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DESCRIPCION

Meétodo para la identificacion de sustancias que modulan la sefializacién de la interleucina (IL-4).
Introducciéon

La presente invencidn pertenece al dmbito de la identificacién de sustancias farmacéuticamente activas y al uso de
tales sustancias para la terapia en particular de enfermedades tumorales y con preferencia de enfermedades inflamato-
rias de las vias respiratorias.

La sefalizacién dependiente de la IL-4 desempefia un papel importante en las enfermedades tumorales y en la
regulacion de las respuestas inmune y/o antiinflamatoria de las enfermedades inflamatorias de las vias respiratorias,
por ejemplo del asma. La IL-4 regula las respuestas inmune y antiinflamatoria. Favorece la diferenciacion de los
precursores de auxiliar T (T helper) hacia el linaje Th2, al tiempo que inhibe el desarrollo del Thl. Ademas, la
estimulacién de células B por parte de la IL-4 dispara la clasificacién de la inmunoglobulina, dirigiéndola al isotipo
IgE. Se cree que esta recombinacidn se inicia después de la activacidn transcriptiva del promotor € de linea germinal,
que conduce a la generacion del transcrito € estéril. La mayor parte de las funciones reguladas por la IL-4 estdn
mediadas por el transductor de sefiales y activador de transcripcién 6 (STAT6).

El STAT6 pertenece al grupo de proteinas STAT, que transmite sefiales de receptores de citocina activada al niicleo.
Después de su fosforilacién de tirosina, inducida por citocina, ejercida por las quinasas de Janus (JAK). Los STAT
se dimerizan y se trasladan al ndcleo, donde modulan la transcripciéon mediante elementos de secuencia de DNA
especificos (Darnell 1997; Darnell y col., 1994; Ihle, 1996). Hasta el momento se han identificado siete STAT de
mamifero (STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STATSa, STATSb, STAT6). Comparten la misma estructura de dominios
funcionales. La porcién N-terminal media en la fijacién cooperativa de mdltiples posiciones de DNA (Vinkmeier y col.,
1996; Xu y col., 1996). La region que determina la especificidad de la posicion de fijacion del DNA est4 situada entre
los aminoécidos 400 y 500 (Horvath y col., 1995). El dominio SH2 media en la asociacién con el receptor activado
(Greenlund y col., 1994; Stahl y col., 1995) y en la dimerizacién a través de la interaccidn reciproca con la SH2-fosfo-
tirosina (Schindler y col., 1995; Shuai y col., 1994). La parte C terminal constituye el dominio de transactivacién
(Darnell, 1997; Hoey y Schindler, 1998). Los STAT3 y STATS se expresan en la mayoria de tipos de células y se
activan por parte de una gran variedad de citocinas y factores de crecimiento, mientras que otras proteinas STAT
desempefan papeles especificos en defensas de hospedantes (Darnell, 1997). El STAT®6 se activa en respuesta a la IL-
4 (Houy col., 1994) y ala IL-13.

Los ratones deficientes en STAT6 tienen defectos en las funciones mediadas por la IL-4, incluido el desarrollo de
Th2, la induccién de expresion de clase I de CD23 y MHC, la direccién de la clase de las inmunoglobulinas a la
IgE, poniendo de manifiesto el papel esencial que desempefia el STAT6 en estas funciones inducidas por la respuesta
a la IL-4 (Kaplan y col., 1996; Shimoda y col., 1996). Se han identificado las posiciones de fijaciéon del STAT6 en
varios genes de respuesta a la IL-4. Estan perfectamente caracterizados en el promotor & de linea germinal de Ig, que
contiene un elemento de fijacién compuesto del STAT6 y del CAAT/mejorador-proteina de fijacién (C/EBP) (Delphin
y Stavnezer, 1995).

Se ha caracterizado el dominio de transactivacién del STAT6 como una regién modular, rica en prolina, del extremo
C de la proteina. La estructura de este dominio es totalmente diferente de la de otros miembros del grupo STAT (Lu y
col., 1997; Moriggl y col., 1997). Recientemente se han mapeado dos dominios distintos de activacion de transcripcién
del extremo C, que cooperan reciprocamente entre si (Goenka y col., 1999). Todavia no se ha definido el mecanismo
molecular de esta cooperacion.

