfectaron con un pléasmido
mensajero de luciferasa dependiente de kB y: un vector
de control negativo (barras blancas), un plasmido de
expresién para A/1PKC de tipo silvestre (A/1PKC; barras
sombreadas) o un plésmido de expresidén para A/1PKC
guinasa-inactivo (A/tPKC"™"; barras negras). Se evalud la
actividad luciferasa en las células sin BLIP (control) vy
con concentraciones crecientes de BLIP de tipo silvestre

(BLIP) después de 24 horas. Los resultados son la media

+

SD de tres experimentos independientes con

incubaciones por duplicado.

La Figura 5 muestra el porcentaje de células HelLa con
p65 nuclear después de la transfeccidén con un vector
para una versién marcada con HA de BLIP"™'. Veinte horas
después de la transfeccidén, las células se dejaron sin
tratar (control, Dbarras blancas) vo se estimularon
durante 20 minutos con TNFa (30 ng/ml; barras negras).
El andlisis se realizd mediante microscopia confocal de
inmunofluorescencia con anticuerpo monoclonal anti-HA

12CAS5 y un anticuerpo policlonal de cabra anti-p65. El
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grafico muestra la media z SD de varios campos (300

células) de tres experimentos independientes.

La Figura 6 proporciona la secuencia de nucleétidos (SEC
ID NO: 3) del ADN que codifica la proteina BLIP de la

SEC ID NO: 4.

Descripcién Detallada de la Invencidn

Los presentes inventores han aislado v
caracterizado una nueva isoforma LIP, denominada agui
BLIP (por "big LIP" (LIP grande)) (SEC ID NO: 4). BLIP
interacciona con A/1PKC de una forma dependiente de TNFa
y activa NF-kB de una forma dependiente de A/iPKC. De
relevancia funcional, BLIP tiene un dominio que es muy
homélogo a la regidén semejante a PI 3-quinasa de 1la
proteina asociada a FKBP-rapamicina (FRAP) y la proteina
Ataxia Telangiectasia Mutada (ATM) (véanse las Figs. 3A
y 3B). De forma interesante, la expresidén ectdpica de
BLIP de tipo silvestre es suficiente para activar NF-«kB
de una forma dependiente de A/1tPKC, mientras que el
mutante quinasa-inactivo de BLIP es dominante negativo.
Esta es la primera evidencia de la implicacién de una
molécula semejante a FRAP/ATM en la activacidn de NF-kB.
Se ha demostrado que NF-xkB es relevante en 1la
proliferacién de las células y en la apoptosis (Baldwin,
1996; Lenardo y Baltimore, 1989). Los presentes
inventores expandieron adicionalmente la secuencia

conocida de la proteina LIP humana y determinaron que la
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proteina LIP inhibe la transcripcidén dependiente de NF-

KB cuando se expresa en una célula.

Las PKC atipicas se regulan por reguladores
proteicos. En comparacién con las secuencias de
aminodcidos de las PKC nuevas o clésicas, las secuencias
de la subfamilia de PKC atipicas difieren en el dominio
regulador. La identificacién de moduladores selectivos
para cada isotipo de PKC ayudard a comprender la funcidn
y regulacidén de las diferentes isoformas de PKC. Se ha
identificado una proteina denominada LIP como regulador
selectivo de A/1PKC (Diaz-Meco y col., 1996). LIP se une
al saliente de cinc de A/1PKC, pero no se une a aPKC, a
€PKC ni incluso al ¢PKC muy relacionado (Diaz-Meco vy
col., 1996). De forma interesante, la sobreexpresidén de
un fragmento de LIP (el fragmento R4) que es suficiente
para interaccionar con A/1IPKC es capaz de estimular una
actividad promotora dependiente de kB (Diaz-Meco y col.,

1996) .

Previamente, se informd que la expresidn de una
regidén C-terminal minima de LIP (denominada R4 en Diaz-
Meco y col., 1996) que se unia a A/i\PKC, también era
suficiente para activar NF-xB (Diaz Meco y col., 1996).
Sin embargo, los presentes inventores determinaron que
la sobreexpresidén de LIP de longitud entera no activa
NF-xB, y de hecho inhibe 1la transcripcién de genes

dependientes de kB (véase el Ejemplo 4).
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LIP se identificé inicialmente por el sistema de
dos hibridos en levadura. Diaz-Meco y col., (1996),
describen un ADNc aislado de LIP que codifica una
proteina de 713 aminodcidos, con un peso molecular
previsto de 79,7 kDa. Los presentes inventores
determinaron que la secuencia de LIP era de 779
aminoacidos (SEC ID NO: 6) y observaron gque LIP se
expresaba en tejidos de testiculo y de corazdn, pero no
en otros tejidos investigados (higado, ovarios, bazo,
timo, cerebro, pulmén Yy rifién) . Sin embargo,
inesperadamente se detectd una banda que reaccionaba con
el anticuerpo anti-LIP y que tenia un peso molecular

mayor de 200 kDa (resultados no mostrados) .

Después se determind la expresidén de LIP y la
banda recién identificada en dos 1lineas de células
humanas diferentes (células HEK293 y Hela). Véase el
Ejemplo 2. Se observd que las dos bandas eran
detectables en las dos lineas de células aunque variaba
la proporcidén, siendo 1la proteina de mayor peso
molecular (BLIP) mas abundante en células HEK293 que en

células Hela (resultados no mostrados).

Los presentes inventores evaluaron si BLIP se
podia unir a A/1PKC in vivo (Ejemplo 3), usando células
HEK293 que no estaban tratadas (control) o estimuladas
con TNFa durante diversos tiempos. Bajo condiciones de

reposo habia una asociacién pequefia o nula de BLIP o LIP
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con A/1PKC (datos no mostrados). Sin embargo, tras la
estimulacidén de TNFa, habia una interaccidén répida vy

sostenida de BLIP con A/tPKC.

Para investigar adicionalmente si BLIP era
fisioldgicamente relevante en la ruta aPKC/NF-kB, los
presentes inventores después clonaron y caracterizaron
molecularmente BLIP (Ejemplo 5). BLIP es una proteina de
2392 aminodcidos (Fig. 2A, SEC ID NO: 4); la regidén que
abarca los aminodcidos 881-1209 de BLIP presenta un aito
grado de homologia con los‘dominios PI 3-guinasa de FRAP
(SEC ID NO:1) y de ATM (SEC ID NO: 2) (Figs. 3A y 3B).
La alineacidén de los dominios de tipo PI 3-quinasa de
BLIP, FRAP y ATM indica que BLIP tiene actividad
guinasa, ya que los motivos DXXXXN y DFG que constituyen
restos criticos del sitio catalitico conservado en todos
los miembros de la familia ATM con actividad quinasa,
también se conservan en BLIP. (véanse las Figs. 3A vy

3B) .

Los presentes inventores investigaron si el
dominio quinasa semejante a FRAP/ATM de BLIP juega un
papel en la activacién de NF-kB (Ejemplo 6). Se
transfectaron células HEK293 con un gen mensajero
dependiente de kB (luciferasa) junto con concentraciones
crecientes de plasmidos de expresidén para BLIP, bien
para BLIP de tipo silvestre o para un mutante quinasa-
inactivo (BLIP™"). Los resultados (Figura 4A) indican

que la expresidén de BLIP de tipo silvestre (pero no un
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mutante de BLIP quinasa inactivo) es suficiente para

activar la actividad del mensajeroc dependiente de kB en
un grado comparable al de RIP (Proteina de Interaccidn

con el Receptor).

Otros experimentos establecieron que el efecto de
activacién de NF-kB de la proteina BLIP depende de
A/1PKC (Ejemplo 7). Las células se transfectaron con un
plédsmido mensajero de luciferasa dependiente de kB y un
vector de control negativo, un plasmido de expresidn
para MA/1PKC de tipo silvestre, o un plésmido de
expresién para A/1PKC™' quinasa-inactivo. Se evalud la
actividad luciferasa en células sin BLIP (control) y con
concentraciones crecientes de BLIP de tipo silvestre
(BLIP) y se observd que la co-expresién de A/1PKC de
tipo silvestre cooperaba con BLIP para activar NF-kB,
mientras que la expresién del mutante A/1PKC quinasa-
inactivo no lo hacia. Los resultados se muestran en la

Figura 4B.

El trabajo de los presentes inventores indica que
BLIP es un componente critico de la ruta de NF-xB, y

depende de su propia actividad quinasa y de la de A/1PKC

para ejercer su funcidn.

Para demostrar que BLIP controla la translocacidn
de RelA al nGcleo, se transfectaron células con el

vector de expresidén de BLIP mutante (BLIP™") marcado con
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HA. Veinticuatro horas después de la transfeccidn, las
células se estimularon con TNFa o se dejaron sin tratar
(control). Después, las células se analizaron mediante
inmunofluorescencia doble usando un anticuerpo anti p65
(RelA) y un anticuerpo anti-HA para detectar las células
que estaban expresando la construccidén (datos no
mostrados). El andlisis de las células reveld que las
células transfectadas con el ABLIP mutante habian
inhibido la translocacidén inducida por TNFa de pé5 en
comparacidén con las células transfectadas con BLIP de

tipo silvestre (Fig. 5).

Las PKC atipicas estdn implicadas en el control de
NF-xkB y p70S6K (Romanelli y col., 1999). Las dos rutas
son criticas en el control de 1la funcién de células
inflamatorias e inmunosupresoras. NF-kB controla una
miriada de respuestas inmunes y es una molécula anti-
apoptdtica potente. La inhibicidén de las quinasas PKC
atipicas bloquea el crecimiento y la proliferacidén de
las células e 1inicia una muerte celular programada
(Berra y col, 1993, 1997; Diaz-Meco y col., 1996; Murray
y col., 1997). Ademds, la inhibicidén de aPKC conduce a
la inversidén del fenotipo transformante de células
transformadas.con Ras (Bjorkoy y col., 1995), indicando
que los inhibidores de las PKC atipicas pueden tener
efectos antineoplédsicos y serian adecuados para la
seleccién de efectos terapéuticos contra el céncer.
Consistente con esta nocidn, las PKC atipicas se dirigen

a intermedios clave de la cascada de sefializacidn de las
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células implicada en la proliferacién celular. Se ha
demostrado que ¢PKC, asi como A/\PKC, controlan 1la
activacién de la cascada de sefializacidén MEK-ERK, junto
con Raf, en las rutas Ras y PI 3-quinasa y (Diaz-Meco y
col., 1994, 1995; Liao y col., 1997; Schdénwasser y col.,

1998; Takeda y col., 1999).

Los presentes inventores determinaron que BLIP
tiene un dominio muy homélogo a la regién gquinasa de
FRAP. FRAP es la diana de la molécula inmunosupresora
rapamicina (Dennis y col., 1999). La rapamicina bloquea
la activacién de p70S6K en células T, lo cual constituye
la base molecular de sus acciones inmunosupresoras
(Dennis y col., 1999). De forma interesante, se requiere
la actividad de p70S6K y es suficiente para la
progresién del ciclo celular de los 1linfocitos T. El
tandem BLIP-A/1PKC representa una ruta alternativa a la
de FRAP en el disefio de nuevas moléculas potencialmente

inmunosupresoras.

Los resultados presentados aqui demuestran el
papel critico de BLIP en la activacién de NF-kB, vy
también demuestran que el dominio quinasa semejante a
FRAP/ATM de BLIP es importante en la activacidén de NF-
kB. Un mutante sin actividad quinasa de la proteina BLIP
no puede activar BLIP NF-xB, e incluso tiene una
actividad dominante negativa cuando transfecta a células
activadas con TNFo (similar a los efectos de LIP de

longitud entera) .
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Aunque no se desea limitacidén por una sola teoria
subyacente a los mecanismos de las proteinas LIP y BLIP,
los presentes investigadores postulan que la proteina
LIP de longitud entera limita la capacidad de A/iPKC de
activar NF-xB. Esta limitacidén no esté& presente cuando
el fragmento R4 se usa para investigar la activacidén de
NF-kB (Diaz-Meco y col., 1996). Es posible que en el
caso de BLIP, la supuesta limitacidén se alivie por la

accidén de la actividad quinasa similar a FRAP/ATM.

A lo largb de la presente memoria descriptiva y de

las reivindicaciones adjuntas, las palabras "comprender"

e "incluir" y variaciones tales como ‘"comprende",
"comprendiendo", "incluye™ e "incluyendo™ deben
interpretarse de forma inclusiva. Es decir, estas

palabras pretenden significar la posible inclusién de
otros elementos o enteros no mencionados

especificamente, cuando lo permita el contexto.

Las secuencias de aminodcidos descritas aqui se
presentan en la direccidébn amino a carboxi, de izquierda
a derecha. Los grupos amino y carboxi no se presentan en
la secuencia. Las secuencias de nucledtidos se presentan
aqui solo con una cadena, en la direccidén 5' a 3', de
izquierda a derecha. Los nucledtidos y aminodcidos se
representan de la forma recomendada por la Comisidén de

Nomenclatura Biogquimica IUPAC-IUB, o (para aminoécidos)
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por el cdédigo de tres letras, de acuerdo con el uso
establecido.

Como se ha mencionado anteriormente, la presente
invencién se refiere a proteinas BLIP y LIP aisladas. La
informacién de secuencia para la BLIP humana aislada se
proporciona en la Figura 2A (aminodcidos; SEC ID NO:4) y
en la Fig. 6 (nucledtidos; SEC ID NO: 3). La informacién
de la secuencia de amino&cidos para un mutante quinasa-
inactivo de BLIP se proporciona en la SEC ID NO:5. La
informacién de la secuencia para LIP se proporciona en
la SEC ID NO: 6 (aminodcidos) y en la SEC ID NO: 7
(nucledtidos). En el contexto de esta invencidn, el
término "aislado" indicalque la molécula de proteina o
nucledétido no estd en su estado nativo, en tanto que se
ha purificado al menos en algin grado o se ha producido
gsintéticamente, por ejemplo, por procedimientos
recombinantes. El término ‘"aislado", por lo tanto,
incluye la posibilidad de la molécula que estd en
combinacién con otro material bioldgico o no bioldégico
tal como células, suspensiones de células o fragmentos
celulares, proteinas, péptidos, vectores de expresidn,
disolventes orgadnicos o inorgdnicos u otros materiales
cuando sea apropiado, pero excluye la situacidn en la
que la proteina estd en el estado en el gue se encuentra

en la naturaleza.

Pueden emplearse procedimientos rutinarios
conocidos en 1la técnica, tales como los explicados

adicionalmente en la seccidn experimental mostrada mas
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adelante, para purificar y/o sintetizar las moléculas de
proteinas y nucledétidos de acuerdo con la invencién.
Tales procedimientos se comprenden bien por las personas
especialistas en la técnica e incluyen técnicas tales
como las descritas en Sambrook, J. y col (1), cuya
descripcién se incluye aqui en su totalidad por
referencia.

El término "variante de BLIP", seglin se usa a
lo largo de toda la memoria descriptiva vy las
reivindicaciones, se refiere a otros péptidos vy
proteinas que retienen el mismo caracter funcional
esencial de 1la proteina BLIP de 1la SEC ID NO: 4
proporcionada aqui, pero que varia en la secuencia de
aminoécidos. También pretenden incluirse variantes
dentro del alcance de 1la invencién. Por ejemplo, se
consideran variantes de 1la proteina BLIP, péptidos o
proteinas con una homologia de secuencia mayor de
aproximadamente un 65%, preferiblemente de al menos un
70%, 75%, 80% u 85% y, de una forma particularmente
preferida, de al menos aproximadamente un 90% o incluso
de un 95% o 98% con la SEC ID NO:4, y que retienen
funciones de BLIP. Tales variantes pueden incluir 1la
delecidn, modificacién o adicidén de aminoacidos
individuales o de grupos de aminocacidos dentro de la
secuencia de la proteina, siempre que el péptido
mantenga la funcionalidad bioldégica baésica de wuna
proteina BLIP, es decir, interaccione con A/1PKC de una

forma dependiente de TNFa y active NF-xB de una forma

dependiente de TNFa y dependiente de A/1PKC. Esta
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funcionalidad Dbioldégica puede evaluarse realizando
estudios como los descritos aqui y los conocidos en la

técnica.

El término '"proteina BLIP", como se usa en este
documento, no incluye una proteina que consta sdlo de la
secuencia de 1la proteina LIP (SEC ID NO: 6) o el

fragmento R4 (SEC ID NO:8).

Como se usa en este documento, una proteina BLIP
es una que tiene los aminocdcidos de la SEC ID NO:4, o
que tiene una homologia de aminodcidos de al menos un
65%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 97%, 98% o incluso del 99%
con la SEC ID NO: 4 y que tiene funciones de BLIP. Una
proteina que tiene funciones de BLIP es una que
interacciona con A/1PKC de una forma dependiente de
TNFo, que activa NF-xB de una manera dependiente de TNFo
v dependiente de A/IWPKC, y que contiene un dominio
quinasa funcional. El grado de homologia de la secuencia
de aminodcidos entre proteinas puede calcularse usando
diversos programas de software de ordenador disponibles
en el mercado (por ejemplo, el andlisis BLAST, como se

conoce en la técnica).

Como se usa aqui, un mutante gquinasa inactivo de
BLIP es una proteina o péptido que tiene una homologia

de secuencia sustancial con una proteina BLIP funcional

(por ejemplo, con una homologia de secuencia de al menos

aproximadamente un 65%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 97%,
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98% o 1incluso del 99%), pero que tiene un dominio
quinasa ‘no funcional. Un especialista en la técnica
reconocerd el dominio PI-3 quinasa de una proteina BLIP
por su secuencia. En la SEC ID NO: 5 se proporciona un

ejemplo de un mutante BLIP guinasa-inactivo.

El término '"variante de LIP", segin se usa a 1lo
largo de toda la memoria descriptiva Y las
reivindicaciones, se refiere a otros péptidos o
proteinas que retienen el mismo cardcter funcional de la
proteina LIP de la SEC ID NO:6 proporcionada aqui, pero
que varia en la secuencia de aminodcidos. También
pretenden incluirse variantes dentro del alcance de la
invencidn. Por ejemplo, los péptidos o proteinas con una
homologia de secuencia mayor de aproximadamente un 90%,
92%, 95% o incluso 97% o 99% con la SEC ID NO: 6 y que
retienen funciones de LIP, se consideran variantes de la
proteina LIP. Tales variantes pueden incluir 1la
deleciédn, modificacidn o) adicidén de aminoacidos
individuales o de grupos de aminodcidos dentro de la
secuencia de la proteina, siempre gque el péptido
mantenga la funcionalidad bioldgica basica de una
proteina LIP, es decir, inhiba la transcripcidn
dependiente de NF-kB. Esta funcionalidad biolégica puede
evaluarse realizando los estudios descritos en este
documento y conocidos en la técnica. Como se usa aqui,
una proteina LIP es una que tiene los aminoécidos de 1la
SEC ID NO: 6 o que tiene una homologia de aminocdcidos de

al menos aproximadamente un 90%, 92%, 95%, 97%, 98% o
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incluso un 99% con la SEC ID NO: 6 y que tiene funciones
de LIP. El1 grado de homologia de 1la secuencia de
aminocdcidos entre proteinas puede calcularse usando
diversos programas de software de ordenador disponibles
en el mercado (por ejemplo, andlisis BLAST como se

conoce en la técnica).

En general, los especialistas en la técnica
apreciaran que pueden realizarse deleciones o
sustituciones minoritarias en las secuencias de
aminodcidos de los péptidos y proteinas de la presente
invencién sin afectar adversamente a la actividad de las
mismas. Asi pues, las proteinas gque contienen tales
deleciones o sustituciones son un aspecto adicional de
la presente invencién. En péptidos que contienen
sustituciones o reemplazos de aminocdcidos, uno o mas
aminodcidos de una secuencia pueden reemplazarse por uno
o mads aminodcidos distintos siempre que tal reemplazo no
afecte a la funcién de 1la secuencia. Tales cambios
pueden guiarse por homologias conocidas entre
aminodcidos en caracteristicas fisicas tales como
densidad de carga, hidrofobia/hidrofilia, tamafio vy
configuracién, de tal forma que los aminoacidos se
sustituyan con otros aminoécidos que tienen
esencialmente las mismas propiedades funcionales, como
se conoce en la técnica.

La invencidén también  incluye secuencias de
nucledtidos que codifican proteinas BLIP y LIP, mutantes

y variantes de las mismas, asi como secuencias de
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nucledétidos que son complementarias a 1las mismas. La
secuencia de nucledtidos puede ser ADN o ARN, incluyendo
ADN gendémico, ADN sintético o ADNc. Preferiblemente, 1la

secuencia de nucledtidos es una secuencia de ADN y, aln

més preferiblemente, una secuencia de ADNc. (La
informacién de la secuencia de nucledtidos se
proporciona en la Figura 6 (SEC ID NO: 3); la proteina

BLIP de la SEC ID NO: 4 se codifica por los nucledtidos
152 - 7327 de la SEC ID NO: 3). Las moléculas de
nuclebdtidos pueden aislarse a partir de células humanas
o sintetizarse de acuerdo con procedimientos conocidos
en la técnica, como se describe a modo de ejemplo en
Sambrook, J. y col (1), cuya descripcidén se incluye agqui
én su totalidad por referencia. Las moléculas de
nucledtidos de acuerdo con la invencidn tienen utilidad
en la produccidén de 1las proteinas de acuerdo con la
invencidén, que pueden tener lugar in vitro, in vivo o ex
vivo. Las moléculas de nucledtidos pueden implicarse en

sintesis de proteinas recombinantes o, de hecho, como
agentes terapéuticos por si mismas, pueden utilizarse en
técnicas de terapia génica. En la terapia génica también
pueden wusarse nucledtidos complementarios a los que-
codifican proteinas BLIP o secuencias antisentido, tales
como en estrategias para la regulacidén negativa de la

expresidén de las proteinas de la invencidn.

Como se usa en este documento, las moléculas de
ADN que codifican una proteina BLIP pretenden incluir

variaciones alélicas naturales de las moléculas de ADN.
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Las condiciones de hibridacidn que permiten que otras
secuencias de ADN que codifican para una proteina BLIP
hibriden con una secuencia de ADN como la proporcionada
aqui (por ejemplo, SEC ID NO: 3), en general son
condiciones muy rigurosas. Por ejemplo, la hibridacidn
de tales secuencias puede realizarse bajo condiciones
representadas por una rigurosidad de lavado de NaCl 0,3
M, citrato sdédico 0,03 M, SDS al 0,1% a 60°C o incluso a
70°C, en un ensayo de hibridacidén convencional in situ.
Véase, J. Sambrook y <col., Molecular Cloning, A
Laboratory Manual (2* Ed. 1989) (Cold Spring Harbor
Laboratory)). En general, las secuencias de ADN que
codifican para una proteina BLIP e hibridan con una
secuencia de ADN de la SEC ID NO: 3 descrita aqui,
tendrédn una homologia de secuencia de nucledtidos de al
menos un 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 92% o incluso del
95% con la SEC ID NO: 3, y codificaréan una proteina con
funciones de BLIP. La homologia de las secuencias puede
determinarse usando programas de software de ordenador
disponibles en el mercado (por ejemplo, el andlisis
BLAST como se conoce en la técnica). E1 ADN aislado de
la presente invencidén puede ser de cualquier especie de
origen, incluyendo ratdén, rata, conejo, gato, cerdo y
ser humano, pero preferiblemente es de origen mamifero y

mas preferiblemente de origen humano.

Como se usa en este documento, se entiende que una
molécula de ADN que codifica una proteina LIP incluye

variaciones alélicas naturales en las moléculas de ADN.
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Las condiciones de hibridacién gue permiten gque otras
secuencias de ADN que codifican para una proteina LIP
hibriden con una secuencia de ADN como la proporcionada
aqui (por ejemplo, la SEC ID NO: 7), son en general
condiciones muy rigurosas. Por ejemplo, la hibridacidn
de tales secuencias puede realizarse bajo condiciones
representadas por una rigurosidad de lavado de NaCl 0,3
M, citrato sdédico 0,03 M, SDS 0,1% a 60°C o incluso a
70°C en un ensayo de hibridacién convencional in situ.
Véase, J. Sambrook vy <c¢ol., Molecular Cloning, A
Laboratory Manual (2* Ed. 1989) (Cold Spring Harbor
Laboratory)). En general, 1las secuencias de ADN due
codifican para una proteina LIP e hibridan con una
secuencia de ADN de la SEC ID NO: 3 descrita aquil
tendran al menos una homologia de secuencia de
nucledtidos de al menos un 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%,
92% o incluso del 95% con la SEC ID NO: 3, vy
codificardn wuna proteina con funciones de LIP. La
homologia de secuencia puede determinarse usando
programas de software de ordenador disponibles en el
mercado (por ejemplo, andlisis BLAST como se conoce en
la técnica). El ADN aislado de la presente invencién
puede ser de cualquier especie de origen, incluyendo
ratén, rata, conejo, gato, cerdo vy Thumano, pero
preferiblemente es de origen mamifero y mas

preferiblemente de origen humano.

Ademas, las moléculas de oligonucledétido que

codifican para proteinas BLIP o LIP (o mutantes o
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variantes de las mismas) pero que difirieren en 1la
secuencia de los «codones de las moléculas de ADN
anteriores debido a la degeneracidén del cddigo genético,
también son un aspecto de esta invencién. La
degeneracién del cbédigo genético, gque permite que
diferentes secuencias de &acido nucleico codifiquen para
la misma proteina o péptido, es bien conocida en la
técnica. Las moléculas de oligonucledtido que codifican
para la misma éroteina BLIP que la codificada por las
secuencias anteriores, pero que difiriere de éstas en la
gecuencia de codones debido a mutagénesis de
localizacidén dirigida, son otro aspecto de esta
invencién. En la técnica se conocen las técnicas de

mutagénesis de localizacidén dirigida.

La presente invencién también incluye vectores de
expresidén que comprenden secuencias de nucledtidos que
codifican las presentes proteinas, mutantes o variantes
de las mismas. Tales vectores de expresidn se construyen
rutinariamente en la técnica de la biologia molecular y
pueden implicar, por ejemplo, el uso de ADN plasmidico y
de iniciadores apropiados, promotores, inductores vy
otros elementos, tales como, por ejemplo, sefiales de
poliadenilacidén que pueden ser necesarias y gue se
colocan en 1la orientacidén correcta para permitir la
expresidén de las proteinas. Para las personas
especialistas en la técnica serdn evidentes los vectores

adecuados. A modo de ejemplo adicional a este respecto,
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se harid referencia a Sambrook y col. (1), cuya

descripcidn se incluye aqui en su totalidad.

Pueden usarse vectores para amplificar el ADN que
codifica una proteina deseada y/o para expresar un ADN
que codifica una proteina deseada. La secuencia de ADN
que codifica la proteina deseada se une operativamente a
secuencias de control adecuadas capaces de realizar la
expresidén de la proteina en un hospedador adecuado. Las
regiones de ADN se unen operativamente o se asocian
operativamente cuando esté&n relacionadas funcionalmente
entre si. Por ejemplo, un promotor se une operativamente
a una secuencia codificante si controla la transcripcidn
de la secuencia; o un sitio de unidn a ribosomas se une
operativamente a una secuencia codificante si esta
situado de forma que permita la traduccidédn. La necesidad
de tales secuencias de control variara dependiendo del
hospedador seleccionado y del procedimiento de
transformacién elegido. Los vectores pueden incluir
pléasmidos, virus (por ejemplo, adenovirus,
citomegalovirus), fagos y fragmentos de ADN integrables
(es decir, fragmentos integrables en el genoma del

hospedador por recombinacidn) .

La invencidén también incluye lineas de células que
ge han modificado o transfectado para expresar las
proteinas de la presente invencidén. Tales 1lineas de
células incluyen lineas de células eucariotas

superiores, transitorias o preferiblemente estables
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(tales como células de mamifero o células de insectos),
células eucariotas inferiores (tales como levaduras) o
células procariotas (tales como células bacterianas).
También es posible que las proteinas de la invencidén se
expresen transitoriamente en una linea de células, tal
como, por ejemplo, en un sistema de expresidén de

baculovirus.

De acuerdo con otro aspecto, la presente invencidén
también se refiere a anticuerpos (anticuerpos
policlonales o preferiblemente monoclonales) que se unen
especificamente a las proteinas de la presente
invencidén, (es decir, anticuerpos que se unen a un solo
sitio antigénico o epitopo de las proteinasg). Tales
anticuerpos son preferiblemente de origen monoclonal.
Los anticuerpos son preferiblemente anticuerpos IgG de
cualquier especie adecuada, tal como rata, conejo o
caballo, pero generalmente son de origen mamifero. Se
entiende que los fragmentos de anticuerpos IgG que

retienen la capacidad de unirse especificamente a las

proteinas de la ©presente invenciédn, tales como
fragmentos F(ab'),, F(ab') y Fab, se incluyen por el
término "anticuerpo" de este documento. Véase, en

general, E. Harlow y D. Lane, Antibodies: A Laboratory
Manual (1988) (New York: Cold Spring Harbor Laboratory
Press) . Los anticuerpos pueden ser quiméricos, como se
describe por M. Walker y col., Molecular Immunol. 26,

403 (1989). Los anticuerpos que se unen a proteinas
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BLIP, pero no a proteinas LIP més cortas, son

particularmente preferidos.

Tales anticuerpos son uUtiles en la purificacidn,
aislamiento o selecciédn que implican técnicas de
inmunoprecipitacidén, y pueden usarse como herramientas
para averiguar adicionalmente la funcién de la proteina

BLIP, o como agentes terapéuticos por si mismos.

Los oligodesoxinucledtidos de &acidos nucleicos
complementarios y capaces de hibridar con la cadena con
sentido de un gen, o con un ARNm transcrito a partir de
ese gen, son oligodesoxinucledtidos antisentido. Cuando
la cadena con sentido de un gen diana, o un ARNm, se
expone a sus oligodesoxinucledétidos antisentido, se
producird la interaccidén de los dos, de tal forma que se
bloquearda la transcripcién del gen o se blogqueard la
traduccidén del ARNm. La presente invencidén incluye
oligdémeros capaces de hibridar con una porcidén de un gen
(0o de un ARNm) que codifica la proteina BLIP o LIP.
Cuando tal oligbdmero hibrida con la molécula diana, 1la
produccidén de la proteina se impedird o se reduciréa
sustancialmente (en comparacidén con la que se produciria
en ausencia del oligonucledtido antisentido). La
prevencidén sustancial significa que la proteina no se

produce o se produce a niveles que no son funcionales.

Los oligonucledtidos antisentido (y los é&cidos

nucleicos que expresan tales moléculas antisentido)
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pueden obtenerse de acuerdo con técnicas convencionales.
Véase, por ejemplo, la Patente de Estados Unidos No.
5.023.243 de Tullis; y la Patente de Estados Unidos No.
5.149.797 de Pederson y col. La longitud del
oligonucledétido antisentido (es decir, el nOmero de
nucledtidos que tiene) no es critica siempre que se una
selectivamente a la 1localizacién deseada; esto puede
determinarse de acuerdo con procedimientos rutinarios.
En general, el oligonucledtido antisentido tendr& una
longitud desde 8, 10 & 12 nucledtidos hasta 20, 30 6 50
nucledtidos. Tales oligonucledtidos antisentido pueden
ser oligonucledétidos en los que al menos uno o todos los
restos de fosfato de wunidén entre nucledtidos son
fosfatos modificados, tales como metil fosfonatos, metil
fosfonotioatps, fosforomorfolidatos,
fosforopiperazidatos y fosforamidatos. Por ejemplo, cada
uno de los restos fosfato de unién entre nucledtidos
puede estar modificado como se ha descrito. En otro
ejemplo no limitante, tales oligonucledtidos antisentido
son oligonucledétidos en los que al menos uno o todos los
nucledtidos contienen un radical alquilo inferior 2
(por ejemplo, alquilo (C,-C,, 1lineal o ramificado,
saturado o insaturado, tal como metilo, etilo, etenilo,
propilo, 1-propenilo, 2-propenilo e isopropilo). Por
ejemplo, pueden estar modificados un oligonucieétido si
y otro no como se ha descrito. Véase también P. Furdon y
col., Nucleic Acids Res. 17, 9193-9204 (1989); S.
Agrawal y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87, 1401-1405

(1990); C. Baker y col., Nucleic Acids Res. 18, 3537-
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3543 (1990); B. Sproat y col., Nucleic Acids Res. 17,
3373-3386 (1989); R. Walder and J. Walder, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 85, 5011-5015 (1988).

Otro aspecto de la presente invencidén se refiere a
procedimientos de seleccidn diseflados para identificar
compuestos que modulan la activacién por BLIP de A/iPKC,
o que modulan la activacién de NF-kB. Por el término
"modulacidén" se entiende que habrd un aumento o una
reduccidén de 1la activacidén de NF-kB en presencia del
compuesto (en comparacidén con la gue se observaria en
ausencia del compuesto); tal actividad generalmente se
producird por la unidén de un ligando del compuesto a
BLIP, A/1PKC, el téndem de BLIP y A/1PKC, o al propio NF-

KB.

En términos generales, tales procedimientos de
seleccidn implican administrar un compuesto de ensayo a
una célula y detectar la activacidén relacionada con BLIP
de NF-kB, en comparacidn con una célula de control en la
que estd ausente el compuesto de ensayo (o la proteina
BLIP funcional). La activacidn de NF-xB puede evaluarse
usando un gen mensajero dependiente de xB (tal como el
gen de la luciferasa), o midiendo la translocacidn de
NF-kB al nacleo celular (usando procedimientos que son
conocidos en la técnica, por ejemplo, el uso de
anticuerpos anti-Rel65 para detectar el NF-kB nuclear).

Tales procedimientos de seleccidn pueden comprender
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ademds la deteccidén de si dicho compuesto de ensayo se
une a A/iPKC (o a BLIP, o a NF-kB), por ejemplo,
preparando extractos celulares e inmunoprecipitando la
proteina de interés, Yy realizando una
inmunotransferencia wusando un anticuerpo dirigido al

compuesto de ensayo.

La capacidad de los compuestos de modular la
actividad de autofosforilacién de BLIP también puede
usarse como un procedimiento para seleccionar compuestos
con respecto a la activacién de NF-kB o efectos
inhibidores. En términos generales, tales procedimientos
de seleccidn implican la administracidén de un compuesto
de ensayo a una célula y 1la deteccidn de 1la
autofosforilacién de BLIP, en comparacidén con una célula
de control en la que estd ausente el compuesto de

ensayo.

La presente invencidén también incluye dentro de su
alcance los compuestos  que se identifican como
compuestos que poseen una actividad de modulacidén de NF-
KB Util, por los procedimientos de seleccidn mencionados

anteriormente.

Otro aspecto de la presente invencidén es el uso de
compuestos que inhiben o aumentan la activacidén de NF-kB
(incluyendo los compuestos identificados por las
técnicas de seleccidn mencionadas anteriormente), en el

tratamiento o profilaxis de trastornos gue responden a
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la modulacién de la actividad BLIP o la modulacidén de la

actividad NF-xB, en un paciente mamifero

(preferiblemente un ser humano) .

Asi pues, la presente invencidn proporciona un
procedimiento para inhibir (o aumentar) la activacidn de
NF-kB en una célula, proporcionando a la célula un
compuesto que inhibe (o aumenta) la activacidén de NF-kB
dependiente de BLIP. Un ejemplo de tal compuesto

inhibidor es un mutante de BLIP sin actividad quinasa

(por ejemplo, una proteina de la SEC ID NO: 5), o un
nucledtido antisentido como se ha descrito
anteriormente, donde el compuesto inhibidor se

proporciona en una cantidad eficaz como para reducir la
activacién de NF-kB dependiente de BLIP enddgena en la
célula (en comparacidn con la activacidédn de NF-kB que se
produciria en la célula en ausencia del compuesto
inhibidor) . Los compuestos que aumentan la activacidén de
NF-kB se proporcionan en una cantidad eficaz para
aumentar la activacidén de NF-kB dependiente de BLIP
endégena en la célula (en comparacién con la activacidn
de NF-xB que se produciria en la célula en ausencia del
compuesto) . La etapa de proporcidén puede realizarse por
cualquier medio adecuado, tal como mediante la
liberacién del compuesto inhibidor dentro de la célula o
mediante la liberacidn dentro de la célula de un &cido

nucleico que codifica y expresa el compuesto inhibidor.
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Los compuestos que inhiben la activacién
relacionada con BLIP de NF-kB tendréan efectos
terapéuticos beneficiosos en patologias en las que tal
activacién estd regulada positivamente. En muchas
células del sistema inmune, el NF-kB se activa en
respuesta a diversas seflales patbdgenas, e induce la
transcripcién de una diversidad de genes que codifican
proteinas inmunoldégicamente relevantes. Baeuerle vy
Henkel, Annu Rev. Immunol. 12:141 (1994) . La
interferencia con 1la activacidén o actividad de NF-kB
puede suprimir reacciones inmunoldgicas, incluyendo 1las
vistas en el choque téxico/séptico, en reacciones del
hospedador frente a injertos, en reacciones
inflamatorias agudas y en lesiones producidas por
radiacién. En células cancerosas o neoplésicas, tanto la
guimioterapia como 1la terapia con radiacidén pueden
activar el NF-kB que, a su vez, reduce los efectos
apoptéticos de 1la terapia. Se ha informado que 1la
inhibicién de la activacidén de NF-xB en tumores aumenta
el potencial apoptdtico de los tratamientos del céancer.

Wang y col., Nature Medicine 5:412 (1999).

Por consiguiente, 1la activacidén de NF-kB mediada
por BLIP estd implicada en enfermedades inmunolégicas y
neoplésicas. Por lo tanto, la inhibicidén de 1la
activacién de NF-kB mediada por BLIP proporcionara una
ventaja terapéutica positiva cuando se desee una
supresidn inmune o cuando se deseen efectos

antineoplésicos. En particular, tales compuestos
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inhibidores tendran utilidad para el tratamiento y/o
profilaxis de trastornos tales como el choque
téxico/séptico, reacciones del hospedador frente a
injertos, reacciones inflamatorias agudas y lesiones
producidas por radiacidén. Tales compuestos ademas
tendrdn wutilidad como agentes antineopléasicos en el
tratamiento de tumores o canceres y como adyuvantes en
la quimioterapia o terapia de radiacidén de crecimientos
neoplésicos. Por ejemplo, la liberacidén adenoviral en
células cancerigenas de un mutante sin actividad gquinasa
de BLIP (u otro inhibidor de la activacidén de NF-kB
dependiente de BLIP) serd Gtil como adyuvante en la
quimioterapia de céanceres, para aumentar los efectos

apoptdéticos de las quimioterapias.

Los compuestos que aumentan o inducen la
activacidén relacionada con BLIP de NF-kB tendran efectos
terapéuticos beneficiosos en patologias en las que tal
activacidén esta reducida, o cuando se desee regular
positivamente la activacidén de NF-kB. Tales compuestos
son UGtiles como inmunoestimuladores y como inhibidores

de la muerte celular.

Los compuestos moduladores de NF-«kB, incluyendo los
identificados de acuerdo con los procedimientos de
seleccidén indicados anteriormente, pueden formularse con
vehiculos y/o excipientes farmacéuticamente aceptables
convencionales como  es rutinario en 1la técnica

farmacéutica y como se describe adicionalmente en



WO 01/11027 PCT/ES00/00308

10

15

20

25

39

Remmington's Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing
Company, Eastern Pennsylvania, 17* E4, 1985, cuya
descripcidn se ' incluye aqui en su totalidad por
referencia.

Los compuestos pueden administrarse mediante rutas
entéricas o parenterales tales como por via oral, bucal,
anal, pulmonar, intravenosa, intraarterial,
intramuscular, intraperitoneal, tdpica u otras rutas de

administracidn apropiadas.

La presente invencidén se describird a continuacidn

a modo de ejemplo en la seccidn experimental adjunta.

Ejemplo 1
Materiales y Métodos
Reactivos y Cultivos de Células: el TNFa humano
recombinante se adquirié de Promega; el anticuerpo
monoclonal 12CA5 anti-Hemaglutinina (anti-HA) de
Boehringer; el anticuerpo monoclonal contra APKC de
Transduction Laboratories; el anticuerpo policlonal de
cabra anti-p65 (NF-kB) de Santa Cruz Biotechnologies,
Inc. El anti-LIP purificado por afinidad de conejo ya se
ha descrito (Diaz-Meco y col., 1996). Las células HEK293
y HeLa humanas se obtuvieron de la American Type Culture
Collection (ATCC). Los cultivos de células HEK293 se
mantuvieron en medio de Eagle Modificado de Dulbecco con
alto contenido de glucosa, que contenia un 10% de suero
de ternero fetal, ©penicilina G (100  pg/ml) 3%

estreptomicina (100 pg/ml) (Flow). Las células Hela se
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mantuvieron en medio esencial minimo de Eagle
suplementado con aminodcidos no esenciales 0,1 mM,
piruvato sédico 1,0 mM y un 10% de suero | de ternero
fetal. Las células subconfluentes se transfectaron por
el procedimiento de fosfato célcico (Clontech

Laboratories, Inc.).

Plasmidos:Para <clonar el ADNc para la secuencia
codificante de BLIP, se usd un ADNc de cerebro humano
Marathon Ready (Clontech Laboratories, Inc.) siguiendo
los procedimientos del fabricante. Este ADNc se subclond
en el sitio NotI del vector pCDNA3-HA para obtener la
construccién pCDNA3-HA-BLIP. pCDNA3-HA-BLIT™" (D1066A;
N1071K) se obtuvo por mutagénesis de 1localizacién
dirigida (Quick Change, Stratagene). pCDNA3-HA-A/1PKC vy
pCDNA3-HA-A/1PKC™ se han descrito previamente (Diaz-

Meco y col., 1996).

Inmunoprecipitaciones: Para las inmunoprecipitaciones de
proteinas enddgenas, se usaron células HEKI293. Algunas
células se estimularon con 30 ng/ml de YNF-a. Las
células después se recogieron y 1lisaron en tampdn PD
[Tris-HCl 40 mM (pH 8,0), NaCl 500 mM, Nonidet P-40 al
0,1%, EDTA 6 mM, EGTA 6 mM, P-glicerofosfato 10 mM, NaF
10 mM, PNPP 10 mM, Na,VO, 300 uM, benzamidina 1 mM, PMSF
2 M, 10 pg/ml de aprotinina, 1 pg/ml de leupeptina, 1
pHg/ml de pepstatina, DIT 1 mM] y 1 mg de lisado de
células enteras se diluydé en tampdén PD y se incubd con

10 ug del anticuerpo monoclonal anti-A/1PKC. Esta
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mezcla de reaccidédn se incubd en hielo durante 2 horas y
después se afiadieron 25 pl de proteina A o perlas G y la
mezcla se dejé incubar con rotacidén suave durante 1 hora
més a 41°C. Después los inmunoprecipitados se lavaron
tres veces con tampén PD. Las muestras se fraccionaron
en SDS-PAGE al 8%, se transfirieron a membrana ECL de
nitrocelulosa (Amersham) y se sometieron a un anélisis
de transferencia de Western con anti-LIP. Las proteinas

se detectaron con el reactivo ECL (Amersham) .