La activacion de la transcripcion en general requiere el reclutamiento de co-activadores transcripcionales, que
forman parte de los complejos de remodelacién de cromatina que poseen actividades de acetil-transferasa de histonas
y sirven de puente para el aparato transcripcional basico (Hampsey y Reinberg, 1999). Se ha podido identificar que la
proteina (CBP) que fija los co-activadores conservados funcionalmente CREB y el p300 son reclutados por el STAT6 y
se requieren para la induccién transcripcional operada por al IL-4 (Gingras y col., 1999). Los p300/CBP son reclutados
también por diferentes grupos de factores de transcripcion, incluidos los receptores nucleares (NR), el AP-1, p53, la
subunidad p65 del NFkB y el STAT1, STAT2 y STATS (Goodman y col., 2000; Pfitzner y col., 1998).

Se ha identificado el grupo NCoA (co-activadores nucleares), también llamado grupo de coactivadores p160 o SRC
(coactivador receptor de esteroides), como proteinas de fijacion de NR (receptores nucleares), que mejoran la activa-
cion transcripcional de estos factores de transcripcion inducidos por ligando (Xu y col., 1999). Se han identificado
tres factores homoélogos, llamados NCoA-1/SRC-1 (Onate y col., 1995; Kamei y col., 1996); NCoA-2/TIF2/GRIP1
(Voegel y col., 1996; Hong y col., 1997) y p/CIP/ACTR/AIB1 (Torchia y col., 1997; Chen y col., 1997; Anzick y col.,
1997). Los factores NCoA pueden asociarse también con el p300/CBP (Kamei y col., 1996; Yao y col., 1996).

Existe una demanda constante de desarrollo de firmacos para el tratamiento de enfermedades tumorales y de
enfermedades inflamatorias de las vias respiratorias. Las enfermedades tumorales y los sintomas de las enfermedades
inflamatorias de las vias respiratorias pueden atribuirse a la sefializacién de la IL-4. Existe por tanto demanda de
farmacos que modulen la sefializacién de la IL-4 con el fin de eliminar una base de dichas enfermedades y de los
sintomas de los procesos inflamatorios. Por lo tanto, se han realizado los ensayos de exploracion para identificar
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modulares de la actividad de STAT6. Actualmente, estos ensayos de STAT6 estdn restringidos a la exploracién de
moduladores de la fijacion del STAT6 a un receptor de STAT6 (WO 99/50283). Pero, la presente invencién proporciona
otro punto de partida para tal ensayo de exploracién, ya que se ha identificado una nueva interaccién proteina-proteina
en la sefalizacion del STAT®.

Descripcion de la invencion

En la presente invencion se ha encontrado que la actividad biolégica del STAT6, que activa la presion genética en
respuesta a la IL-4, se mejora fuertemente con el NCoA-1 (coactivador nuclear 1) del que es dependiente, tanto “in
vivo” como “in vitro”, como se demuestra en el ejemplo 2.

De modo sorprendente, el NCoA-1 interacciona directamente con el STAT6, mientras que ningin otro miembro
del grupo de coactivadores NCoA se fija al STAT6. La sobreexpresion del dominio del NCoA-1 que interacciona con
el STAT®6 inhibe la transactivacién del STAT6 de una manera transdominante. E1 NCoA-1 se fija independientemente
a una parte especifica del dominio de transactivacion del STAT6.

La identificacion de la transactivacién del NCoA-1 con el STAT6 proporciona una base para una gran variedad de
aplicaciones. Por ejemplo, la presente invencién proporciona un método y/o un sistema de ensayo para determinar si
una sustancia puede modular, es decir, si actia como inhibidor o de activador de la sefializacion dependiente de la
IL-4. Dicha sustancia puede modular, es decir, actia como un inhibidor o un activador de una actividad biolégica del
STAT6.

El uso de la presente invencién puede proporcionar una base para composiciones farmacéuticas y métodos para el
tratamiento de animales o de seres humanos que sufran una enfermedad tumoral o una enfermedad inflamatoria de las
vias respiratorias, por ejemplo el asma.