Ensayos del Mensajero de Luciferasa: Cultivos
subconfluentes de células HEK293 se transfectaron con
diferentes cantidades del plésmido pCDNA3-HA-BLIP o
pCDNA3-HA-BLIP"™, junto con el plésmido mensajero «B-
Luc, con o sin vectores de expresidén para el tipo
silvestre y A/1PKC dominante negativo (pCDNA3-HA-A/1PKC y
DPCDNA3 -HA-A/tPKC™") . Después de 24 horas, las células se
estimularon con TNF-a durante 4 horas. Se prepararon
extractos y se determindé la actividad luciferasa como se

describe (Diaz-Meco y col., 1996).

Inmunofluorescencia: Las células HelLa se desarrollaron
en cubreobjetos de vidrio en medio de crecimiento. Las
células subconfluentes se transfectaron con 5 pg de HA-
BLIP"™. Veinte horas después de la transfeccidn, las
células se estimularon con TNF-a (30 ng/ml) durante 20
minutos. Las células se lavaron répidamente dos veces en
PBS enfriado con hielo y se fijaron en formaldehido al

4% durante 15 minutos a temperatura ambiente. Las
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células se lavaron 4 veces con PBS y se permeabilizaron
con Tritdén X-100 al 0,1%. Los grupos aldehido libres se
inactivaron con NH,Cl 50 mM. La actividad peroxidasa
endégena se inactivé mediante tratamiento con un 1% de
H,0, en PBS durante 15 minutos. Las células fijadas se
bloquearon en solucidén blogueante. Las células se
incubaron con diferentes anticuerpos durante 1 hora a
37°C. La proteina marcada con HA transfectada se
visualizé con el anticuerpo monoclonal 12CAS5 anti-HA
(Boehringer Mannheim) y un anticuerpo anti-ratdn
conjugado con FITC (Cappel), y la p65 endbgena con un
anticuerpo policlonal de cabra (Santa Cruz Biotech), vy
el sistema de amplificacién de tetrametil-rodamina
tiramida TSA-Direct (NEN Life Science Products). Los
cubreobjetos de vidrio se montaron en un Mowiol y se
examinaron con un sistema confocal MRC 1024 Bio-Rad
(Bio-Rad Richmond, CA) montado en un microscopio Zeiss

Axiovert 135 (Zeiss, Oberkochen, Alemania).

Ejemplo 2
Deteccién de BLIP
En el transcurso de una serie de andlisis de
inmunotransferencia para determinar la expresién de LIP
en diferentes Organos y tejidos murinos, los presentes
inventores observaron que LIP se expresaba en tejidos de
testiculo y <cardiacos, ©pero no en otros tejidos
investigados (higado, ovarios, bazo, timo, cerebro,
pulmdn y rifidn) . Sin embargo, inesperadamente se detectd

una banda que reaccionaba con el anticuerpo LIP y que
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tenia un peso molecular mayor de 200 kDa (resultados no

mostrados) .

Después se determindé la expresién de LIP y de la
banda recién identificada en dos lineas de células
humanas diferentes usadas rutinariamente en el
laboratorio (células HEK293 y células Hela). Se observd
gque las dos bandas eran detectables en las dos lineas
celulares, aunque la proporcidn variaba, siendo 1la
proteina de alto peso molecular mas abundante en células

HEK293 que en células Hela (resultados no mostrados) .

Ejemplo 3
Unidén de BLIP a A/1PKC

Los presentes inventores evaluaron si BLIP se
podia unir a A/tPKC in vivo. Usando células HEK293, las
células se dejaron sin tratar (control) o se estimularon
con TNFo durante diversos tiempos, después de lo cual se
prepararon extractos celulares, se inmunoprecipitaron
con un anticuerpo anti-A/1PKC selectivo y se analizaron
por inmunotransferencia con el anticuerpo anti-LIP
(resultados no mostrados). Bajo condiciones de reposo,
hubo una asociacidén pequefia o nula de BLIP (o LIP;
tampoco mostrada) con A/1tPKC. Sin embargo, tras la
estimulacién con TNFa, hubo una interaccidén réapida vy
sostenida de BLIP con A/itPKC. Esto indica gque BLIP
presenta una asociacién inducida por estimulos con

A/1PKC.
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Ejemplo 4

LIP Inhibe la Transcripcién Dependiente de NF-xB

Para determinar el efecto de la sobreexpresién de

LIP (SEC ID NO: 6) sobre la activacidén de NF-kB, se
transfectaron células HEK293 con un gen mensajero
dependiente de kB (luciferasa) junto con concentraciones
crecientes de un plésmido de expresién para LIP (0,2,
0,5, 1,0 y 2,0 ug/pocillo de 60 mm de didmetro). Veinte
horas después de la transfeccidn, las células se dejaron
gin tratar o se estimularon con 30 ng/ml de TNFo. Los
resultados (media + SD de tres experimentos
independiente con incubacién por duplicado; Figura 1)
demuestran que la expresidn de LIP reduce la actividad

mensajera dependiente de kB inducida por TNFa.

Ejemplo 5
Clonacién de BLIP

Los presentes inventores después clonaron vy
caracterizaron molecularmente la proteina BLIP humana.
El clon BLIP (SEC ID NO: 3) expandid la secuencia de LIP
presentada previamente por Diaz-Meco y col., (1996). Se
descubridé que BLIP era una proteina de 2392 aminoacidos
(Fig. 2A, SEC ID NO: 4) con un peso molecular previsto
de 269 kbDa. La regidén que abarca los aminoacidos 881-
1209 de BLIP presenta un alto grado de homologia con los
dominios PI 3-quinasa de FRAP y ATM (Figs. 3A y 3B). La
alineacidén de los dominios semejantes a PI 3-guinasa de

BLIP, FRAP y ATM indica qgue BLIP tiene actividad
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quinasa, ya que los motivos DXXXXN y DFG que constituyen
restos criticos del sitio catalitico conservado en todos
los miembros de la familia ATM con actividad quinasa,
también se conservan en BLIP. A diferencia de FRAP y
ATM, sin embargo, la regidén quinasa de BLIP no estéa
localizada en la parte més cercana al extremo C-terminal
de la molécula, sino aproximadamente en el medio (Fig.
2B). La porcibén C-terminal de BLIP es la secuencia
correspondiente a LIP. Por lo tanto, LIP constituye un
dominio de BLIP (Fig. 2B), lo que revela una
organizacién, de dominios que difiere de otras PI 3-
quinasas. Cadena arriba del dominio PI 3-guinasa de FRAP
hay una serie de mdédulos de interaccidén de proteina-
proteina denominados dominios HEAT (Dennis y col.,
1999) . Tales dominios (u otras regiones a través de las
cuales se podrian predecir interacciones con otras
proteinas) estén ausentes en la molécula BLIP, con la
excepcidén de la regidén LIP por 1la que interacciona
L/1PKC (Dennis y col., 1999). Otra caracteristica de
FRAP que estd ausente en LIP es el dominio FRB; este
dominio es la regidén responsable de la interaccidén de
FRAP con el complejo FKB/rapamicina (Dennis y col.,

1999) . Esto sugiere que BLIP es insensible a rapamicina.

Ejemplo 6
Dominio Quinasa de BLIP
Para investigar si el dominio gquinasa de tipo
FRAP/ATM de BLIP juega un papel en la activacién de NF-

kB, se transfectaron células HEK293 con un gen mensajero
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dependiente de xB junto con concentraciones crecientes
(0,2, 0,5, 1,0 y 2,0 pg/pocillo de 60 mm de didmetro) de
plédsmidos de expresién para BLIP (de tipo silvestre (SEC
ID NO: 4) o un mutante quinasa-inactivo (SEC ID NO:5)).
Como control positivo, las célﬁlas también se
transfectaron con un vector de expresidén RIP (Proteina
de Interaccidén con el Receptor) (RIP es un activador
potente de NF-xB). Los resultados (Figura 4A) indican
que la expresidén de BLIP de tipo silvestre (pero no de
BLIP mutante) es suficiente como para activar la
actividad del mensajero dependiente de kB en un grado

comparable al de RIP.

Ejemplo 7

Activacién de NF-kB relacionada con BLIP y A/1PKC

Para determinar si el efecto de la activacidén de
NF-kB de BLIP es dependiente de A/1PKC, se transfectaron
células HEK293 con un plédsmido mensajero de luciferasa
dependiente de kB y uno de los siguientes: un vector de
control negativo, un plésmido de expresidén para A/iPKC
de tipo silvestre o un pléasmido de expresidén para A/1PKC
guinasa-inactivo. Después de 24 horas se evalud la
actividad luciferasa en las células sin BLIP (control) y
con concentraciones crecientes (0,5, 1,0, 2,0
ng/didmetro de 60 mm) de BLIP de tipo silvestre (BLIP).
Los resultados se muestran en la Figura 4B. La co-
expresidén de A/1PKC de tipo silvestre coopera con BLIP

para activar NF-kB, mientras que la expresidén del
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mutante A/1PKC quinasa-inactivo abroga este efecto de

BLIP.

Ejemplo 8
Translocacidén de RelA al Nicleo Celular

Para demostrar adicionalmente que BLIP controla la
translocacién real de RelA al nicleo, se transfectaron
células HelLa con el vector de expresidn mutante de BLIP
marcado con HA (BLIP™); como células de control se
usaron células HeLa no transfectadas. Veinticuatro horas
después de la transfeccidén, las células se estimularon
con TNFa durante 20 minutos o se dejaron sin tratar
(control). Las células después se analizaron mediante
inmunofluorescencia doble usando un anticuerpo anti p65
(RelA) y un anticuerpo anti HA para detectar las células
que expresaban la construccién (datos no mostrados). El
andlisis de las células indica que mds de un 80% de las
células transfectadas con el mutante BLIP de tipo
silvestre tenian una translocacidén inducida por TNFa de
p65, en comparacién con aproximadamente el 20% de las

células transfectadas con el mutante BLIP (Figura 5).

Ejemplo 9
Procedimientos de Seleccién
Usando una linea de células de mamifero apropiada
(tal como células HEK293 o células Hela), se administra
un compuesto de ensayo a las células de ensayo; no se
administra compuesto de ensayo a las células de control.

Después, las células se estimulan con TNFa durante
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diversos tiempos, después de lo cual se preparan 1los
extractos celulares, se inmunoprecipitan con un
anticuerpo anti-A/1PKC selectivo y se analizan mediante
inmunotransferencia con el anticuerpo anti-BLIP. Un
aumento en la asociacién de BLIP con A/tPKC en las
células de ensayo (en comparaciédn con 1la asociacidén
encontrada en las células de control) indica que el
compuesto de ensayo aumenta la activacién de A/1PKC
dependiente de BLIP (y, por lo tanto, la activacidén de
NF-kB) ; una reduccidn indica que el compuesto de ensayo
inhibe la activacidén de A/tPKC dependiente de BLIP (y,

por lo tanto, la activacidn de NF-kB).

Alternativamente, las células pueden transfectarse
con un gen mensajero dependiente de kB, tal como
luciferasa, y la actividad del gen mensajero puede
evaluarse como una medida de la activacidén de NF-xB en
presencia de un compuesto de ensayo, en comparacidén con

las células de control.
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REIVINDICACIONES

1. Una proteina BLIP humana aislada o una variante de
la misma.
2. Una proteina aislada que tiene una secuencia

seleccionada entre:
(a) SEC ID NO: 4; vy
(b) secuencias que tienen al menos una homologia del 70%
con la SEC ID NO:4, y donde la proteina es una proteina

BLIP.

3. Un mutante quinasa inactivo de una proteina BLIP

de acuerdo con la reivindicacidn 2.

4. Un mutante guinasa inactivo de una proteina BLIP

que tiene la SEC ID NO:5.

5. Una proteina aislada gque tiene una secuencia
seleccionada entre:
(a) SEC ID NO: 6; y
(b) secuencias que tienen una homologia de secuencia de
al menos aproximadamente un 90% con la SEC ID NO:6, y

donde la proteina es una proteina LIP.

6. Una molécula de &cido nucleico aislada que tiene
una secuencia de nucledtidos seleccionada entre:
(a) una secuencia de nucledtidos que codifica una

proteina de la SEC ID NO: 4;
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(b) una secuencia de nucledtidos que hibrida con la
secuencia de (a) anterior bajo condiciones representadas
por una rigurosidad de lavado de NaCl 0,3 M, citrato
sédico 0,03 M y SDS al 0,1% a 60°C, y que codifica una
proteina BLIP; y

(c) una secuencia de nucledtidos complementaria a una

secuencia de los puntos (a) - (b) anteriores.

7. Una molécula de nucledtido aislada de acuerdo con

la reivindicacidén 6, gque es una secuencia de ADNc.

8. Un &cido nucleico aislado que codifica una
proteina BLIP gque tiene la secuencia de aminoacidos

indicada agqui como SEC ID NO: 4.

9. Una molécula de &cido nucleico aislada que tiene
una secuencia de nucledtidos seleccionada entre:

(a) una secuencia de nucledtidos que codifica una
proteina de la SEC ID NO: 6;

(b) una secuencia de nuclebétidos que hibrida con la
secuencia del punto (a) anterior bajo condiciones
representadas por una rigurosidad de lavado de NaCl 0,3
M, citrato sédico 0,03 M y SDS al 0,1% a 60°C, y que
codifica una proteina LIP con una homologia de secuencia
de al menos aproximadamente un 90% con la SEC ID NO: 6;
Yy

(c) una secuencia de nucledtidos complementaria a una

secuencia de los puntos (a) - (b) anteriores.
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10. Un &cido nucleico aislado que codifica una
proteina LIP que tiene la secuencia de aminodcidos

indicada en este documento como SEC ID NO: 6.

11. Una construccién de &cido nucleico que tiene un
promotor y un dcido. nucleico heterdlogo unido
operativamente a dicho promotor, donde dicho &cido
nucleico heterdlogo es un &acido nucleico de acuerdo con

la reivindicacidén 6-10.

12. Una célula que contiene una construccién de &cido

nucleico de acuerdo con la reivindicacidn 11.

13. Una célula que contiene una construccién de &acido
nucleico de acuerdo con la reivindicacidén 11, y capaz de

expresar la proteina codificada.

14. Un vector de expresidn que comprende una secuencia
de nucledtidos de acuerdo con una cualguiera de las
reivindicaciones 6 a 10, que es capaz de expresar la

proteina codificada.

15. Una linea de células de acuerdo con la
reivindicacién 13, que es una linea de células HEK293 o

HelLa modificadas.

16. Un procedimiento para producir una proteina BLIP
que comprende introducir en una linea de células

apropiada un vector adecuado que comprende una secuencia
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de nucledtidos de acuerdo con la reivindicacidén 6, bajo
condiciones adecuadas para obtener la expresidén de la

secuencia de nucledtidos.

17. Un anticuerpo que se une especificamente a una
proteina codificada por una molécula de &acido nucleico

de la reivindicacidn 6.

18. Un anticuerpo de acuerdo con la reivindicacidén 17,

que es un anticuerpo monoclonal.

19. Un procedimiento para seleccionar compuestos con
respecto a la capacidad de modular la activacidén de NFkB
dependiente de BLIP, que comprende administrar un
compuesto de ensayo a una célula de ensayo y detectar
cualquier aumento o reduccidén en la activacidn de NF-kB
dependiente de BLIP en la célula de ensayo, en
comparacidén con una célula de control a la que no se

administrd el compuesto de ensayo.

20. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacidén
19, en el que dicha deteccidén de la activacidén de NF-kB
dependiente de BLIP utiliza un gen mensajero dependiente

de «B.

21. Un compuesto identificado por el procedimiento de

acuerdo con la reivindicacidédn 19.
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22. Un procedimiento para inhibir la activacién de NF-
kB en una célula, que comprende administrar a la célula
un inhibidor de la activacidén de NF-kB relacionada con
BLIP, en una cantidad eficaz para inhibir la activacién
de NF-kB en comparacidén con la activacidédn de NF-kB que

se produciria en ausencia de dicho inhibidor.

23. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacién
22, en el que dicho inhibidor es un mutante de BLIP sin

actividad gquinasa o una proteina LIP.

24. Un procedimiento de tratamiento o profilaxis de un
trastorno que responde a la inhibicién de la activacidn
de NF-xB dependiente de BLIP en un sujeto mamifero, que
comprende administrar a dicho sujeto una cantidad eficaz
de un compuesto que inhibe la activacién de NF-«kB

dependiente de BLIP.

25. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacidn
24, en el que dicho trastorno se selecciona entre

trastornos neoplésicos, inflamatorios e inmunes.

26. El1 uso de un compuesto que modula la activacidén de
NF-xkB dependiente de BLIP en un procedimiento de
formulacidn de un medicamento para el tratamiento o
profilaxis de un trastorno que es responsable de 1la
modulacién de 1la activacidén de NF-xB dependiente de

BLIP.
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AGAAAAAATA
ACTGCAGCCT
GGATTACAGG
TCCGGATCCG
TTTGGCAACT
TGTGGTAAAG
TTTAACAGTT
TTTGGAGAAC
TGAAGCTTTA
TACTATGTAC
CCATCTCATG
CCTTGCAACA
ACAGGATTTA
GGGGCCCGAA
TGCAATGGAA
TGCAGTTGCT
TTCAGGACAG
TACTTTGTCT
AGAGTATCCT
CATTTTGGGA
GGCAGCGTTG
GGGAGAAGGT
CACTATAACT
GCCGGCGGGG
AGAAGATGAC
AGAACTTGAT
AATATTCAGC
TGGTCAAATT
GAGCACTGAT
CGCTGGTGAG
GAGAGGAATT
AAGTATTTGT
TGCAATAGTG
CACTGCAATT
TGAGGGAGGA
AAATGAAGAC
TGCAAACCCC
TGTGCTCTGG
ACGAATTCAG
AGAAGAGAAA

GAGTTTCACT
CTGCCCTCTG
TGTCTGCCAC
AGGGAACTTC
GCTTTAAACC
TACTTGAAGC
TCACAGTCTT
ACAGTTTCTA
CGTTCATGTA
CAGAATCAGT
GAATTAGGTC
AGACTGCTGG
GTCCAACATT
CTTGATATTG
ATGTTGAGTT
AAATCAATTC
CTGAAACAGG
AAAAACATAC
CGGATCGAGA
CAGTTGTATC
GCCAGCTGGG
GTTCGTCTGC
GAGGAAGAGA
ATTCAGGATG
ATGGTTGATG
GAAAGTGCAA
CTGTACAAAC
CCTTTAGATG
GACATGATTG
CTTCGGCAGT
ATTCCGCAAC
AACCTTCTCT
GGTACCATAT
CCAACTTTAC
AGTCCTCCTG
CAAGCCATGA
ACCATGGTAT
GATGAGCTCT
CAGCTTGAAG
ATTGCAATCA

HOJA DE SUSTITUCION (REGLA 26)

8/11

CTGTTGCCCA GGCTGGAGTG CAGTGACGCA

AGTTCAAGTG
CGTGCCCAGA
AGAAATCCAT
CGATAGAACA
AAACATCCCG
TGCCAGTTCT
ACAGACTTTC
AACAGCATGA
TGTTGGAGAA
TAACAGCAGC
CACAGTGCAG
TTAAAAAACT
AAAAAACCAA
CTTGTGCCAT
TGACACTGGC
TTTACAGAGC
TCACTCTAAT
GTGAATCTAC
ACCTGTCTTC
CTTATAGGTG
TGCCTAGAGA
AAGAGAGAAT
AAGATATAAC
TTATCTGGCG
CTGAAGGAGT
TCTCTTGCAG
AGGATGACCC
TGATGGCCAC
ATCTGGAGCA
TTTTCTCACG
GCCGTGTGGC
CGCTTAGTAG
TTGGCAATAT
CATCTCAGGA
TGCAGGATTG
TACAGGTTCA
GGCTGGGAGT
ATGAGGTGAA
TGAGGGAGAA

ATTCTCCTGC
CATGAAAAAA
TGAAGTTCAA
AGATCAGAAG
CATCGCTATT
AAGTACCTTG
AACAGAGGAC
CGTGAGGCCA
AATTAAAGAA
AAAATTTGCT
TGAAGTTCAG
ATCAACCCAA
ATTGCTTTAT
ATCTTTCTGC
TAAATGGATC
TCAGCACCAA
AGAACTGCCA
AGTGCATATT
AGTACAGGCA
GGGCAGAAAG
AAAATCTGAA
ATATGGTATT
ACTTCAGATA
TCAGTTGATA
TATTAAAGTG
TGCATACTTT
TAGGCTGCAT
ATTGCGCCTG
CGGCTTGGAG
CTTAAACCAC
TCAAGATTCC
TGAATCCCAG
TCAAGGAGAA
TAGCAATAAG
TTACAGCAAA
GATGCTCGTG
TTTGCTGCAA
GAGAGTCCAG
GCACACAGCT

FIG. 6

CTCAGCCTCC
CTGCTTCCTA
TTGTTAAGAA
TGGCAGTCTA
GGACCTCTGA
CAGCTGTATT
TGTCTTATTC
TGGATGCAGG
CARACAGTCC
AGAAAACGAG
CTGGGAAAGA
GGTCAAGTGG
ACAGCAGGCC
AAGTCTGTGA
CAGGCAGAAT
CAGAACTTCA
TCTGTTAATA
GGAGTTGGAG
CCTGAAGTAG
GTGGTTGACA
GTTCAGAATC
CTTGGACAGG
ACTGAGAGTG
TCAAGCTGCC
TGGAGGAAAG
ACTTTCCTTA
TTAAGTCACA
CTGCGGTTGC
ACAACACCCA
CCTGAAGTGT
CCACATCTCA
GCTTCAGGAA
GAATTGCTGG
GATGAACCTA
ATTGTAGATA
GCTGAACTGC
CAACACATGT
AACAACAACA
TTGATGAAGC

PCT/ES00/00308

ATCTCGGCTC
TGAGTAGCTG
ACATGTTAAG
GTTCTGTTTG
TAACTGAAAA
GACTTTCTAC
GCTCATCTGC
CACTCTTCAG
CATTAAGGTA
CAATTAGAAG
GGAATGTGTC
CCACCACTGC
ATGAAAAATG
AGTCAACACA
AAGCTGAATA
GGAAAGAGAT
CAGGTCTTTC
CGATGGAAGA
AACCTGACTT
CCAAATCTTG
ATGCCAGTCA
TACTTCCAGA
CTGTGTGTCG
AAGACAACGA
CATGGCTTTC
TTGTAGATAG
AACTCAACGC
GAGTGGAACA
TCGTGAAGCA
CTGCACCATG
ATGTGCGCCA
TATTGTATCC
ATAAATTTTC
TTTCTGAATG
AAAGTGGATT
AGCTGTCCTC
GCAGGGTCAC
ATGTCCTGAG
CCTTACGCAA
CCATCGTATT
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TGCTTTGGAG
GTTTCAGGAT
GAACCCTGCA
ACAGAGAGCA
GGCTGCCATG
CACAATCCAT
ACTTCTCTTT
TTTACATCTG
AATTAATCGC
AACAAGATCA
ACGATGGCAA
TCCTCAGAAT
TGCTTTGAAA
AATGAAGGCA
GCTCTGGTCA
ATCTACTGCA
TAATGTTCTT
TGAAAAAGGT
TGAAACAGCA
TTTACACATT
CGACCCTCTG
TGGAGGTGGC
CCGCAGCCTG
TGAGATGCTG
AGAGCAACTG
AGAAGGAGCT
CACCCAACTA
ATTTGAACAA
TGCAAGCTTG
AGCAACAGCC
GGAGGGGGAG
GCAACTGCAT
TCGAATTGAA
TTGTCAAGAG
GTGTCAGTTC
CAGACTTATT
AGATCAGTTG
AGGATCTTTG
CCTGATGATG
GGATGGAGCC
TCAGTTACTG
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CATGTGAGGA GTATCACAGC GGCTCCTGCA GAAACACCTC
AACTATGGTG ATGCCATTGA AAATGCCCTA GAAAAACTGA

AAGCCTGGGA
CAGAAACGTG
ACTAACACTG
AGTGTGGGCG
CTTGGATCAG
GATGAGAGAA
CAAGAAACAC
GGACTAATCC
CAACGGGAAG
CCTGGAATTG
ACAGTTGGGC
GTATTGGAAG
TCTTGCACAA
GTCATGTCTA
ATAGATATGA
AAAAGCCTTA
CTGGGTGTAA
ATGCGGCGTG
GTGGACTGGA
CAGCAGGCCG
TTTTCTTCTA
GTTGTGCTTC
ACAGATGTGG
GAAGGGGTGG
CAGACTCAGC
TGGATAACAC
CTTCAAGAGA
TTTCTGCAGA
GTTGGTGCTC
CACTATGCAA
CAGTGGAAGA
CTCTATAGGA
ATCACTGCCA
AGACAAGTGG
AAAGAAATTG
AGTCTAGCAA
GAAGGTGCAG
TGGTTCTTGG
AAGCAGTGCC

GCAGCTGGAT
CAAGTTACAT
AAATTGCTCT
GAACCATCAC
ATGGGAAGAG
TAATGCAGTT
CCCGGTTCCA
AGTGGGTAGA
CTGCCTTACA
TACCCCGTCC
TTAGCCTGGA
AGTTAATGGA
CACCTGATGA
TGGTTGGATA
CGACTGGAGA
GAGTTCCTGA
CTGGAGTAGA
GCAGAGAGAC
CAGCAGGAGG
AGAGCAAGCA
GAGTAGCTGA
CCAAGTTGGA
AAAAACTGCA
ATCATCCTTC
AAAGAGCTGT
ATTATCAGGC
TAAGCACACA
ATGCTGGTCA
TCCTGCAGCA
CCGTGGCCCT
CCTGGATGGA
AATATGAAAT
CTGAAATGAC
AACGCTTGAA
AACGTTGCAT
GTGTTATTAT
CGTCAAGTGC
AGGAACTCTG
ACCTGGTGCC

TCCATTTARA
CTTGCGTCTT
TCCTGGGGAA
AATCTTACCG
CTATCCTTAT
CCTATCTATT
TGCTCGACAC
TGGAGCCACA
AGCACAAAAG
TAGTGAACTT
TGTGTCCCGT
GGCCACACCC
ATGGTGGAGA
CATAATTGGC
AGTTGTTCAC
GAAAGTACCT
AGGTGTATTT
CCTGCTGACG
CGAGGCTGGG
GAGCAAGAGA
GATTAAGGTG
CGGTAGCTTA
GGGCAAACTA
TCATACTCTG
TCAGGAAGCA
TGCATTCAAT
AATGGACCTT
GGCCCACTTG
GAGGCGCTCC
GCAGTATCCG
AGAGCTCATC
GCAATATGCT
CCTGCAGCGA
ACAGGAAGCT
TAAAGTTTTC
TTCTGCCCTT
TGGAGAACAG
CAGTATGAGC
ACAGGACTTA

GAGATAATGC
GAAGAAATCA
GTCTCAGCCA
ACTAAAACCA
CTTTTCAAAG
GTGAATACCA
TATTCTGTAA
CCCTTATTTG
GCCCAAGATT
TATTACAGTA
CGGGATTGGC
CCGAATCTCC
GTTACGCAGT
CTTGGAGACA
ATAGATTACA
TTTCGAATGA
AGGCTTTCAT
CTGCTGGAGG
TTTGCTGGTG
GAGATGGAGC
AACTGGTTTA
GATGAATACC
CTGGAGGAAA
CAACACAGGT
ATCCAGGTGA
AATTTAGAAG
GGTCCTCCAA
ATTAGCCAGT
GTGCTCCGTG
AAGGCCATAT
TGTAACACCA
CCCCAGCCAC
TACGCAGCAG
GTCACTGTGC
CTTCATGAGA
TGTACCCTTA
CTGGTTGATC
GGAAACGTCA
GATATCCCGA
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ATGAAAAATG
AGACTCCATT
TAAATTTGCA
GTCCATGGTT
GAGACACTGT
AGCCAAAGAA
GACTGGAGGA
TGTTTGCTAC
CACCACTAGG
GTCTTTACAA
CCTACCAAAC
AAATTGGCCC
CTCTTCATGT
TTGCCAAAGA
CTTATGCAAG
GACATCTGGA
ATGTTTGCTT
CACAAAACAT
GTGAGCAGGT
CCTTTGTGTA
CTGTCTATGG
GAGAGATCAC
AGAATAGAGA
TAAGCTTGCA
TAGAGTTTCT
ATTCTGAGCA
AGCTGAATGA
CAACACAGCT
GTTACGTGCC
GCGAGCAGCT
GCTGTCTGGA
TTCAGAAACA
CAGTAGAGCG
CCCCAACAGT
ACATCAACAG
CAGTTTGTGA
ATGGAGAAGA
CAAGGCGTAA
TGACTTCTCG
CCTGCTTGGT
ACCCCATGGA
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AGCGTCTGAG
GAATTTCCGG
GTTAGAAAGT
CCTGCAGACT
AGAAGAAACA
ATTAATCCAA
GCTTTTGGTA
TGAAAAGTTG
AGCCAGGAGT
GATTTTCTTT
TTCTAAAACA
ACAGATTGTC
CAAACCTATC
CCAAGCCCTC
TCAAGTAGAG
GAAAGCGGTG
AACTGTGTTA
AGAAACCAGT
GTTTCAGTGG
TCCCCCACGG
TGAAACTTCT
GCGACTCAAG
AGCAACGATA
CACATTTCTC
CTTAAACCTG
TGCATCACAG
CACTGGTICTT
GACCCAGGAT
GGTCTGTGAA
CCGACAGCTT
TCTGGCAGAT
TAAATCATGG
GGTTCGAAGT
GAAAACACAA
CGATGCAACA
TGCAGCAGTC
TAGAAAGCTG
AGGAACTGGC
GARAGCGGTG
GTTAGAGGGC
TGTCATTAAG

ACAGTTCACT
CAAATCATAT
ATGCTGCATG
CTAGTGGAAT
CATGCTCATT
CCGAGAAATG
GCATTCGATG
AACAAGATGG
ACTCAAGTTA
CTAAAAAGAC
TTGTCAGGAT
AATGTGAAAA
AAGGCATTCA
GGACTCACAC
GCAAAGGACT
GAACATAACA
GCAAGTTCTT
ATTTCTTCTT
CAACATGAAG
TCTGCTATCC
ATTGCGACAG
TGGGCAGGTG
GCTGAAAGAA
TGCAGCAATA
GATGCGGCGT
TTTAACAGTT
GAACATCCTA
ATGTCTACTC
ACAATTCAGA
GGAGATGTCA
GGTGAAGATG
CAAGACAACA
CAAGAACACG
AGTCAGAGTA
AATGAATGTT
CGGAGTAACA
ATCCAGAAAA
AAGAGTGTTG
CAAGAGAGAA
CGAGATGTTG
GAAGCAACTA

TAGCCAATGG
TTCCAGAAGC
AACTGGACGG
CTCTTCAGGC
ACATCGATGT
GTTCAGTTGA
GCATGTTTGC
AARATTCCCAT
ATTTTTTTGA
TACAGACTAT
CAAGTTCACT
CCCTTTTTAG
CAGCTGACTT
TGTGCAGTTT
TTGGTGCCGA
TCCAGATAGG
ACGACACTGC
GTAAGACAAG
ATCTACTTAT
TAACCAGCAT
TTCAGGAGAA
GTGCCAACCC
GAAATCTTGT
TCATTCATTT
TATTTGAACT
CAGTGTCTGA
TTGGCAGCTC
AGAGGGCAAT
ATCTGGTTGA
AACATCTCTT
TTCCCTATGA
TTCAAACAGT
TTGAAATGCT
TCTATAATAA
CGAGTCCAAC
CTGGCCAGAA
ATCTTGCTAC
CTTGTAGTCC
ACTCCTATGC
ATCCGAATAG
ATCTAGATAA
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AGTGTATACC
ACTTCGATGT
TCTTATTGAG
CTACTTAAGA
TGCCAGACTA
TGAAACACCC
TCAAGTTGAA
AGCTTGGCGA
TGATGATAAT
TAAGGAGTTC
TGAAGATCAG
AAACTCTTGT
TGTGAGGCAG
TATCAGTGCT
AAGCAAAGTT
GAAGTTCTCT
CTGGAAGAAG
CCTGCAGCGG
CAATAGACCA
GAAAAAGAAG
GCTAGCTGCA
TGCATTGGCC
CCTTAAAGAG
TGAAAGTTTA
AATCAAGCGA
GTTAGAGCTT
TGAATGGCTT
TCAGACAGAG
TAATATAAAG
GAAAGCTATG
GAACAGTGTT
TCTATTTACA
CCAGGAAATC
TTTAGTGAGT
GTCATCTGCT
GACTCAGCCT
ATCAGCTGAT
TAAAAAGGCA
AGTGAGTGTG
GAGGATGTCA
CTTGGCTCAG

TCACTTCAGG
TTAATGAAAG
CAGACCACCG
AACGCAGCTA
CTACATGCTC
AAAATGTCAG
ACTGCTTTCA
AAGATTGACA
CACCGGCAGG
TTCAGGCTCT
AATACTGTGA
TTCAGTGAAG
CTCTTGATAG
CTGGGTGTAG
TCTGTTGATG
CAGCTGGTTA
CATGACTTGG
GTTCAGCTGC
CAAGCCATGT
CTGCATACCC
CTTGAATCAA
CCTGTACTAC
AGCCAAAGAG
CGAACAAGAA
TGTCAGCAGA
CGTTTATTAC
TTGTCAGCAC
AAAGAGCAGC
ACTGTGCTCA
GCTAAGGATG
AGGCAGTTTT
TTAGTCCAGG
ACTCCCACCT
TTTGCATCAC
ACTTATCAGC
GATGTCATGT
ACTCCACCAA
GTCAGAGACC
TGGAAGAGAG
GTTGCTGAAC
CTGTATGAAG
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AATTGAATTC
GGGAATACAC
ATGGCGTTCC
TGGGACTGGA
AGTACGGTGA
CTGGCCAGAT
GCTTATTAGT
TCATAAGGGA
TGCTAGAAGA
GTGGTACCTT
ATGGGCCTGT
ACCAAATGGC
GGCTACCCAA
ACATCATTGC
ATCTCTGTAA
TGAACAGGGC
TGCGAAGGCT
ATATTGCCAT
CAGTCACACC
TGAGCCAGAT
GTATTGAACA
AAGATTTTGA
CAAGTCAGGT
CTGCAGAAGC
TGTGTTCGTT
AGAGAGTGGA
ACAAACAGTT
AGATAGAAAC
CTGGTCATAA
AAGAAGCTGC
TGGGTGAATA
CTATGGGTCA
TGAAAGAACT
CCTTAGTCAC
CATCCTTCGC
CACAGAATGC
GCACCGTTCC
CTAAAACTGG
TGAAAGCCAA
AGGTTGACTA
GTTGGACAGC
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5160
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CTGGGTGTGA
AATCAACTCA
CTTACTCTGA
TGCACTCAGG
GCAAGCTCAC
CGGGAGGTTA
CATTCCACCT
GAAAACTGGG
GTAACACTTG
AAGGCTATGC
ACTACAGTAG
CTCCTCCCCA
AATTCACTTT
TTCTGATAAC
AATTCCGGTT
TGTGCATTCA
TATAGTGTGC
TTCTTTCATA
AGTATCTATT
GAGGTAGACT
GTAAATTAAA
ATGAGATCCA
TTGCACAATT
TTCCTTAAAT
ATAAAAACCC
ATTAAAATCT
GAGGCCGAGG
AAACCCCGTC
GTCCCAGCTA
CAGTGAGCCG
AAAAATAAAT

ATGGCAAGAC
GCCTCAGGCA
GGAAACCTAG
GATACGCCCA
CGCCTGAACA
GCTGCGGAAA
GACCCTGTGT
GTCGCGAAGA
TTGCTTGGCA
GATATGAATT
AAGAACTTAC
CCACTTACCC
TATTTCAGTC
ATGGAAAATT
ATTTAAGTCA
ARAGTAATGA
ATTTTTTTTG
GAAAGTAGCT
AGAGTTTTAC
GAAATTTTTT
AGTTGTTTAA
CCAACATCTT
TTAATAGCTT
TTAGCATTGC
AGACTAGAAT
TAATTGTTGG
CGGGCGGATC
TTTACTAAAA
CTCGGGAGGC
AGATTGTGCC
GACTAGAT

1111

AGTAGATGAG
TCCAAAGCCA
GAAATCTCGG
ACACCATGGC
CGGAGATTGT
GAAATCGGGA
GTACAATCCA
AATCACAGCC
ACAGTACTGG
TCAGAAATGG
TTCTGAAATG
GTTCCCCCTT
CTTATATTTC
CAAGGATTGT
TTTCTGTGAT
ATCTAACAGA
GAGGTCATTC
AATCCAGTGT
ATTGTTGATG
TAATTCATGT
TTTACTTGGC
TTATTAAGTT
GCTATTCAGT
ATTTCAGTAC
AGGGTTCTTA
CTGGGCACAG
ATGAGGTTAG
TACAAAAAAA
TGAGGCAGGA
ACTGCACTCC

TCTGGTTAAG
CACCACAGTC
TGCACTAGGA
CTGCAACCCC
CTTTCTGCCA
TGCCGCGGAG
GGAAAAAAAC
AAGGAAGATT
TTGGGTTGAC
ACTGAAAATG
AAGGGAAAAA
TACCTAATCT
ATATACTTCC
TTAAAGGTCT
TCTATCATGT
CATTTGATTT
AAATTTTCCC
AATCTTTTAC
ATAGATTAAC
TTTTCATTTG
ATTTTAGGAC
CAGTTATTAG
AATACATTAT
TGACTGTGTA
AAATCAAGTA
TGGCTCACGC
GAGAGCGAGA
ATTAGCCGGG
GAATGGCGTG
AGCCTGGGCA

PCT/ES00/00308

CGAGGTCAGA
GGTGGTGATG
AGTGAATCCC
AGGGTCAAGG
CAGAACAGCA
CACAGAGTGA
AAACCCCACT
TGATGCATTC
CAGTAAGTAG
GAGAGCTATG
AACCACCCCA
AGTAGATTAG
GTCTCGATGC
GATGATCACA
ACAGTTTCCA
AATGTACACT
TCTTCTGTGA
CTTTTTAAAA
AATAAAGTGA
ATACTTTTAA
ATGTACATGA
TCTGTGAAGT
AGTGAATTCA
AGCTAAATTG
TCAATACAAA
CTGTAATCCC
CCATCCTGGC
TGTGGTGGCG
AACCCAGGAG
ACAGAGCTAG
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CATCCACCAG
CAACTGGGGG
GCAGGACAGC
GTGAAGGAAA
GCAGACGTGT
TTTGGAACTC
CAGAAACAGA
AGATTCTCGT
AAAAAGGCTA
TAACAGATAC
TCGTTCCCTA
CCATCTTTCA
TGTTAACAAC
CACAAAATGT
GAATTGTCAC
CCCTTTTGCT
TAGCTGTAGT
ACCAAGATAG
TGTTCTGGTG
TTTACACTTA
AACAGTGAAA
GCTTTACTTT
TGATCAAGGT
CTGATCCAAA
ATAGAACACA
AGCACTTTGG
GAACACGGTG
GGCGCCTGTA
GCGGAGCTTG
ACTCTGTGTC

7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9138



WO 01/11027 PCT/ES00/00308

LISTA DE SECUENCIAS

<110> Glaxo Wellcome. S.A.

5 <120> Proteina de Interacciéon con Proteina Quinasa C Implicada
en la Activacion de NF-KB

<130> PI 3718

10  <140>
<141>

<160> 8
15 <170> PatentIn Ver. 2.0

<210> 1
<211> 309
<212> PRT
20 <213> Homo sapiens

<400> 1
Leu Glu Leu GIn Tyr Val Ser Pro Lys Leu Leu Met Cys Arg Asp lLeu
1 5 10 15
25
Glu Leu Ala Val Pro Gly Thr Tyr Asp Pro Asn GIn Pro Ile Ile Arg
20 25 30

Ile Gln Ser Ile Ala Pro Ser Leu GIn Val Ile Thr Ser Lys Gln Arg
30 35 40 45

Pro Arg Lys Leu Thr Leu Met Gly Ser Asn Gly His Glu Phe Val Phe
50 55 60

35 Leu Leu Lys Gly His Glu Asp Leu Arg GIn Asp Glu Arg Val Met GIn
65 70 75 80

Leu Phe Gly Leu Val Asn Thr Leu Leu Ala Asn Asp Pro Thr Ser Leu
85 90 95
40
Arg Lys Asn Leu Ser Ile Gin Arg Tyr Ala Val Ile Pro Leu Ser Thr
100 105 110

Asn Ser Gly Leu Ile Gly Trp Val Pro His Cys Asp Thr Leu His Ala
45 115 120 125

Leu Ile Arg Asp Tyr Arg Glu Lys Lys Lys [le Leu Leu Asn Ile Glu
130 135 140
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10

15

20

25

30

35

40

45
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His Arg Ile Met Leu Arg Met Ala Pro Asp Tyr Asp His Leu Thr Leu
145 150 155 160

Met Gln Lys Val Glu Val Phe Glu His Ala Val Asn Asn Thr Ala Gly
165 170 175

Asp Asp Leu Ala Lys Leu Leu Trp Leu Lys Ser Pro Ser Ser Glu Val
180 185 190

Trp Phe Asp Arg Arg Thr Asn Tyr Thr Arg Ser Leu Ala Val Met Ser
195 200 205

Met Val Gly Tyr Ile Leu Gly Leu Gly Asp Arg His Pro Ser Asn Leu
210 215 220

Met Leu Asp Arg Leu Ser Gly Lys Ile Leu His I1e Asp Phe Gly Asp
225 230 235 240

Cys Phe Glu Val Ala Met Thr Arg Glu Lys Phe Pro Glu Lys Ile Pro
245 250 255

Phe Arg Leu Thr Arg Met Leu Thr Asn Ala Met Glu Val Thr Gly teu
260 265 270

Asp Gly Asn Tyr Arg Ile Thr Cys His Thr Val Met Glu Val Leu Arg
275 280 285

Glu His Lys Asp Ser Val Met Ala Val Leu Glu Ala Phe Val Tyr Asp
290 295 300

Pro Leu Leu Asn Trp
305

<210> 2

<211> 120

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 2
Pro Ala Ile Trp Phe Glu Lys Arg Leu Ala Tyr Thr Arg Ser Val Ala
1 5 10 15

Thr Ser Ser Ile Val Gly Tyr Ile Leu Gly Leu Gly Asp Arg His Vval
20 25 30

Gin Asn Ile Leu Ile Asn Glu GIn Ser Ala Glu Leu Val His [le Asp
35 40 45
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Leu Gly Val Ala Phe Glu GIn Gly Lys Ile Leu Pro Thr Pro Glu Thr