Una “enfermedad tumoral” es cualquier enfermedad acompafiada del desarrollo de un tumor maligno o benigno,
por ejemplo el linfoma de Hodgkin.

La expresién “actividad bioldgica del STAT6” empleada a continuacién incluye, por ejemplo la interaccion del
STATG y la fijacion del STAT6 sobre factores distintos del STAT6, que son necesarios para inducir la transcripcion.
El significado preferido de la expresion “actividad biolégica del STAT6” en el contexto de la invencién es inducir
la transcripcién como resultado de la sefializacién del IL-4, el significado mds preferido es la interaccion del STAT6
con el NCoA-1 y la fijacién a este tltimo, que se traduce en la formacién de un complejo como requisito previo para
inducir la transcripcién de genes con elementos de respuesta al STAT6, con preferencia en una enfermedad tumoral o
en una enfermedad inflamatoria de las vias respiratorias.

La invencién se refiere ademds a equivalentes funcionales, por ejemplo alelos, derivados, variantes, mutantes y
fragmentos de STAT6 de origen natural, que tienen la capacidad de interaccionar con y de fijarse sobre el NCoA-1. En
este sentido es especialmente preferido un fragmento del STAT6 que contenga por lo menos los aminoacidos de 677 a
847 del STAT6 (SEQ ID NO: 2), con mayor preferencia un fragmento que contenga por lo menos los aminodcidos de
792 a 847 (SEQ ID NO: 5). (Se describe ademads un fragmento que contiene por lo menos un fragmento de la secuencia
SEQ ID NO: 5 que se extiende desde el aminoacido 794 al 814 (en el sistema de numeracién de la SEQ ID NO: 5, esta
se extiende desde el aminodcido 3 al 23), que se representa en la SEQ ID NO: 6.) Tal fragmento puede fusionarse con
otra secuencia de aminodcidos. Por ejemplo, tal derivado puede ser un polipéptido de fusién que contenga p.ej. una
parte de la glutationa-S-transferasa fusionada por lo menos con los aminodacidos de 677 a 847 del STAT6 , tal como se
ilustra en la SEQ ID NO: 1.

La expresion “en condiciones en las que el STAT6 y el NCoA-1 son capaces de formar un complejo” empleada a
continuacidn incluye, pero no se limita a las condiciones, que se definen en el ejemplo 1.

La actividad biolégica del NCoA-1 segun la presente invencion, es decir, mejora de la actividad bioldgica del
STAT®6, con preferencia en una enfermedad tumoral o en una enfermedad inflamatoria de las vias respiratorias, depende
por ejemplo de la interaccién del NCoA-1 con el STAT6, con preferencia la fijacion directa de ambas proteinas.

La invencion se refiere también a equivalentes funcionales, como son los alelos, derivados, variantes por ejemplo
la secuencia homdloga de aminoacidos humana, mutantes y fragmentos de NCoA-1 de origen natural, que tienen
la capacidad de interaccionar y también de fijarse sobre el STAT6. En una forma preferida de ejecucion, la presente
invencién se refiere a un fragmento del NCoA-1 que contiene por lo menos los aminodcidos de 212 a 463 del NCoA-1,
representado en la SEQ ID NO: 4. Tal fragmento puede fusionar con otra secuencia de aminoécidos. Por ejemplo, tal
derivado puede ser un polipéptido de fusién que contenga p.ej. una parte del sitio de rotura de trombina-proteasa, un
sitio de enteroquinasa y compuesto llamado “marcador de histidina” (His tag) que contiene varios restos histidina en
una fila (Janknecht y col., 1991) fusionados por lo menos con los aminoécidos de 212 a 462 del NCoA-1, representados
en la SEQ ID NO: 3. En una forma preferida de ejecucion, el NCoA-1 o un fragmento del mismo se marca con un
marcador detectable, por ejemplo fusionado a un “marcador de histidina”.