50 55 60
val Pro Phe Arg Leu Thr Arg Asp le Val Asp Gly Met Gly Ile Thr
5 65 70 75 80
Gly val Glu Gly Val Phe Arg Arg Cys Cys Glu Lys Thr Met Glu Val
85 90 95
10  Met Arg Asn Ser Gln Glu Thr Leu Leu Thr Ile Val Glu Val Leu Leu
100 105 110
Tyr Asp Pro Leu Phe Asp Trp Thr
115 120
15
<210> 3
<211> 9138
<212> DNA
20 <213> Homo sapiens
<220>
<221> CDS
<222> (152)..(7327)
25
<400> 3
agaaaaaata gagtttcact ctgttgccca ggctggagig cagtgacgca atctcggete 60
actgcagcct ctgecctctg agttcaagtg attetectge cteageetee tgagtagctg 120
30

ggattacagg tgtctgccac cgtgcccaga ¢ atg aaa aaa ctg ctt cct aac 172
Met Lys Lys Leu Leu Pro Asn
1 5

35 atg tta agt ccg gat ccg agg gaa ctt cag aaa tcc att gaa gtt caa 220
Met Leu Ser Pro Asp Pro Arg Glu Leu GIn Lys Ser Ile Glu Val Gin
10 15 20

ttg tta aga agt tct gtt tgt ttg gca act gct tta aac ccg ata gaa 268
40 Leu Leu Arg Ser Ser Val Cys Leu Ala Thr Ala Leu Asn Pro Ile Glu
25 30 35

caa gat cag aag tgg cag tct ata act gaa aat gtg gta aag tac ttg 316
GIn Asp GIn Lys Trp GIn Ser Ile Thr Glu Asn Val val Lys Tyr Leu
45 40 45 50 55

aag caa aca tcc cgc atc gct att gga cct ctg aga ctt tct act tta 364
Lys GIn Thr Ser Arg Ile Ala Ile Gly Pro Leu Arg Leu Ser Thr Leu
60 65 70
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aca gtt tca cag tct ttg cca gtt cta agt acc ttg cag ctg tat tge 412
Thr Val Ser Gln Ser Leu Pro Val Leu Ser Thr Leu GIn Leu Tyr Cys
75 80 85

tca tct get ttg gag aac aca gtt tct aac aga ctt tca aca gag gac 460
Ser Ser Ala Leu Glu Asn Thr Val Ser Asn Arg Leu Ser Thr Glu Asp
90 95 100

10 tgt ctt att cca ctc ttc agt gaa gct tta cgt tca tgt aaa cag cat 508
Cys Leu Ile Pro Leu Phe Ser Glu Ala Leu Arg Ser Cys Lys Gln His
105 110 115

gac gtg agg cca tgg atg cag gca tta agg tat act atg tac cag aat 556
15 Asp Val Arg Pro Trp Met GIn Ala Leu Arg Tyr Thr Met Tyr GIn Asn
120 125 130 135

cag ttg ttg gag aaa att aaa gaa caa aca gtc cca att aga agc cat 604
GIn Leu Leu Glu Lys Ile Lys Glu GIn Thr Val Pro Ile Arg Ser His
20 140 145 150

ctc atg gaa tta ggt cta aca gca gca aaa ttt gct aga aaa cga ggg 652
Leu Met Glu Leu Gly Leu Thr Ala Ala Lys Phe Ala Arg Lys Arg Gly
155 160 165
25
aat gtg tcc ctt gca aca aga ctg ctg gca cag tgc agt gaa gtt cag 700
Asn Val Ser Leu Ala Thr Arg Leu Leu Ala GIn Cys Ser Glu Val Gln
170 175 180

30 ctg gga aag acc acc act gca cag gat tta gtc caa cat ttt aaa aaa 748
Leu Gly Lys Thr Thr Thr Ala Gln Asp Leu Val GIn His Phe Lys Lys
185 190 195

cta tca acc caa ggt caa gtg gat gaa aaa tgg ggg ccc gaa ctt gat 796
35 Leu Ser Thr GIn Gly Gln Val Asp Glu Lys Trp Gly Pro Glu Leu Asp
200 205 210 215

att gaa aaa acc aaa ttg ctt tat aca gca ggc cag tca aca cat gca 844
I1e Glu Lys Thr Lys Leu Leu Tyr Thr Ala Gly GIn Ser Thr His Ala
40 220 225 230

atg gaa atg ttg agt tct tgt gcc ata tct ttc tgec aag tct gtg aaa 892
Met Glu Met Leu Ser Ser Cys Ala Ile Ser Phe Cys Lys Ser Val Lys
235 240 245
45
gct gaa tat gca gtt gct aaa tca att ctg aca ctg gct aaa tgg atc 940
Ala Glu Tyr Ala Val Ala Lys Ser Ile Leu Thr Leu Ala Lys Trp Ile
250 255 260



WO 01/11027

PCT/ES00/00308
5
cag gca gaa tgg aaa gag att tca gga cag ctg aaa cag gtt tac aga 988
Gln Ala Glu Trp Lys Glu Ile Ser Gly GIn Leu Lys Gin Val Tyr Arg
265 270 275
5 gct cag cac caa cag aac ttc aca ggt ctt tct act ttg tct aaa aac 1036
Ala GIn His GIn GIn Asn Phe Thr Gly Leu Ser Thr Leu Ser Lys Asn
280 285 290 295
ata ctc act cta ata gaa ctg cca tct gtt aat acg atg gaa gaa 9ag 1084
10 1le Leu Thr Leu Ile Glu Leu Pro Ser Val Asn Thr Met Glu Glu Glu
300 305 310
tat cct cgg atc gag agt gaa tct aca gtg cat att gga gtt gga gaa 1132
Tyr Pro Arg Ile Glu Ser Glu Ser Thr val His Ile Gly val Gly Glu
15 315 320- 325
cct gac ttc att ttg gga cag ttg tat cac ctg tct tca gta cag gca 1180
Pro Asp Phe Ile Leu Gly GIn Leu Tyr His Leu Ser Ser val Gln Ala
330 335 340
20
cct gaa gta gec aaa tct tgg gca gcg ttg gec age tgg get tat agg 1228
Pro Glu Val Ala Lys Ser Trp Ala Ala Leu Ala Ser Trp Ala Tyr Arg
345 350 355
25 tgg ggc aga aag gtg gtt gac aat gcc agt cag gga gaa ggt gtt cgt 1276
Trp Gly Arg Lys Val Val Asp Asn Ala Ser GlIn Gly Glu Gly Val Arg
360 365 370 375
ctg ctg cct aga gaa aaa tct gaa gtt cag aat cta ctt cca gac act 1324
30 Leu Leu Pro Arg Glu Lys Ser Glu Val GIn Asn Leu Leu Pro Asp Thr
380 385 390
ata act gag gaa gag aaa gag aga ata tat ggt att ctt gga cag gct 1372
e Thr Glu Glu Glu Lys Glu Arg Ile Tyr Gly Ile Leu Gly GlIn Ala
35 395 400 405
gtg tgt cgg ccg gcg ggg att cag gat gaa gat ata aca ctt cag ata 1420
val Cys Arg Pro Ala Gly Ile Gin Asp Glu Asp Ile Thr Leu GIn Ile
410 415 420
40
act gag agt gaa gac aac gaa gaa gat gac atg gtt gat gtt atc tgg 1468
Thr Glu Ser Glu Asp Asn Glu Glu Asp Asp Met Val Asp Val Ile Trp
425 430 435
45 gt cag ttg ata tca agc tgc cca tgg ctt tca gaa ctt gat gaa agt 1516
Arg GIn Leu Ile Ser Ser Cys Pro Trp Leu Ser Glu Leu Asp Glu Ser
440 445 450 455
gca act gaa gga gtt att aaa gtg tgg agg aaa gtt gta gat aga ata 1564
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Ala Thr Glu Gly val Ile Lys Val Trp Arg Lys Val Val Asp Arg Ile
460 465 470

ttc agc ctg tac aaa cte tct tge agt gca tac ttt act ttc ctt aaa 1612
5 Phe Ser Leu Tyr Lys Leu Ser Cys Ser Ala Tyr Phe Thr Phe Leu Lys
475 480 485

ctc aac gct ggt caa att cct tta gat gag gat gac cct agg ctg cat 1660
Leu Asn Ala Gly GIn Ile Pro Leu Asp Glu Asp Asp Pro Arg Leu His
10 490 495 500

tta agt cac aga gtg gaa cag agc act gat gac atg att gtg atg gcc 1708
Leu Ser His Arg Val Glu GIn Ser Thr Asp Asp Met Ile Val Met Ala
505 510 515
15

aca ttg cgc ctg ctg cgg ttg ctc gtg aag cac gct ggt gag ctt cgg 1756
Thr Leu Arg Leu Leu Arg Leu Leu Val Lys His Ala Gly Glu Leu Arg
520 525 530 535

20 cag tat ctg gag cac ggc ttg gag aca aca ccc act gca cca tgg aga 1804
GIn Tyr Leu Glu His Gly Leu Glu Thr Thr Pro Thr Ala Pro Trp Arg
540 545 550

gga att att ccg caa ctt ttc tca cgc tta aac cac cct gaa gtg tat 1852
25 Gly I1le Ile Pro GIn Leu Phe Ser Arg Leu Asn His Pro Glu Val Tyr
555 560 565

gtg cgc caa agt att tgt aac ctt ctc tgc cgt gtg gct caa gat tcc 1900
Val Arg GIn Ser Ile Cys Asn Leu Leu Cys Arg Val Ala Gln Asp Ser
30 570 575 580

cca cat ctc ata ttg tat cct gca ata gtg gat acc ata tcg ctt agt 1948
Pro His Leu Ile Leu Tyr Pro Ala Ile Val Gly Thr Ile Ser Leu Ser
585 590 595
35

agt gaa tcc cag gct tca gga aat aaa ttt tcc act gca att cca act 1996
Ser Glu Ser Gln Ala Ser Gly Asn Lys Phe Ser Thr Ala Ile Pro Thr
600 605 610 615

40 tta ctt ggc aat att caa gga gaa gaa ttg ctg gtt tct gaa tgt gag 2044
Leu Leu Gly Asn Ile Gin Gly Glu Glu Leu Leu val Ser Glu Cys Glu
620 625 630

gga gga agt cct cct gca tct cag gat agc aat aag gat gaa cct aaa 2092
45 Gly Gly Ser Pro Pro Ala Ser GIn Asp Ser Asn Lys Asp Glu Pro Lys
635 640 645

agt gga tta aat gaa gac caa gcc atg atg cag gat tgt tac agc aaa 2140
Ser Gly Leu Asn Glu Asp Gln Ala Met Met GIn Asp Cys Tyr Ser Lys
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650

att gta gat aag ctg
Ile Val Asp Lys Leu
665

cag
Gln
680

atg ctc gtg gct
Met Leu Val Ala

ctc tgg ctg gga gtt
Leu Trp Leu Gly Val
700

att
Ite

cag cag ctt gaa
GIn GIn Leu Glu
715

tta
Leu

cgc aaa gaa gag
Arg Lys Glu Glu
730

ttg
Leu

atg aag ccc atc
Met Lys Pro Ile
745

gct cct gca gaa
Ala Pro Ala Glu

gcg
Ala
760

gat gcc att gaa
Asp Ala Ile Glu
780

ggt
Gly

cct
Pro

gca aag cct gag
Ala Lys Pro Gly
795

aat
Asn

ttg caa cag aga
Leu GIn GIn Arg
810

gaa
Glu

gaa atc agt cca
Glu Ile Ser Pro
825

ctt
Leu
840

cct ggg gaa gtc
Pro Gly Glu Vval

655

tce tet gea
Ser Ser Ala
670

aac
Asn

cce
Pro

gaa ctg
Glu Leu
685

cgc
Arg

gtc
val

agg
Arg

ttg ctg
Leu Leu

caa
Gln

caa
Gin

cac
His
705

gtg
val

gat gag
Asp Glu

2aq
LS

-~
1<

aga
Arg

att
Ile

atc
e

aaa
Lys

gca
Ala
735

atg
Met

ttt
Phe
750

gta
val

gct
Ala

ttg
Leu

gag
Glu

cct
Pro

aca
Thr
765

cat
His

aaa
Lys

gaa
Glu

cta
Leu

aat
Asn

aaa
Lys
785

gce
Ala

gaa
Glu

att
[1e
800

cca
Pro

age
Ser

age
Ser

tgg
Trp

aaa
Lys
815

gca
Ala

cag
Gln

cgt
Arg

gca
Ala

ttg gct
Leu Ala
830

atg
Met

tag
Trp

gce
Ala

tca gcc aga gac act
Ser Ala Arg Asp Thr
845

ace
Thr

act
Thr
690

atg
Met

gtc
val

849
Arg

cat
His

tag
Trp
770

ctg
Leu

ttt
Phe

agt
Ser

act
Thr

gtc
val
850
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660

atg gta tta cag gtt
Met Val Leu Gin Val
675

gtg ctc tgg gat gag
val Leu Trp Asp Glu
695

tat gtc ctg aga cga
Tyr Val Leu Arg Arg
710

cag aaC aac aac acc
GIn Asn Asn Asn Thr
725

gag aag cac aca gct
Glu Lys His Thr Ala
740

gtg agg agt atc aca
val Arg Ser Ile Thr
755

ttt cag gat aac tat
Phe GIn Asp Asn Tyr
775

aag act cca ttg aac
Lys Thr Pro Leu Asn
790

aaa gag ata atg cta
Lys Glu Ile Met Leu
805

tac atc ttg cgt ctt
Tyr Ile Leu Arg Leu
820

aac act gaa att gct
Asn Thr Glu Ile Ala
835

aca atc cat agt gtg
Thr 1le His Ser Val
855

2188

2236

2284

2332

2380

2428

2476

2524

2572

2620

2668

2716
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ggc gga acc atc aca atc tta ccg act aaa acc aag cca
Gly Gly Thr Ile Thr Ile Leu Pro Thr Lys Thr Lys Pro

ctc ttt ctt gga tca gat ggg aag agc
Leu Phe Leu Gly Ser Asp Gly Lys

875

ctg gag gat tta cat ctg gat gag
Leu Glu Asp Leu His Leu Asp Glu

890

gtg aat acc atg ttt gct aca
val Asn Thr Met Phe Ala Thr

905

cat gct cga cac tat tct gta
His Ala Arg His Tyr Ser Val

920

atc cag tgg gta gat gga gce
I1e GIn Trp Val Asp Gly Ala

tgg caa caa cgg gaa gct gce
Trp GIn GIn Arg Glu Ala Ala

955

tac caa act cct cag aat cct
Tyr GIn Thr Pro Gin Asn Pro

970

tat tac agt aaa att ggc cct
Tyr Tyr Ser Lys Ile Gly Pro

985

gat gtg tcc cgt cgg gat tgg
Asp Val Ser Arg Arg Asp Trp

1000

gaa gag tta atg gag gcc aca

895
att
Ile

aca
Thr

aca
Thr

tta
Leu

gga
Gly
975

gct
Ala

cct
Pro

ccce

Glu Glu Leu Met Glu Ala Thr Pro

tgg tca tct tgc aca aca cct gat gaa tgg tgg aga gtt acg cag tct

PCT/ES00/00308
aag aaa ctt 2764
Lys Lys Leu
865 870
tat cct tat ctt ttc aaa gga 2812
Ser Tyr Pro Tyr Leu Phe Lys Gly
880 885
aga ata atg cag ttc cta tct att 2860
Arg Ile Met GIn Phe Leu Ser Ile
900
aat cgc caa gaa aca ccc cgg ttc 2908
Asn Arg GIn Glu Thr Pro Arg Phe
915
cca cta gga aca aga tca gga cta 2956
Pro Leu Gly Thr Arg Ser Gly Leu
830 935
cce tta ttt ggt ctt tac aaa cga 3004
Pro Leu Phe Gly Leu Tyr Lys Arg
945 950
caa gca caa aag gcc caa gat tcc 3052
GIn Ala GIn Lys Ala GIn Asp Ser
960 965
att gta ccc cgt cct agt gaa ctt 3100
ile val Pro Arg Pro Ser Glu Leu
980
ttg aaa aca gtt ggg ctt agc ctg 3148
Leu Lys Thr val Gly Leu Ser Leu
995
ctt cat gta atg aag gca gta ttg 3196
Leu His Val Met Lys Ala Val Leu
1010 1015
ccg aat ctc ctt gecc aaa gag ctc 3244
Pro Asn Leu Leu Ala Lys Glu Leu
1025 1030
3292

Trp Ser Ser Cys Thr Thr Pro Asp Glu Trp Trp Arg Val Thr Gln Ser

1035

1040

1045
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tat gca aga tct act gca gtc atg tct atg gtt gga tac ata att ggc 3340
Tyr Ala Arg Ser Thr Ala Val Met Ser Met Val Gly Tyr Ile Ile Gly
1050 1055 1060

5 ctt gga gac aga cat ctg gat aat gtt ctt ata gat atg acg act gga 3388
Leu Gly Asp Arg His Leu Asp Asn Val Leu Ile Asp Met Thr Thr Gly
1065 1070 1075

gaa gtt gtt cac ata gat tac aat gtt tgc ttt gaa aaa ggt aaa agc 3436
10 Glu Val Val His Ile Asp Tyr Asn Val Cys Phe Glu Lys Gly Lys Ser
1080 1085 1090 1095

ctt aga gtt cct gag aaa gta cct ttt cga atg aca caa aac att gaa 3484
Leu Arg Val Pro Glu Lys Val Pro Phe Arg Met Thr GIn Asn Ile Glu
15 1100 1105 1110

aca gca ctg ggt gta act gga gta gaa ggt gta ttt agg ctt tca tgt 3532
Thr Ala Leu Gly Val Thr Gly Val Glu Gly Val Phe Arg Leu Ser Cys
1115 1120 1125
20
gag cag gtt tta cac att atg cgg cgt ggc aga gag acc ctg ctg acg 3580
Glu Gln Val Leu His Ile Met Arg Arg Gly Arg Glu Thr Leu Leu Thr
1130 1135 1140

25 ctg ctg gag gce ttt gtg tac gac cct ctg gtg gac tgg aca gca gga 3628
Leu Leu Glu Ala Phe Val Tyr Asp Pro Leu Val Asp Trp Thr Ala Gly
1145 1150 1155

ggc gag gct ggg ttt get ggt get gtc tat ggt gga ggt ggc cag cag 3676
30 Gly Glu Ala Gly Phe Ala Gly Ala Val Tyr Gly Gly Gly Gly GlIn Gln
1160 1165 1170 1175

gcc gag agc aag cag agc aag aga gag atg gag cga gag atc acc cgc 3724
Ala Glu Ser Lys Gin Ser Lys Arg Glu Met Glu Arg Glu I1e Thr Arg
35 1180 1185 1190

agc ctg ttt tct tct aga gta gct gag att aag gtg aac tgg ttt aag 3772
Ser Leu Phe Ser Ser Arg Val Ala Glu Ile Lys Val Asn Trp Phe Lys
1195 1200 1205
40
aat aga gat gag atg ctg gtt gtg ctt ccc aag ttg gac ggt agc tta 3820
Asn Arg Asp Glu Met Leu Val Val Leu Pro Lys Leu Asp Gly Ser Leu
1210 1215 1220

45 gat gaa tac cta agc ttg caa gag caa Ctg aca gat gtg gaa aaa ctg 3868
Asp Glu Tyr Leu Ser Leu GIn Glu GIn Leu Thr Asp Val Glu Lys Leu
1225 1230 1235

cag ggc aaa cta ctg gag gaa ata gag ttt cta gaa g9a gct gaa ggg 3916
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GIn Gly Lys Leu Leu Glu Glu Ile Glu Phe Leu Glu Gly Ala Glu Gly
1240 1245 1250 1255

gtg gat cat cct tct cat act ctg caa cac agg tat tct gag cac acc 3964
5 Val Asp His Pro Ser His Thr Leu GIn His Arg Tyr Ser Glu His Thr
1260 1265 1270

caa cta cag act cag caa aga gct gtt cag gaa gca atc cag gtg aag 4012
Gln Leu GIn Thr Gln GIn Arg Ala Val GIn Glu Ala Ile GIn Val Lys
10 1275 1280 1285

ctg aat gaa ttt gaa caa tgg ata aca cat tat cag gct gca ttc aat 4060
Leu Asn Glu Phe Glu GIn Trp Ile Thr His Tyr Gln Ala Ala Phe Asn
1290 1295 1300
15
aat tta gaa gca aca cag ctt gca agc ttg ctt caa gag ata agc aca 4108
Asn Leu Glu Ala Thr Gin Leu Ala Ser Leu Leu GIn Glu Ile Ser Thr
1305 1310 1315

20 caa atg gac ctt ggt cct cca agt tac gtg cca gca aca gec ttt ctg 4156
Gln Met Asp Leu Gly Pro Pro Ser Tyr Val Pro Ala Thr Ala Phe Leu
1320 1325 1330 1335

cag aat gct ggt cag gce cac ttg att age cag tgc gag cag ctg gag 4204
25 Gin Asn Ala Gly GIn Ala His Leu Ile Ser Gln Cys Glu GIn Leu Glu
1340 1345 1350

ggg gag gtt ggt gct ctc ctg cag cag agg cgc tce gtg ctc cgt ggc 4252
Gly Glu Val Gly Ala Leu Leu GIn Gln Arg Arg Ser Val Leu Arg Gly
30 1355 1360 1365

tgt ctg gag caa ctg cat cac tat gca acc gtg gcc ctg cag tat ccg 4300
Cys Leu Glu GIn Leu His His Tyr Ala Thr Val Ala Leu GIn Tyr Pro
1370 1375 1380
35
aag gcc ata ttt cag aaa cat cga att gaa cag tgg aag acc tgg atg 4348
Lys Ala Ile Phe GIn Lys His Arg Ile Glu GIn Trp Lys Thr Trp Met
1385 1390 1395

40 gaa gag ctc atc tgt aac acc aca gta g9ag cgt tgt caa gag ctc tat 4396
Glu Glu Leu Ile Cys Asn Thr Thr Val Glu Arg Cys GIn Glu Leu Tyr
1400 1405 1410 | 1415

agg aaa tat gaa atg caa tat gct ccc cag cca ccc cca aca gtg tgt 4444
45 Arg Lys Tyr Glu Met GIn Tyr Ala Pro Gln Pro Pro Pro Thr Val Cys
1420 1425 1430

cag ttc atc act gcc act gaa atg acc ctg cag cga tac gca gca gac 4492
Gln Phe 1le Thr Ala Thr Glu Met Thr Leu Gln Arg Tyr Ala Ala Asp
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1435 1440 1445

atc aac agc aga ctt att aga caa gtg gaa cgc ttg aaa cag gaa gct 4540
Ile Asn Ser Arg Leu Ile Arg Gln Val Glu Arg Leu Lys Gln Glu Ala
5 1450 1455 1460

gtc act gtg cca gtt tgt gaa gat cag ttg aaa gaa att gaa cgt tgc 4588
val Thr Val Pro Val Cys Glu Asp GIn Leu Lys Glu Ile Glu Arg Cys
1465 1470 1475
10
att aaa gtt ttc ctt cat gag aat gga gaa gaa gga tct ttg agt cta 4636
Ile Lys Val Phe Leu His Glu Asn Gly Glu Glu Gly Ser Leu Ser Leu
1480 1485 1490 1495

15 gca agt gtt att att tct gec ctt tgt acc ctt aca agg cgt aac ctg 4684
Ala Ser Val I1le Ile Ser Ala Leu Cys Thr Leu Thr Arg Arg Asn Leu
1500 1505 1510

atg atg gaa ggt gca gcg tca agt gct gga gaa cag ctg gtt gat ctg 4732
20 Met Met Glu Gly Ala Ala Ser Ser Ala Gly Glu GIn Leu Val Asp Leu
1515 1520 1525

act tct cgg gat gga gcc tgg ttc ttg gag gaa ctc tgc agt atg agc 4780
Thr Ser Arg Asp Gly Ala Trp Phe Leu Glu Glu Leu Cys Ser Met Ser
25 1530 1535 1540

gga aac gtc acc tgc ttg gtt cag tta ctg aag cag tgc cac ctg gtg 4828
Gly Asn Val Thr Cys Leu Val GIn Leu Leu Lys Gin Cys His Leu Val
1545 1550 1555
30
cca cag gac tta gat atc ccg aac ccc atg gaa gcg tct gag aca gtt 4876
Pro Gln Asp Leu Asp Ile Pro Asn Pro Met Glu Ala Ser Glu Thr val
1560 1565 1570 1575

35 cac tta gcc aat gga gtg tat acc fca ctt cag gaa ttg aat tcg aat 4924
His Leu Ala Asn Gly Val Tyr Thr Ser Leu GIn Glu Leu Asn Ser Asn
1580 1585 1590

ttc cgg caa atc ata ttt cca gaa gca ctt cga tgt tta atg aaa 999 4972
40 Phe Arg GIn Ile Ile Phe Pro Glu Ala Leu Arg Cys Leu Met Lys Gly
1595 1600 1605

gaa tac acg tta gaa agt atg ctg cat gaa ctg gac ggt ctt att gag 5020
Glu Tyr Thr Leu Glu Ser Met Leu His Glu Leu Asp Gly Leu Ile Glu
45 1610 1615 1620

cag acc acc gat ggc gtt ccc ctg cag act cta gtg gaa tct ctt cag 5068
Gln Thr Thr Asp Gly Val Pro Leu GIn Thr Leu Val Glu Ser Leu GIn
1625 1630 1635
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gcc tac tta aga aac gca gct atg gga ctg gaa gaa gaa aca cat gct 5116
Ala Tyr Leu Arg Asn Ala Ala Met Gly Leu Glu Glu Glu Thr His Ala
1640 1645 1650 1655

cat tac atc gat gtt gcc aga cta cta cat gct cag tac ggt gaa tta 5164
His Tyr Ile Asp Val Ala Arg Leu Leu His Ala Gln Tyr Gly Glu Leu
1660 1665 1670

10 atc caa ccg aga aat ggt tca gtt gat gaa aca ccc aaa atg tca get 5212
Ile GIn Pro Arg Asn Gly Ser Val Asp Glu Thr Pro Lys Met Ser Ala
1675 1680 1685

ggc cag atg ctt ttg gta gca ttc gat ggc atg ttt gct caa gtt gaa 5260
15 Gly GIn Met Leu Leu Val Ala Phe Asp Gly Met Phe Ala Gin val Glu
1690 1695 1700

act gct ttc agc tta tta gtt gaa eag ttg aac aag atg gaa att ccc 5308
Thr Ala Phe Ser Leu Leu Val Glu Lys Leu Asn Lys Met Glu Ile Pro
20 1705 1710 1715

ata gct tgg cga aag att gac atc ata agg gaa gcc agg agt act caa 5356
Ile Ala Trp Arg Lys Ile Asp Ile Ile Arg Glu Ala Arg Ser Thr Gin
1720 1725 1730 1735
25
gtt aat ttt ttt gat gat gat aat cac cgg Cag gtg cta gaa gag att 5404
Val Asn Phe Phe Asp Asp Asp Asn His Arg Gln Val Leu Glu Glu Ile
1740 1745 1750

30 ttc ttt cta aaa aga cta cag act att aag gag ttc ttc agg ctc tgt 5452
Phe Phe Leu Lys Arg Leu Gin Thr Ile Lys Glu Phe Phe Arg Leu Cys
1755 1760 1765

ggt acc ttt tct aaa aca ttg tca gga tca agt tca ctt gaa gat cag 5500
35 Gly Thr Phe Ser Lys Thr Leu Ser Gly Ser Ser Ser Leu Glu Asp GIn
1770 1775 1780

aat act gtg aat ggg cct gta cag att gtc aat gtg aaa acc ctt ttt 5548
Asn Thr Val Asn Gly Pro Val Gln Ile Val Asn Val Lys Thr Leu Phe
40 1785 1790 1795

aga aac tct tgt ttc agt gaa gac caa atg gcc aaa cct atc aag gca 5596
Arg Asn Ser Cys Phe Ser Glu Asp GIn Met Ala Lys Pro Ile Lys Ala
1800 1805 1810 1815
45
ttc aca gct gac ttt gtg agg cag ctc ttg ata ggg cta ccc aac caa 5644
Phe Thr Ala Asp Phe Val Arg GIn Leu Leu Ile Gly Leu Pro Asn Gln
1820 1825 1830
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gce ctc gga ctc aca ctg tgc agt ttt atc agt gct ctg ggt gta gac 569
Ala Leu Gly Leu Thr Leu Cys Ser Phe Ile Ser Ala Leu Gly Val Asp
- 1835 1840 1845

5 atc att gct caa gta gag gca aag gac ttt ggt gcc gaa agc aaa gtt 574
I1e Ile Ala Gln Val Glu Ala Lys Asp Phe Gly Ala Glu Ser Lys Val
1850 1855 1860

tct gtt gat gat ctc tgt aag aaa gcg gtg gaa cat aac atc cag ata 578
10  Ser Val Asp Asp Leu Cys Lys Lys Ala Val Glu His Asn Ile GIn Ile
1865 1870 1875

ggg aag ttc tct cag ctg gtt atg aac agg gca act gtg tta gca agt 583
Gly Lys Phe Ser GIn Leu Val Met Asn Arg Ala Thr val Leu Ala Ser
15 1880 1885 1890 1895

tct tac gac act gcc tgg aag aag cat gac ttg gtg cga agg cta gaa 588
Ser Tyr Asp Thr Ala Trp Lys Lys His Asp Leu val Arg Arg Leu Glu
1900 1905 1910
20
acc agt att tct tct tgt aag aca agc ctg cag cgg gtt cag ctg cat  59:
Thr Ser Ile Ser Ser Cys Lys Thr Ser Leu GIn Arg Val GIn Leu His
1915 1920 1925

25 att gcc atg ttt cag tgg caa cat gaa gat cta ctt atc aat aga cca 59
Ile Ala Met Phe Gln Trp Gln His Glu Asp Leu Leu Ile Asn Arg Pro
1930 1935 1940

caa gcc atg tca gtc aca cct ccc cca cgg tet get atc cta acc age 60.
30 Gln Ala Met Ser Val Thr Pro Pro Pro Arg Ser Ala Ile Leu Thr Ser
1945 1950 1955

atg aaa aag aag ctg cat acc ctg agc cag att gaa act tct att gcg 60
Met Lys Lys Lys Leu His Thr Leu Ser GIn Ile Glu Thr Ser 1le Ala
35 1960 1965 1970 1975

aca gtt cag gag aag cta gct gca ctt gaa tca agt att gaa cag cga 61,
Thr Val Gln Glu Lys Leu Ala Ala Leu Glu Ser Ser Ile Glu GIn Arg
' 1980 1985 1990
40
ctc aag tgg gca ggt ggt gcc aac cct gca ttg gec cct gta cta caa 61
Leu Lys Trp Ala Gly Gly Ala Asn Pro Ala Leu Ala Pro Val Leu GIn
1995 2000 2005

45 gat ttt gaa gca acg ata gct gaa aga aga aat ctt gtc ctt aaa gag 62
Asp Phe Glu Ala Thr Ile Ala Glu Arg Arg Asn Leu val Leu Lys Glu
2010 2015 2020

agc caa aga gca agt cag gtc aca ttt ctc tgc age aat atc att cat 62
68
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Ser Gln Arg Ala Ser Gin Val Thr Phe Leu Cys Ser Asn Ile Ile His

2025

ttt gaa agt tta cga
Phe Glu Ser Leu Arg
2040

gcg tta ttt gaa cta
Ala Leu Phe Glu Leu
2060

tca cag ttt aac agt
Ser Gln Phe Asn Ser
2075

aga gtg gac act ggt
Arg Val Asp Thr Gly
2090

ttg tca gca cac aaa
Leu Ser Ala His Lys
2105

att cag aca gag aaa
I1e GIn Thr Glu Lys
2120

cag aat ctg gtt gat

2030

aca
Thr

aga
Arg

2045

atc
Ile

aag
Lys

tca
Ser

gtg
Val

ctt gaa
Leu Glu

cag ttg
GIn Leu
2110

gag cag
Glu GlIn

2125

aat ata

GIn Asn Leu Val Asp Asn Ile

2140

cag ctt gga gat gtc
Gln Leu Gly Asp Val
2155

aaa cat
Lys His

2035

act gca gaa gcc tta aac ctg gat gcg
Thr Ala Glu Ala Leu Asn Leu Asp Ala
2050 2055

cga tgt cag cag atg tgt tcg ttt gca
Arg Cys GIn GIn Met Cys Ser Phe Ala
2065 2070

tct gag tta gag ctt cgt tta tta cag
Ser Glu Leu Glu Leu Arg Leu teu Gin
2080 2085

cat cct att ggc agc tct gaa tgg ctt
His Pro Ile Gly Ser Ser Glu Trp Leu
2095 2100

acc cag gat atg tct act cag agg gca
Thr Gln Asp Met Ser Thr GIn Arg Ala
2115

cag ata gaa acg gtc tgt gaa aca att
Gln Ile Glu Thr Val Cys Glu Thr Ile
2130 2135

aag act gtg ctc act ggt cat aac cga
Lys Thr Val Leu Thr Gly His Asn Arg
2145 2150

ctc ttg aaa gct atg gct aag gat gaa
Leu Leu Lys Ala Met Ala Lys Asp Glu
2160 2165

gaa gct gct ctg gca gat ggt gaa gat gtt ccc tat gag aac agt gtt

Glu Ala Ala Leu Ala Asp Gly Glu
2170 2175

agg cag ttt ttg ggt gaa tat aaa
Arg Gln Phe Leu Gly Glu Tyr Lys
2185 2190

gtt cta ttt aca tta gtc cag gct
val Leu Phe Thr Leu Val Gln Ala
2200 2205

cac gtt gaa atg ctc cag gaa atc
His Val Glu Met Leu GIn Glu Ile

Asp Val Pro Tyr Glu Asn Ser Val
2180

tca tgg caa gac aac att caa aca
Ser Trp GIn Asp Asn Ile Gin Thr
2195

atg ggt cag gtt cga agt caa gaa
Met Gly GIn Val Arg Ser GIn Glu
2210 2215

act ccc acc ttg aaa gaa ctg aaa
Thr Pro Thr Leu Lys Glu Leu Lys

6316

6364

6412

6460

6508

6556

6604

6652

6700

6748

6796

6844
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2220 2225 2230

aca caa agt cag agt atc tat aat aat tta gtg agt ttt gca tca ccc 6892
Thr GIn Ser GIn Ser 1le Tyr Asn Asn Leu Val Ser Phe Ala Ser Pro
5 2235 2240 2245

tta gtc acc gat gca aca aat gaa tgt tcg agt cca acg tca tct gct 6940
Leu Val Thr Asp Ala Thr Asn Glu Cys Ser Ser Pro Thr Ser Ser Ala
2250 2255 2260
10
act tat cag cca tcc ttc gct gea gca gtc cgg agt aac act ggc cag 6988
Thr Tyr Gln Pro Ser Phe Ala Ala Ala Val Arg Ser Asn Thr Gly GIn
2265 2270 2275

15 aag act cag cct gat gtc atg tca ceg aat gct aga aag ctg atc cag 7036
Lys Thr GIn Pro Asp Val Met Ser Gin Asn Ala Arg Lys Leu Ile GIn
2280 2285 2290 2295

aaa aat ctt gct aca tca gct gat aect cca cca agc acc gtt cca gga 7084
20 Lys Asn Leu Ala Thr Ser Ala Asp Thr Pro Pro Ser Thr Val Pro Gly
2300 2305 2310

act ggc aag agt gtt gct tgt agt cct aaa aag gca gtc aga gac cct 7132
Thr Gly Lys Ser Val Ala Cys Ser Pro Lys Lys Ala val Arg Asp Pro
25 2315 2320 2325

aaa act ggg aaa gcg gtg caa gag aga aac tcc tat gca gtg agt gtg 7180
Lys Thr Gly Lys Ala Val GIn Glu Arg Asn Ser Tyr Ala Val Ser Val
2330 2335 2340
30
tgg aag aga gtg aaa gcc aag tta gag ggc cga gat gtt gat ccg aat 7228
Trp Lys Arg Val Lys Ala Lys Leu Glu Gly Arg Asp Val Asp Pro Asn
2345 2350 2355

35 agg agg atg tca gtt gct gaa cag gtt gac tat gtc att aag gaa gca 7276
Arg Arg Met Ser Val Ala Glu Gin Val Asp Tyr val Ile Lys Glu Ala
2360 2365 2370 2375

act aat cta gat aac ttg gct cag ctg tat gaa ggt tgg aca gec tgg 7324
40 Thr Asn Leu Asp Asn Leu Ala Gln Leu Tyr Glu Gly Trp Thr Ala Trp
2380 2385 2390

gtg tgaatggcaa gacagtagat gagtctggtt aagcgaggtc agacatccac 7377
Val

45
cagaatcaac tcagcctcag gcatccaaag ccacaccaca gtcggtggtg atgcaactgg 7437

gggettactc tgaggaaacc taggaaatct cggtgcacta ggaagtgaat cccgcaggac 7497
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agctgcacte
aaagcaagct
tgtcgggagg
ctccatteca
agagaaaact
cgtgtaacac
ctaaaggcta
tacactacag
ctactcctee
tcaaattcac
aacttctgat
tgtaatteeg
cactgtgecat
gcttatagtg
agtttcttte
tagagtatct
gtggaggtag
ttagtaaatt
aaaatgagat
tttttgcaca
ggtttcctta
aaaataaaaa
acaattaaaa
tgggaggccy

gtgaaacccc

agggatacgc
caccgectga
ttagctgegg
cctgacectg
ggggtcgega
ttgttgcttg
tgcgatatga
tagaagaact
ccaccactta
ttttatttca
aacatggaaa
gttatttaag
tcaaaagtaa
tgcatttttt
atagaaagta
attagagttt
actgaaattt
aaaagttgtt
ccaccaacat
attttaatag
aatttagcat
cccagactag
tcttaattgt
aggcgggcyy

gtctttacta

16

ccaacaccat
acacggagat
aaagaaatcg
tgtgtacaat
agaaatcaca
gcaacagtac
atttcagaaa
tacttctgaa
ccegttececee
gtccttatat
attcaaggat
tcatttetgt
tgaatctaac
ttggaggtca
gctaatccag
tacattgttg
ttttaattca
taatttactt
cttttattaa
cttgctattc
tgcatttcag
aatagggttc
tggctgggca
atcatgaggt

aaatacaaaa

ggcetgcaac

cccagggtca

PCT/ES00/00308

agggtgaagg 7557

tgtctttctg ccacagaaca gcagcagacg 7617

ggatgccgcg gagcacagag tgatttggaa 7677

¢caggaaaaa
gccaaggaag
tggttgggtt
tggactgaaa
atgaagggaa
ctttacctaa
ttcatatact
tgtttaaagy
gattctatca
agacatttga
ttcaaatttt
tgtaatcttt
atgatagatt
tgttttiteat
ggcattttag
gttcagttat
agtaatacat
tactgactgt
ttaaaatcaa
cagtggctca
taggagagcg

aaaattagcc

aacaaaccce
atttgatgca
gaccagtaag
atggagagct
aaaaaccacc
tctagtagat
tccgfctcga
tctgatgate
tgtacagttt
tttaatgtac
ccctettetg
taccttttta
aacaataaag
ttgatacttt
gacatgtaca
tagtctgtga
tatagtgaat
gtaagctaaa
gtatcaatac
cgectgtaat
agaccatect

gggtgtggtg

actcagaaac 7737
ttcagattct 7797
tagaaaaagg 7857
atgtaacaga 7917
ccatcgttccv7977
tagccatctt 8037
tgctgttaac 8097
acacacaaaa 8157
ccagaattgt 8217
actccctttt 8277
tgatagctgt 8337
aaaaccaaga 8397
tgatgttctg 8457
taatttacac 8517
tgaaacagtg 8577
agtgctttac 8637
tcatgatcaa 8697
ttgctgatcc 8757
aaaatagaac 8817
cccagcactt 8877
ggctaacacg 8937

gcgggegect 8997
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gtagtcccag ctactcggga ggctgaggca ggagaatgge gtgaacccag gaggcggage 9057

ttgcagtgag ccgagattgt gccactgcac tccagectgg geaacagage tagactctgt 9117

5
- gtcaaaaata aatgactaga t 9138
T <210> 4
10 <211> 2392
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 4
15 Met Lys Lys Leu Leu Pro Asn Met Leu Ser Pro Asp Pro Arg Glu Leu
1 5 10 15
GIn Lys Ser Ile Glu Val GIn Leu Leu Arg Ser Ser val Cys Leu Ala
20 25 30
20
Thr Ala Leu Asn Pro Ile Glu GIn Asp Gln Lys Trp Gin Ser Ile Thr
35 40 45
Glu Asn Val Val Lys Tyr Leu Lys GIn Thr Ser Arg lle Ala Ile Gly
25 50 55 60
Pro Leu Arg Leu Ser Thr Leu Thr Val Ser GIn Ser Leu Pro val Leu
65 70 75 80
30 Ser Thr Leu Gln Leu Tyr Cys Ser Ser Ala Leu Glu Asn Thr Vai Ser
85 90 95
Asn Arg Leu Ser Thr Glu Asp Cys Leu Ile Pro Leu Phe Ser Glu Ala
100 105 110
35
Leu Arg Ser Cys Lys Gln His Asp Val Arg Pro Trp Met Gln Ala Leu
115 120 125
Arg Tyr Thr Met Tyr Gln Asn Gin Leu Leu Glu Lys Ile Lys Glu GIn
40 130 135 140

Thr Val Pro Ile Arg Ser His Leu Met Glu Leu Gly Leu Thr Ala Ala
145 150 155 160

45 Lys Phe Ala Arg Lys Arg Gly Asn val Ser Leu Ala Thr Arg Leu Leu
165 170 175

Ala Gln Cys Ser Glu Val Gln Leu Gly Lys Thr Thr Thr Ala GIn Asp
180 185 190
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Leu Val GIn His Phe Lys Lys Leu Ser Thr Gln Gly GIn Val Asp Glu