En una forma de ejecucion, la presente invencion se refiere a un método que puede llevarse a cabo en un sistema
celular y también en un sistema exento de células para determinar si una sustancia es capaz de modular la interaccién
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del STAT6 con el NCoA-1, con preferencia un método para determinar si una sustancia es un activador, es decir facilita
la interaccién de ambos péptidos, o bien es un inhibidor, es decir, impide dicha interaccién. Este método se caracteriza
porque se pone en contacto el STAT6 o fragmentos o derivados del mismo, que tienen la capacidad de fijarse sobre el
NCoA-1, con el NCoA-1 o con fragmentos o derivados del NCoA-1, que tienen la capacidad de fijarse sobre el STAT6
en las condiciones en las que el STAT6 y el NCoA-1 o sus fragmentos o derivados son capaces de formar un complejo
y dicho complejo puede utilizarse para inducir un resultado medible. Dicho resultado se mide en ausencia o presencia
de la sustancia de interés y se comparan los resultados obtenidos. Los resultados iguales determinan que la sustancia no
modula dicha interaccién, mientras que un resultado que sigue un curso paralelo al de cantidades crecientes de dicho
complejo, cuando se compara con el resultado obtenido en ausencia de sustancia, indica que la sustancia puede actuar
como indicador segun la invencién. Un resultado que corre paralelo a cantidades menores indica que una sustancia
puede actuar como inhibidor segin la invencién. En la presente invencidn, la medicién de un resultado supone la
aplicacién de técnicas ya conocidas para detectar que el STAT6 y el NCoA-1 o fragmentos o derivados de los mismos
seglin la invencién han interaccionado segin la invencidn. Por ejemplo, la deteccién directa de un complejo formado
segun la invencién puede realizarse p.ej. mediante métodos fisicos o por fijacién de otra molécula que reconozca el
complejo, p.ej. anticuerpos o similares. Para dicho reconocimiento pueden utilizarse el STAT6, el NCoA-1 marcados
o0 sin marcar, o fragmentos o derivados de los mismos, por ejemplo uno de dichos polipéptidos interaccionantes puede
marcarse p.ej. con un marcador de histidina fusionado, que contiene p.ej. por lo menos cinco restos consecutivos de
histidina, y puede reconocerse por una molécula que se fije especificamente sobre el marcador, es decir un anticuerpo
especifico de histidina. Dicho anticuerpo puede detectarse con técnicas bien conocidas, p.ej. empleando un segundo
anticuerpo que esté ya fijado p.ej. sobre una enzima que es capaz de catalizar una reaccién medible, por ejemplo
mediante la deteccién de productos de reaccidn, como son los sustratos modificados o los productos secundarios p.ej.
los que emiten luz.

Tal método consiste en los pasos siguientes:

(a) fijacion de un primer polipéptido, que contiene por lo menos los aminodcidos de 677 a 847 del STAT6 segtin la
SEQ ID NO: 2, con mayor preferencia por lo menos los aminodcidos de 792 a 847 del STAT6 segun la SEQ ID NO:
5, sobre un soporte sélido que estd presente en un recipiente o parte de tal recipiente;

(b) adicién de la sustancia de interés o de un falso control, opcionalmente en un disolvente idéneo;

(c) adicion de un segundo polipéptido, marcado de modo detectable, que contiene por lo menos los aminodcidos
de 212 a 463 del NCoA-1 segiin la SEQ ID NO: 4, en condiciones que permitan que dichos polipéptidos se fijen uno
sobre otro;

(d) eliminacién del segundo polipéptido no fijado;

(e) medicion de la cantidad de segundo polipéptido, marcado de modo detectable, fijado sobre el primer polipépti-
do;

o puede constar de los pasos siguientes:

(a) fijacién de un primer polipéptido, que contiene por lo menos los aminodcidos de 212 a 463 del NCoA-1 segtin
la SEQ ID NO: 4, sobre un soporte sélido que estd presente en un recipiente o parte de tal recipiente;

(b) adicién de la sustancia de interés o de un falso control, opcionalmente en un disolvente idéneo;

(c) adicién de un segundo polipéptido, marcado de modo detectable, que contiene por lo menos los aminoécidos
de 677 a 847 del STAT6 segun la SEQ ID NO: 2, con mayor preferencia por lo menos los aminodcidos de 792 a 847
del STAT6 segtin la SEQ ID NO: 5, en condiciones que permitan que dichos polipéptidos se fijen uno sobre otro;

(d) eliminacién del segundo polipéptido no fijado;

(e) medicion de la cantidad de segundo polipéptido, marcado de modo detectable, fijado sobre el primer polipépti-
do.