195 200 205
5 Lys Trp Gly Pro Glu Leu Asp Ile Glu Lys Thr Lys Leu Leu Tyr Thr
210 215 220
Ala Gly Gin Ser Thr His Ala Met Glu Met Leu Ser Ser Cys Ala Ile
225 230 235 240
10
Ser Phe Cys Lys Ser Val Lys Ala Glu Tyr Ala Val Ala Lys Ser Ile
245 250 255
Leu Thr Leu Ala Lys Trp Ile GIn Ala Glu Trp Lys Glu Ile Ser Gly
15 260 265 270
Gin Leu Lys Gin val Tyr Arg Ala GIn His GIn Gln Asn Phe Thr Gly
275 280 285
20 Leu Ser Thr Leu Ser Lys Asn Ile Leu Thr teu Ile Glu Leu Pro Ser
290 295 300
val Asn Thr Met Glu Glu Glu Tyr Pro Arg Ile Glu Ser Glu Ser Thr
305 310 315 320
25
Val His Ile Gly Val Gly Glu Pro Asp Phe Ile Leu Gly GIn Leu Tyr
325 330 335
His Leu Ser Ser Val GIn Ala Pro Glu Val Ala Lys Ser Trp Ala Ala
30 340 345 350
Leu Ala Ser Trp Ala Tyr Arg Trp Gly Arg Lys Val Val Asp Asn Ala
355 360 365
35 Ser Gln Gly Glu Gly Val Arg Leu Leu Pro Arg Glu Lys Ser Glu Val
370 375 380
GIn Asn Leu Leu Pro Asp Thr Ile Thr Glu Glu Glu Lys Glu Arg Tle
385 390 395 400
40
Tyr Gly Ile Leu Gly GIn Ala Val Cys Arg Pro Ala Gly Ile Gln Asp
405 410 415
Glu Asp Ile Thr Leu GIn Ile Thr Glu Ser Glu Asp Asn Glu Glu Asp
45 420 425 430

Asp Met Val Asp Val Ile Trp Arg Gin Leu I1e Ser Ser Cys Pro Trp
435 440 445
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Leu Ser Glu Leu Asp Glu Ser Ala Thr Giu Gly Val

450

Arg Lys Val Val Asp Arg Ile Phe Ser

465

Ala Tyr Phe Thr Phe Leu Lys Leu Asn

Glu Asp Asp Pro Arg Leu His Leu Ser

Asp Asp

Lys His
530

Thr Pro
545

Leu Asn

Cys Arg

val Gly

Phe Ser

610

Leu Leu
625

Ser Asn
Met GIn
Pro Thr
val Thr

690

His Met

455

470

485

500

Met Ile Val Met Ala Thr
515 520

Ala Gly Glu Leu Arg Gin
535

Thr Ala Pro Trp Arg Gly
550

His Pro Glu Val Tyr Val
565

Val Ala Gin Asp Ser Pro
580

Thr 11e Ser Leu Ser Ser
595 600

Thr Ala Ile Pro Thr Leu
615

val Ser Glu Cys Glu Gly
630

Lys Asp Glu Pro Lys Ser
645

Asp Cys Tyr Ser tys lle
660

Met Val Leu Gin Val GIn
675 680

val Leu Trp Asp Glu Leu
695

Tyr Val Leu Arg Arg Ile

Leu

Ala
490

His

505

Leu

Tvr

Ile

GIn
570

Arg

H1S
585

Leu
Glu Ser
Leu Gly
Gly Ser
Gly Leu

650
Val Asp
665
Met Leu

Trp Leu

Gln Gln

460

Tyr Lys
475

Gly GlIn

Arg Val

Leu Leu

Glu His

540
Pro Gln
555

Ser Ile

Ile Leu

Gln Ala

Ile
620

Asn

Pro Pro

635

Asn Glu

Lys Leu
val Ala

val
700

Gly

Leu Glu

PCT/ES00/00308

Ile Lys Val Trp
Leu Ser Cys Ser
480

Ile Pro Leu Asp
495

Glu GIn Ser Thr
510

Arg Leu Leu Val
525

Gly Leu Glu Thr
Leu Phe Ser Arg
560

Cys Asn Leu Leu
575

Tyr Pro Ala Ile
590

Ser Gly Asn Lys
605

Gln Gly Glu Glu
Ala Ser GlIn Asp
640

Asp GIn Ala Met
655

Ser Ser Ala Asn
670

Glu Leu Arg Arg
685

Leu Leu GIn Gln

Asp Glu Val Lys
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705 710

Arg Val Gln Asn Asn Asn Thr
725

Met Arg Glu Lys His Thr Ala
740

Glu His Val Arg Ser Ile Thr
755

Lys Trp Phe Gln Asp Asn Tyr
770 775

Lys Leu Lys Thr Pro Leu Asn
785 790

Pro Phe Lys Glu Ile Met Leu
805

Ala Ser Tyr Ile Leu Arg Leu
820

Met Thr Asn Thr Glu Ile Ala
835

Thr val Thr Ile His Ser Val
850 855

Lys Thr Lys Pro Lys Lys Leu
865 870

Tyr Pro Tyr Leu Phe Lys Gly
885

Ile Met Gln Phe Leu Ser Ile
900

Arg Gln Glu Thr Pro Arg Phe
915

Leu Gly Thr Arg Ser Gly Leu
930 935

Leu Phe Gly Leu Tyr Lys Arg
945 950

Ala GIn Lys Ala GIn Asp Ser
965

PCT/ES00/00308

715 720

Leu Arg Lys Glu Glu Lys Ile Ala Ile
730 735

Leu Met Lys Pro Ile Val Phe Ala Leu

745 750

Ala
760

Ala Pro Ala Glu Thr Pro His Glu
765
Gly Asp Ala Ile Glu Asn Ala Leu Glu
780
Pro Ala Lys Pro Gly Ser Ser Trp Ile
795 800

Leu GIn GIn Arg Ala GIn Lys Arg
810 815

Asn

Glu Glu Ile Ser Pro Trp Leu Ala Ala

825 830

Pro Gly Glu Val Ser Ala Arg Asp
845

Leu

840

Gly Gly Thr 1le Thr Ile Leu Pro Thr
860

Leu Phe Leu Gly Ser Asp Gly Lys Ser

875 880

Leu Glu Asp Leu His Leu Asp Glu Arg
890 895

val Asn Thr Met Phe Ala Thr Ile Asn
905 910

His Ala Arg His Tyr Ser Val Thr Pro
920 925

Ile GIn Trp Val Asp Gly Ala Thr Pro
940

Trp GIn GIn Arg Glu Ala Ala Leu GIn
955 960

Tyr GIn Thr Pro Gln Asn Pro Gly Ile
970 975
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Val Pro Arg Pro Ser Glu Leu Tyr Tyr Ser Lys Ile Gly Pro Ala Leu

980 985 990
Lys Thr Val Gly Leu Ser Leu Asp Val Ser Arg Arg Asp Trp Pro Leu
5 995 1000 1005
His Val Met Lys Ala val Leu Glu Glu Leu Met Glu Ala Thr Pro Pro
1010 1015 1020
10 Asn Leu Leu Ala Lys Glu Leu Trp Ser Ser Cys Thr Thr Pro Asp Glu
025 1030 1035 1040
Trp Trp Arg Val Thr Gln Ser Tyr Ala Arg Ser Thr Ala Val Met Ser
1045 1050 1055
15
Met Val Gly Tyr Ile Ile Gly Leu Gly Asp Arg His Leu Asp Asn Val
1060 1065 1070
Leu Ile Asp Met Thr Thr Gly Glu Val Val His Ile Asp Tyr Asn Val
20 1075 1080 1085
Cys Phe Glu Lys Gly Lys Ser Leu Arg Val Pro Glu Lys Val Pro Phe
1090 1095 1100
25 Arg Met Thr Gln Asn Ile Glu Thr Ala Leu Gly Val Thr Gly Val Glu
105 1110 1115 1120
Gly Val Phe Arg Leu Ser Cys Glu GIn Val Leu His Ile Met Arg Arg
1125 1130 1135
30
Gly Arg Glu Thr Leu Leu Thr Leu Leu Glu Ala Phe Val Tyr Asp Pro
1140 1145 1150
Leu Val Asp Trp Thr Ala Gly Gly Glu Ala Gly Phe Ala Gly Ala Val
35 1155 1160 1165

Tyr Gly Gly Gly Gly Gln GIn Ala Glu Ser Lys GIn Ser Lys Arg Glu
1170 1175 1180

40 Met Glu Arg Glu Ile Thr Arg Ser Leu Phe Ser Ser Arg Val Ala Glu
185 1190 1195 1200

Ile Lys Val Asn Trp Phe Lys Asn Arg Asp Glu Met Leu Val Val Leu
1205 1210 1215
45
Pro Lys Leu Asp Gly Ser Leu Asp Glu Tyr Leu Ser Leu GIn Glu GIn
1220 1225 1230

Leu Thr Asp Val Glu Lys Leu GIn Gly Lys Leu Leu Glu Glu I1le Glu
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1235 1240 1245

Phe Leu Glu Gly Ala Glu Gly Val Asp His Pro Ser His Thr Leu GIn
1250 1255 1260

His Arg Tyr Ser Glu His Thr Gln Leu Gln Thr GIn Gln Arg Ala Val
265 1270 1275 1280

GIn Glu Ala Ile GIn Val Lys Leu Asn Glu Phe Glu GIn Trp Ile Thr
10 1285 1290 1295

His Tyr GIn Ala Ala Phe Asn Asn Leu Glu Ala Thr GIn Leu Ala Ser
1300 1305 1310

15 Leu Leu Gln Glu Ile Ser Thr Gln Met Asp Leu Gly Pro Pro Ser Tyr
1315 1320 1325

val Pro Ala Thr Ala Phe Leu Gln Asn Ala Gly GIn Ala His Leu Ile
1330 1335 1340
20
Ser GIn Cys Glu GIn Leu Glu Gly Glu Val Gly Ala Leu Leu GIn GIn
345 1350 1355 1360

Arg Arg Ser Val Leu Arg Gly Cys Leu Glu GIn Leu His His Tyr Ala
25 1365 1370 1375

Thr Val Ala Leu Gln Tyr Pro Lys Ala Ile Phe Gin Lys His Arg Ile
1380 1385 1390

30 Glu GIn Trp Lys Thr Trp Met Glu Glu Leu Ile Cys Asn Thr Thr Val
1395 1400 1405

Glu Arg Cys Gin Glu Leu Tyr Arg Lys Tyr Glu Met GIn Tyr Ala Pro
1410 1415 1420
35
Gln Pro Pro Pro Thr Val Cys GIn Phe Ile Thr Ala Thr Glu Met Thr
425 1430 1435 1440

Leu GIn Arg Tyr Ala Ala Asp Ile Asn Ser Arg Leu Ile Arg Gln Val
40 1445 1450 1455

Glu Arg Leu Lys Gln Glu Ala Val Thr Val Pro Val Cys Glu Asp GIn
1460 1465 1470

45 Leu Lys Glu Ile Glu Arg Cys Ile Lys Val Phe Leu His Glu Asn Gly
‘ 1475 1480 1485

Glu Glu Gly Ser Leu Ser Leu Ala Ser val Ile Ile Ser Ala Leu Cys
1490 1495 © 1500
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Thr Leu Thr Arg Arg Asn Leu Met Met Glu Gly Ala Ala Ser Ser Ala

505 ‘ 1510 1515 1520
5 Gly Glu Gln Leu Val Asp Leu Thr Ser Arg Asp Gly Ala Trp Phe Leu
1525 1530 1535
Glu Glu Leu Cys Ser Met Ser Gly Asn Val Thr Cys Leu Val Gin Leu
1540 1545 1550
10
Leu Lys Gln Cys His Leu Val Pro Gin Asp Leu Asp Ile Pro Asn Pro
1555 1560 1565
Met Glu Ala Ser Glu Thr Val His Leu Ala Asn Gly Val Tyr Thr Ser
15 1570 1575 1580
Lew Gln Glu Leu Asn Ser Asn Phe Arg Gin Ile Ile Phe Pro Glu Ala
585 1590 1595 1600
20 Leu Arg Cys Leu Met Lys Gly Glu Tyr Thr Leu Glu Ser Met Leu His
1605 1610 1615
Glu Leu Asp Gly Leu Ile Glu GIn Thr Thr Asp Gly Val Pro Leu Gln
1620 1625 1630
25
Thr Leu Val Glu Ser Leu Gln Ala Tyr Leu Arg Asn Ala Ala Met Gly
1635 1640 1645
Leu Glu Glu Glu Thr His Ala His Tyr Ile Asp Val Ala Arg Leu Leu
30 1650 1655 1660
His Ala Gln Tyr Gly Glu Leu Ile Gin Pro Arg Asn Gly Ser val Asp
665 1670 1675 1680
35 Glu Thr Pro Lys Met Ser Ala Gly GIn Met Leu Leu Val Ala Phe Asp
1685 1690 1695
Gly Met Phe Ala GIn Val Glu Thr Ala Phe Ser Leu Leu val Glu Lys
1700 1705 1710
40
Leu Asn Lys Met Glu Ile Pro Ile Ala Trp Arg Lys e Asp Ile Ile
1715 1720 1725
Arg Glu Ala Arg Ser Thr GIn Val Asn Phe Phe Asp Asp Asp Asn His
45 1730 1735 1740

Arg Gln Val Leu Glu Glu Ile Phe Phe Leu Lys Arg Leu Gln Thr Ile
745 1750 1755 1760
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Lys Glu Phe Phe Arg Leu Cys Gly Thr Phe Ser Lys Thr Leu Ser Gly

1765 1770 1775
Ser Ser Ser Leu Glu Asp GIn Asn Thr Val Asn Gly Pro Val Gln Ile
5 1780 1785 1790
Val Asn Val Lys Thr Leu Phe Arg Asn Ser Cys Phe Ser Glu Asp GIn
1795 1800 1805
10 Met Ala Lys Pro Ile Lys Ala Phe Thr Ala Asp Phe Val Arg Gln Leu
1810 1815 1820
Leu ITe Gly Leu Pro Asn GIn Ala Leu Gly Leu Thr teu Cys Ser Phe
825 1830 1835 1840
15
[le Ser Ala Leu Gly Val Asp Ile Ile Ala GIn Val Glu Ala Lys Asp
1845 1850 1855
Phe Gly Ala Glu Ser Lys Val Ser Val Asp Asp Leu Cys Lys Lys Ala
20 . 1860 1865 1870
val Glu His Asn Ile GIn Ile Gly Lys Phe Ser GIn Leu Val Met Asn
1875 1880 1885
25 Arg Ala Thr Val Leu Ala Ser Ser Tyr Asp Thr Ala Trp Lys Lys His
1890 1895 1900
Asp Leu Val Arg Arg Leu Glu Thr Ser Ile Ser Ser Cys Lys Thr Ser
905 1910 1915 1920
30
Leu GIn Arg Val GIn Leu His Ile Ala Met Phe Gin Trp GIn His Glu
1925 1930 1935
Asp Leu Leu Ile Asn Arg Pro GIn Ala Met Ser Val Thr Pro Pro Pro
35 1940 1945 1950
Arg Ser Ala Ile Leu Thr Ser Met Lys Lys Lys Leu His Thr Leu Ser
1955 1960 1965
40 Gln Ile Glu Thr Ser Ile Ala Thr Val GIn Glu Lys Leu Ala Ala Leu
1970 1975 1980
Glu Ser Ser Ile Glu Gln Arg Leu Lys Trp Ala Gly Gly Ala Asn Pro
985 1990 1995 2000
45
Ala Leu Ala Pro Val Leu GIn Asp Phe Glu Ala Thr Ile Ala Glu Arg
2005 2010 2015

Arg Asn Leu Val Leu Lys Glu Ser GIn Arg Ala Ser GIn Val Thr Phe
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Leu Cys Ser Asn Ile Ile His Phe Glu Ser teu Arg Thr Arg Thr Ala
5 2035 2040 2045
Glu Ala Leu Asn Leu Asp Ala Ala Leu Phe Glu Leu Ile Lys Arg Cys
2050 2055 2060
GIn GIn Met Cys Ser Phe Ala Ser Gln Phe Asn Ser Ser Val Ser Glu
10 065 2070 2075 2080
Leu Glu Leu Arg Leu Leu GIn Arg Val Asp Thr Gly Leu Glu His Pro
2085 2090 2095
15  1le Gly Ser Ser Glu Trp Leu Leu Ser Ala His Lys GIn Leu Thr Gln
2100 2105 2110
Asp Met Ser Thr Gln Arg Ala Ile GIn Thr Glu Lys Glu GIn Gln Ile
2115 2120 2125
20
Glu Thr Val Cys Glu Thr Ile Gln Asn Leu Val Asp Asn Ile Lys Thr
2130 2135 2140
Val Leu Thr Gly His Asn Arg GIn Leu Gly Asp Val Lys His Leu Leu
25 145 2150 2155 2160
Lys Ala Met Ala Lys Asp Glu Glu Ala Ala Leu Ala Asp Gly Glu Asp
2165 2170 2175
30 val Pro Tyr Glu Asn Ser Val Arg Gln Phe Leu Gly Glu Tyr Lys Ser
2180 2185 2190
Trp GIn Asp Asn Ile GIn Thr Val Leu Phe Thr Leu Val GIn Ala Met
2195 2200 2205
35
Gly GIn Val Arg Ser GIn Glu His Val Glu Met Leu GIn Glu Ile Thr
2210 2215 2220
Pro Thr Leu Lys Glu Leu Lys Thr Gln Ser Gin Ser Ile Tyr Asn Asn
40 225 2230 2235 2240

Leu Val Ser Phe Ala Ser Pro Leu Val Thr Asp Ala Thr Asn Glu Cys
2245 2250 2255

45 Ser Ser Pro Thr Ser Ser Ala Thr Tyr GIn Pro Ser Phe Ala Ala Ala
2260 2265 2270

Val Arg Ser Asn Thr Gly Gln Lys Thr Glin Pro Asp Val Met Ser Gln
2275 2280 2285
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Asn Ala Arg Lys Leu Ile GIn Lys Asn Leu Ala Thr Ser Ala Asp Thr

2290 - 2295 2300
S Pro Pro Ser Thr Val Pro Gly Thr Gly Lys Ser Val Ala Cys Ser Pro
305 2310 2315 2320
Lys Lys Ala Val Arg Asp Pro Lys Thr Gly Lys Ala Val GIn Glu Arg
2325 2330 2335
10
Asn Ser Tyr Ala val Ser Val Trp Lys Arg Val Lys Ala Lys Leu Glu
2340 2345 2350
Gly Arg Asp Val Asp Pro Asn Arg Arg Met Ser Val Ala Glu Gln Val
15 2355 2360 2365
Asp Tyr Val Ile Lys Glu Ala Thr Asn Leu Asp Asn Leu Ala GIn teu
2370 2375 2380
20 Tyr Glu Gly Trp Thr Ala Trp Val
385 2390
<210> 5
25 <211> 2392
<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
30 <223> Descripcién de Secuencia Artificial:
proteina BLIP quinasa inactiva

<400> 5
Met Lys Lys Leu Leu Pro Asn Met Leu Ser Pro Asp Pro Arg Glu Leu
35 1 5 10 15

GIn Lys Ser Ile Glu Val GIn Leu Leu Arg Ser Ser Val Cys Leu Ala
20 25 30

40 Thr Ala Leu Asn Pro Ile Glu GIn Asp GIn Lys Trp Gln Ser Ile Thr
35 40 45

Glu Asn val Val.Lys Tyr Leu Lys GIn Thr Ser Arg Ile Ala Ile Gly
50 55 60
45
Pro Leu Arg Leu Ser Thr Leu Thr Val Ser Gln Ser Leu Pro Val Leu
65 70 75 80

Ser Thr Leu GIn Leu Tyr Cys Ser Ser Ala Leu Glu Asn Thr Val Ser
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Asn Arg
Leu Arg
Arg Tyr

130

Thr val
145

Lys Phe

Ala GIn

Leu Val

Lys Trp
210

Ala Gly
225

Ser Phe

Leu Thr

Gln Leu

Leu Ser

290

Val Asn
305

Val His

His Leu

85

Leu Ser Thr Glu
100

Ser Cys Lys Gln
115

Thr Met Tyr GIn
Pro Ile Arg Ser
150

Ala Arg Lys Arg
165

Cys Ser Glu Val
180

Gln His Phe Lys
195

Gly Pro Glu Leu
GIn Ser Thr His
230

Cys Lys Ser Val
245

Leu Ala Lys Trp
260

Lys Gln Val Tyr
275

Thr Leu Ser Lys
Thr Met Glu Glu
310

Ile Gly val Gly
325

Ser Ser Val Gln
340

27

Asp

His

Asn

135

His

Gly

Gln

Lys

Asp

215

Ala

Lys

Ile

Arg

Asn

295

Glu

Glu

Ala

Cys

Asp

120

GIn

Leu

Asn

Leu

Leu

200

Ile

Met

Ala

Gln

Ala

280

Ile

Tyr

Pro

Pro

Leu

105

vail

Leu

Met

val

Gly

185

Ser

Glu

Glu

Giu

Ala

265

Gln

Leu

Pro

Asp

Glu
345

90

Ile

Arg

Leu

Glu

w
*-J (D

p——

Lys

Thr

Lys

Met

Tyr
250
Glu
His
Thr
Arg
Phe

330

val

Pro

Pro

Glu

Leu

155

Leu

Thr

Gln

Thr

Leu

235

Ala

Trp

GIn

Leu

PCT/ES00/00308

95

Leu Phe Ser Glu Ala

110

Trp Met GIn Ala Leu

Lys
140
Gly
Ala
Thr

Qly

Lys
220

125

Ile

Lys Glu GIn

Leu Thr Ala Ala

Thr

Thr

Gln

205

Leu

160

Arg Leu Leu
175

Ala GIn Asp
190

val Asp Glu

Leu Tyr Thr

Ser Ser Cys Ala Ile

Val

Lys

GlIn

Ala

Glu

Asn
285

240

Lys Ser Ile
255

[le Ser Gly
270

Phe Thr Gly

Ile Glu Leu Pro Ser

300

I1e Glu Ser Glu Ser Thr

315

320

I1e Leu Gly Gln Leu Tyr

335

Ala Lys Ser Trp Ala Ala

350
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Leu Ala Ser Trp Ala Tyr Arg Trp Gly Arg Lys Val Val Asp Asn Ala

355

Ser GIn Gly Glu Gly Val
370

GIn Asn Leu Leu Pro Asp
385 390

Tyr Gly Ile Leu Gly Gln
405

Glu Asp Ile Thr Leu GIn
420

Asp Met Val Asp Val Ile
435

Leu Ser Glu Leu Asp Glu
450

Arg Lys Val Val Asp Arg
465 470

Ala Tyr Phe Thr Phe Leu
485

Glu Asp Asp Pro Arg Leu
500

Asp Asp Met Ile Val Met
515

Lys His Ala Gly Glu Leu
530

Thr Pro Thr Ala Pro Trp
545 550

Leu Asn His Pro Glu Val
565

Cys Arg Val Ala GIn Asp
580

val Gly Thr Ile Ser Leu
505
Phe Ser Thr Ala Ile Pro

360

Arg Leu
375

Thr Ile

Ala val

Ite Thr

Trp Arg
440

Ser Ala
455

Ile Phe
Lys Leu
His Leu
Ala Thr

520

Arg Gln
535

Arg Gly

Tyr val

Ser Pro

Ser Ser
600
Thr Leu

365

Leu Pro Arg Glu Lys Ser Glu Val
380

Thr Glu Glu Glu Lys Glu Arg Ile
395 400

Cys Arg Pro Ala Gly Ile Gln Asp
410 415

Glu Ser Glu Asp Asn Glu Glu Asp
425 430

GIn Leu Ile Ser Ser Cys Pro Trp
445

Thr Glu Gly Val Ile Lys Val Trp
460

Ser Leu Tyr Lys Leu Ser Cys Ser
475 480

Asn Ala Gly GIn Ile Pro Leu Asp
490 495

Ser His Arg Val Glu Gln Ser Thr
505 510

Leu Arg Leu Leu Arg Leu Leu Val
525

Tyr Leu Glu His Gly Leu Glu Thr
540

Ile Ile Pro GIn Leu Phe Ser Arg
555 560

Arg Gin Ser Ile Cys Asn Leu Leu
570 575

His Leu Ile Leu Tyr Pro Ala Ile
585 590

Glu Ser GlIn Ala Ser Gly Asn Lys
605
Leu Gly Asn Ile Gln Gly Glu Glu
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610

29

615

Leu Leu Val Ser Glu Cys Glu Gly Gly Ser Pro

625

630

635

Ser Asn Lys Asp Glu Pro Lys Ser Gly Leu Asn

Met GIn Asp Cys
660

Pro Thr Met Val
675

Val Thr Val tLeu
690

His Met Tyr Val
705

Arg val Gln Asn
Met Arg Glu Lys
740

Glu His val Arg
755

Lys Trp Phe Gln
770

Lys Leu Lys Thr
785

Pro Phe Lys Glu
Ala Ser Tyr Ile
820

Met Thr Asn Thr
835

Thr val Thr Ile
850

Lys Thr Lys Pro
865

645

Tyr Ser Lys Ile

Leu GIn Val GIn
680

Trp Asp Glu Leu
695

Leu Arg Arg Ile
710

Asn Asn Thr Leu
725

His Thr Ala Leu
Ser Ile Thr Ala
760

Asp Asn Tyr Gly
775

650

Val Asp Lys
665

Met Leu Val
Trp Leu Gly
Gin GIn Leu

715

Arg Lys Glu
730

Met Lys Pro
745

PCT/ES00/00308

Pro Ala Ser GIn Asp

640

Glu Asp GIn Ala Met

655

Leu Ser Ser Ala Asn

670

Ala Glu Leu Arg Arg

685

Val Leu Leu GIn GIn

Glu Asp Glu Val Lys

720

Glu Lys Ile Ala Ile

735

I11e Val Phe Ala Leu

750

Ala Pro Ala Glu Thr Pro His Glu

765

Asp Ala 11e Glu Asn Ala Leu Glu

Pro Leu Asn Pro Ala Lys Pro Gly Ser Ser Trp Ile

790

795

800

ITe Met Leu Asn Leu GIn GIn Arg Ala GIn Lys Arg

805

810

815

Leu Arg Leu Glu Glu Ile Ser Pro Trp Leu Ala Ala

825

830

Glu Ile Ala Leu Pro Gly Glu Val Ser Ala Arg Asp

840

845

His Ser val Gly Gly Thr Ile Thr Ile Leu Pro Thr

855

Lys Lys Leu Leu Phe Leu Gly Ser Asp Gly Lys Ser

870

875

880
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Tyr Pro Tyr Leu Phe Lys Gly Leu Glu Asp Leu His Leu Asp Glu Arg
: 885 890 895

5 1le Met Gln Phe Leu Ser Ile Val Asn Thr Met Phe Ala Thr Ile Asn
900 905 910

Arg GIn Glu Thr Pro Arg Phe His Ala Arg His Tyr Ser Val Thr Pro
915 920 925
10
Leu Gly Thr Arg Ser Gly Leu Ile GIn Trp Val Asp Gly Ala Thr Pro
930 935 940

Leu Phe Gly Leu Tyr Lys Arg Trp GIn Gln Arg Glu Ala Ala Leu GIn
15 945 950 955 960

Ala Gin Lys Ala Gln Asp Ser Tyr Gin Thr Pro Gln Asn Pro Gly Ile
965 970 975

20 Val Pro Arg Pro Ser Glu Leu Tyr Tyr Ser Lys Ile Gly Pro Ala Leu
980 985 990

Lys Thr Val Gly Leu Ser Leu Asp Val Ser Arg Arg Asp Trp Pro Leu
995 1000 1005
25
His Val Met Lys Ala Val Leu Glu Glu Leu Met Glu Ala Thr Pro Pro
1010 1015 1020

Asn Leu Leu Ala Lys Glu Leu Trp Ser Ser Cys Thr Thr Pro Asp Glu
30 1025 1030 1035 1040

Trp Trp Arg Val Thr GIn Ser Tyr Ala Arg Ser Thr Ala Val Met Ser
1045 1050 1055

35 Met val Gly Tyr Ile Ile Gly Leu Gly Ala Arg His Leu Asp Lys Val
1060 1065 1070

Leu Ile Asp Met Thr Thr Gly Glu Val Val His Ile Asp Tyr Asn Val
1075 1080 1085
40
Cys Phe Glu Lys Gly Lys Ser Leu Arg Val Pro Glu Lys Val Pro Phe
1090 1095 1100

Arg Met Thr Gln Asn Ile Glu Thr Ala Leu Gly Val Thr Gly Val Glu
45 1105 1110 1115 1120

Gly Val Phe Arg Leu Ser Cys Glu GIn Val Leu His Ile Met Arg Arg
1125 1130 1135
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Gly Arg Glu Thr Leu Leu Thr Leu Leu Glu Ala Phe Val Tyr Asp Pro

1140 1145 1150
Leu Val Asp Trp Thr Ala Gly Gly Glu Ala Gly Phe Ala Gly Ala Val
5 1155 1160 1165
Tyr Gly Gly Gly Gly Gin GIn Ala Glu Ser Lys GlIn Ser Lys Arg Glu
1170 1175 1180
10  Met Glu Arg Glu Ile Thr Arg Ser Leu Phe Ser Ser Arg Val Ala Glu
1185 1190 1195 1200
I1e Lys Val Asn Trp Phe Lys Asn Arg Asp Glu Met Leu Val Val Leu
1205 1210 1215
15
Pro Lys Leu Asp Gly Ser Leu Asp Glu Tyr Leu Ser Leu GIn Glu Gln
1220 1225 1230
Leu Thr Asp Val Glu Lys Leu Gln Gly Lys Leu Leu Glu Glu Ile Glu
20 . 1235 1240 1245
Phe Leu Glu Gly Ala Glu Gly Val Asp His Pro Ser His Thr teu Gln
1250 1255 1260
25 His Arg Tyr Ser Glu His Thr Gln Leu Gln Thr GIn Gln Arg Ala Val
1265 1270 1275 1280
Gln Glu Ala Ile GIn Val Lys Leu Asn Glu Phe Glu GIn Trp Ile Thr
1285 1290 1295
30
His Tyr GIn Ala Ala Phe Asn Asn Leu Glu Ala Thr Gln Leu Ala Ser
1300 1305 1310
Leu teu GIn Glu Ile Ser Thr Gln Met Asp Leu Gly Pro Pro Ser Tyr
35 1315 1320 1325

val Pro Ala Thr Ala Phe Leu GIn Asn Ala Gly GIn Ala His Leu Ile
1330 1335 1340

40 Ser GIn Cys Glu GIn Leu Glu Gly Glu Val Gly Ala Leu Leu Gin GIn
1345 1350 1355 1360

Arg Arg Ser Val Leu Arg Gly Cys Leu Glu GIn Leu His His Tyr Ala
1365 1370 1375
45
Thr Val Ala Leu GIn Tyr Pro Lys Ala Ile Phe GlIn Lys His Arg Ile
1380 1385 1390

Glu GIn Trp Lys Thr Trp Met Glu Glu Leu Ile Cys Asn Thr Thr Val
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1395 1400 1405
Glu Arg Cys GIn Glu Leu Tyr Arg Lys Tyr Glu Met GIn Tyr Ala Pro
5 1410 1415 1420
Gln Pro Pro Pro Thr Val Cys Gln Phe Ile Thr Ala Thr Glu Met Thr
1425 1430 1435 1440
Leu GIn Arg Tyr Ala Ala Asp Ile Asn Ser Arg Leu Ile Arg Gln Val
10 1445 1450 1455
Glu Arg Leu Lys Gln Glu Ala Val Thr val Pro Val Cys Glu Asp GIn
1460 1465 1470
15 Leu Lys Glu Ile Glu Arg Cys Ile Lys Val Phe Leu His Glu Asn Gly
1475 1480 1485
Glu Glu Gly Ser Leu Ser Leu Ala Ser Val Ile Ile Ser Ala Leu Cys
1490 1495 1500
20
Thr Leu Thr Arg Arg Asn Leu Met Met Glu Gly Ala Ala Ser Ser Ala
1505 1510 1515 1520
Gly Glu GIn Leu Val Asp Leu Thr Ser Arg Asp Gly Ala Trp Phe Leu
25 1525 1530 1535
Glu Glu Leu Cys Ser Met Ser Gly Asn Val Thr Cys Leu Val GIn Leu
1540 1545 1550
30 Leu Lys GIn Cys His Leu Val Pro Gln Asp Leu Asp ITe Pro Asn Pro
1555 1560 1565
Met Glu Ala Ser Glu Thr Val His Leu Ala Asn Gly Val Tyr Thr Ser
1570 1575 1580
35
Leu GIn Glu Leu Asn Ser Asn Phe Arg Gln Ile Ile Phe Pro Glu Ala
1585 1590 1595 1600
Leu Arg Cys Leu Met Lys Gly Glu Tyr Thr Leu Glu Ser Met Leu His
40 1605 1610 1615

Glu Leu Asp Gly Leu ITe Glu GIn Thr Thr Asp Gly Val Pro Leu Gln
1620 1625 1630

45 Thr Leu Va) Glu Ser Leu GIn Ala Tyr Leu Arg Asn Ala Ala Met Gly
1635 1640 1645

Leu Glu Glu Glu Thr His Ala His Tyr Ile Asp Val Ala Arg Leu Leu
1650 1655 1660
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His Ala Gln Tyr Gly Glu Leu Ile GIn Pro Arg Asn Gly Ser Val Asp

1665 _ 1670 1675 1680
5 Glu Thr Pro Lys Met Ser Ala Gly GIn Met Leu Leu Val Ala Phe Asp
1685 1690 1695
Gly Met Phe Ala Gln Val Glu Thr Ala Phe Ser Leu Leu Val Glu Lys
1700 1705 1710
10
Leu Asn Lys Met Glu Ile Pro Ile Ala Trp Arg Lys Ile Asp Ile Ile
1715 1720 1725
Arg Glu Ala Arg Ser Thr Gin Val Asn Phe Phe Asp Asp Asp Asn His
15 1730 1735 1740
Arg GIn Val Leu Glu Glu Ile Phe Phe Leu Lys Arg Leu Gin Thr Ile
1745 1750 1755 1760
20 Lys Glu Phe Phe Arg Leu Cys Gly Thr Phe Ser Lys Thr Leu Ser Gly
1765 1770 1775
Ser Ser Ser Leu Glu Asp GIn Asn Thr Val Asn Gly Pro Val Gln Ile
1780 1785 1790
25
val Asn Val Lys Thr Leu Phe Arg Asn Ser Cys Phe Ser Glu Asp Gln
1795 1800 1805
Met Ala Lys Pro Ile Lys Ala Phe Thr Ala Asp Phe Val Arg Gln Leu
30 1810 1815 1820
Leu Ile Gly Leu Pro Asn GIn Ala Leu Gly Leu Thr Leu Cys Ser Phe
1825 1830 1835 1840
35 Ile Ser Ala Leu Gly Val Asp Ile Ile Ala Gln Val Glu Ala Lys Asp
1845 1850 1855
Phe Gly Ala Glu Ser Lys Val Ser Val Asp Asp Leu Cys Lys Lys Ala
1860 1865 1870
40
val Glu His Asn Ile GIn Ile Gly Lys Phe Ser GIn Leu Val Met Asn
1875 1880 1885
Arg Ala Thr Val Leu Ala Ser Ser Tyr Asp Thr Ala Trp Lys Lys His
45 1890 1895 1900

Asp Leu Val Arg Arg Leu Glu Thr Ser Ile Ser Ser Cys Lys Thr Ser
1905 1910 1915 1920
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Leu GIn Arg Val GIn Leu His Ile Ala Met Phe GIn Trp Gin His Glu
1925 1930 1935

Asp Leu Leu Ile Asn Arg Pro GIn Ala Met Ser Val Thr Pro Pro Pro
5 1940 1945 1950

Arg Ser Ala Ile Leu Thr Ser Met Lys Lys Lys Leu His Thr Leu Ser
1955 1960 1965

10 Gln Ile Glu Thr Ser Ile Ala Thr Val Gln Glu Lys Leu Ala Ala Leu
1970 1975 1980

Glu Ser Ser Ile Glu Gln Arg Leu Lys Trp Ala Gly Gly Ala Asn Pro
15 1985 1990 1995 2000
Ala Leu Ala Pro Val Leu Gln Asp Phe Glu Ala Thr Ile Ala Glu Arg

2005 2010 2015

Arg Asn Leu Val Leu Lys Glu Ser GIn Arg Ala Ser Gln Val Thr Phe
20 2020 2025 2030

Leu Cys Ser Asn Ile Ile His Phe Glu Ser Leu Arg Thr Arg Thr Ala
2035 2040 2045

25 Glu Ala Leu Asn Leu Asp Ala Ala Leu Phe Glu Leu Ile Lys Arg Cys
2050 2055 2060

GIn Gln Met Cys Ser Phe Ala Ser Gin Phe Asn Ser Ser Val Ser Glu
2065 2070 2075 2080
30
Leu Glu Leu Arg Leu Leu GIn Arg Val Asp Thr Gly Leu Glu His Pro
2085 2090 2095

: I1e Gly Ser Ser Glu Trp Leu Leu Ser Ala His Lys Gln Leu Thr GIn
35 2100 2105 2110

Asp Met Ser Thr Gln Arg Ala Ile GIn Thr Glu Lys Glu GIn GIn Ile
2115 2120 2125

40 Glu Thr Val Cys Glu Thr Ile GIn Asn Leu Val Asp Asn Ile Lys Thr
2130 2135 2140

Val Leu Thr Gly His Asn Arg GIn Leu Gly Asp Val Lys His Leu Leu
2145 2150 2155 2160
45
Lys Ala Met Ala Lys Asp Glu Glu Ala Ala Leu Ala Asp Gly Glu Asp
2165 2170 2175
Val Pro Tyr Glu Asn Ser Val Arg GIn Phe Leu Gly Glu Tyr Lys Ser
2180 2185 2190
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Trp GIn Asp Asn Ile GIn Thr Val Leu Phe Thr Leu Val Gln Ala Met
2195 2200 2205

S Gly GIn Val Arg Ser GIn Glu His Val Glu Met Leu GIn Glu Ile Thr
2210 2215 2220

Pro Thr Leu Lys Glu Leu Lys Thr Glin Ser GIn Ser Ile Tyr Asn Asn
2225 2230 2235 2240
10
Leu Val Ser Phe Ala Ser Pro Leu Val Thr Asp Ala Thr Asn Glu Cys
2245 2259 2255

Ser Ser Pro Thr Ser Ser Ala Thr Tyr Gln Pro Ser Phe Ala Ala Ala
15 2260 2265 2270

Val Arg Ser Asn Thr Gly Gln Lys Thr GIn Pro Asp Val Met Ser Gln
2275 2280 2285

20 Asn Ala Arg Lys Leu Ile GIn Lys Asn Leu Ala Thr Ser Ala Asp Thr
2290 2295 2300

Pro Pro Ser Thr Val Pro Gly Thr Gly Lys Ser Val Ala Cys Ser Pro
2305 2310 2315 2320
25
Lys Lys Ala Val Arg Asp Pro Lys Thr Gly Lys Ala Val GIn Glu Arg
2325 2330 2335

Asn Ser Tyr Ala Val Ser val Trp Lys Arg Val Lys Ala Lys Leu Glu
30 2340 2345 2350

Gly Arg Asp Val Asp Pro Asn Arg Arg Met Ser Val Ala Glu Gln Val
2355 2360 2365

35 Asp Tyr Val Ile Lys Glu Ala Thr Asn Leu Asp Asn Leu Ala GIn Leu
2370 2375 2380

Tyr Glu Gly Trp Thr Ala Trp Val
2385 2390
40

<210> 6
<211> 779
<212> PRT
45 <213> Homo sapiens

<400> 6
Met Leu His Glu Leu Asp Gly Leu Ile Glu Gln Thr Thr Asp Gly Val
1 5 10 15
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prioridad o que se cita para determinar la fecha de publicaciondeotra ~ “Y™ documento particularmente relevante; la invencién reivindicada no puede

cita o por una razén especial (como la indicada). considerarse que implique una actividad inventiva cuando ¢l documento se
. . L asocia a ofro u otros documentos de la misma naturaleza, cuya combinacion
“0” documento que se refiere a una divulgacion oral, a una utilizacion, a resulta evidente para un experto en la materia.

una exposicion o a cualquier otro medio. ) .
“&" documento que forma parte de la misma familia de patentes.

“pP” documento publicado antes de la fecha de presentacion internacional
pero con posterioridad a la fecha de priondad reivindicada.

Fecha en que se ha concluido efectivamente la busqueda Fecha de expedicign del informe de bisqueda internacional
internacional. 20 Diciembre 2000 (20.12.2000) 08 EN Péﬁ":} 08 o 0t

ISI:inbbre y dig:c_cién postal Clle la Ad}xsn}i)nri\itracién encargada | Funcionario autorizado A
a bisqueda internaciona D.EP.M. MARTA HERNANDEZ CUELLAR
C/Panama 1, 28071 Madrid, Espania. n° de teléfono + 34 91 34955545

n° de fax +34 91 3495304
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PCT/ ES 00/00308

RecuadroI  Observaciones cuando se estime que algunas reivindicaciones no pueden ser objeto de busqueda (Continuacién
del punto 1 de la primera hoja)

De conformidad con el articulo 17.2.a), algunas reivindicaciones no han podido ser objeto de biisqueda por los siguientes motivos:

1. t Las reivindicaciones n®: 24 y 25 . . ‘ :
se refieren a un objeto con respecto al cual esta Administracion no esté obligada a proceder a la busqueda, a saber: aunque se
refieren a un método de tratamiento terapéutico del cuerpo humano o animal, la busqueda se ha realizado y se ha basado en los
efectos atribuidos a los compuestos.

2. t Las reivindicaciones n*: S, 9-15
se refieren a elementos de la solicitud internacional que no cumplen con los requisitos establecidos, de tal modo que no pueda
efectuarse una bisqueda provechosa, concretamente: aunque la seq. Id 6 no aparece como tal en la memoria descriptiva,
ni en el apartado de listas de secuencias, se ha deducido a partir de la seq. Id 4.

3. D Las reivindicaciones n*: .
son reivindicaciones dependientes y no estén redactadas de conformidad con los parrafos segundo y tercero de la regla 6.4.a).

Recuadro II  Observaciones cuando falta unidad de invenciéon (Continuacién del punto 2 de la primera hoja)

La Administracién encargada de la Buiisqueda Internacional ha detectado varias invenciones en la presente solicitud intemacional, a
saber:

1. D Dado que todas las tasas adicionales han sido satisfechas por el solicitante dentro del plazo, el presente informe de busqueda
iniemacional comprende todas las reivindicaciones que pueden ser objeto de bisqueda.

2. O Dado que todas las reivindicaciones que pueden ser objeto de bisqueda pueden serlo sin un esfuerzo particular que justifique
una tasa adicional, esta Administracion no ha invitado al pago de ninguna tasa de esta naturaleza.

Dado que tan s6lo una parte de las tasas adicionales solicitadas ha sido satisfecha dentro del plazo por el solicitante, el presente
informe de busqueda internacional comprende solamente aquellas reivindicaciones respecto de las cuales han sido satisfechas
las tasas, concretamente las reivindicaciones n®

O

4. D Ninguna de las tasas adicionales solicitadas ha sido satisfecha por el solicitante dentro de plazo. En consecuencia, el presente
informe de busqueda internacional se limita a la invencién mencionada en primer término en las reivindicaciones, cublerta por
las reivindicaciones n®: .

Indicacion en cuanto a la reserva D Las tasas adicionales han sido acompafiadas de una reserva por parte del solicitante.

L_.] El pago de las tasas adicionales no ha sido acompaiiado de ninguna reserva.

‘
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