La presente invencién se refiere a un método de ensayo para determinar si una sustancia es un activador o un
inhibidor de dicha interaccién segiin la invencién. Dado que la interaccion del STAT6 con el NCoA-1 dispara la sefia-
lizacién de la IL-4 e interviene en una enfermedad tumoral o en una enfermedad inflamatoria de las vias respiratorias
y desempefia un papel importante en la mediacién de la inflamacidn, se podra emplear una sustancia que module la
actividad biolégica del STAT6 y/o del NCoA-1 para el tratamiento de una enfermedad tumoral, por ejemplo un lin-
foma de Hodgkin, o una enfermedad inflamatoria de las vias respiratorias, por ejemplo el asma, o podrd emplearse
como compuesto principal para la optimizacién de la funcién de la sustancia de manera que la sustancia optimizada
sea idonea para tratar una enfermedad tumoral, por ejemplo un linfoma de Hodgkin, o una enfermedad inflamatoria
de las vias respiratorias, por ejemplo el asma.

La presente invencion se refiere ademas a un método de ensayo para determinar si una sustancia es un activador o
un inhibidor de la interaccién del STAT6 con el NCoA-1. Un sistema de ensayo 1til para llevar a cabo un método de la
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invencién puede consistir en un sistema celular o en un sistema sin células. Por ejemplo, una forma de ejecucién de la
invencion se refiere a un sistema de ensayo que se disefia de tal manera que permita ensayar las sustancias que actiian
en la interaccién del STAT6 con el NCoA-1 o fragmentos o variantes o derivados de los mismos segtin la invencion,
p-€j. empleando la expresion de un gen informante (reporter), p.ej. un gen de luciferasa o similares, como resultado
medible regulado por un elemento de respuesta al STAT6.

Un método segun la invencién puede por un lado ser util para ensayos de alta productividad, idoneos para deter-
minar si una sustancia es un inhibidor o un activador de la invencién, pero también p.ej. para ensayos secundarios o
validaciones de una sustancia principal o un blanco (objetivo) identificado en el ensayo de alta productividad.

Para llevar a la practica el método de la invencion puede utilizarse un sistema de ensayo segtn la invencion.

Un sistema de ensayo de la invencién puede contener elementos bien conocidos de la técnica. Dicho sistema de
ensayo se disefia de manera que permita medir la interacciéon del STAT6 con el NCoA-1 o fragmentos o derivados
segun la invencién, que puede realizarse inmovilizando uno de los polipéptidos que interactiian sobre una superficie
s6lida, con preferencia sobre el fondo de un recipiente, con mayor preferencia en una placa ELISA. El otro polipéptido,
con preferencia marcado de modo detectable, con mayor preferencia marcado con un marcador de histidina, asi como
la sustancia de interés o un falso control, opcionalmente en un disolvente idéneo, se afiade en condiciones que permitan
que ambos polipéptidos se fijen entre si. Antes de detectar la interaccidn de dichos polipéptidos segiin la invencidn, es
decir, antes de detectar el complejo formado, se podran eliminar los polipéptidos no fijados para facilitar la deteccién
de dicho complejo, que puede realizarse midiendo la cantidad de segundo polipéptido, marcado de modo detectable,
que se ha fijado sobre el primer polipéptido. Tal sistema de ensayo para determinar si una sustancia es un activador o
un inhibidor de la interaccién del STAT6 con el NCoA-1 puede consistir p.ej. en:

(a) el STAT6 o fragmentos o derivados del mismo que tienen la capacidad de fijarse sobre el NCoA-1;
(b) el NCoA-1 o fragmentos o derivados del mismo que tengan la capacidad de fijarse sobre el STAT6;

(c) un recipiente, en el que dicho STAT6 o fragmentos o derivados del mismo puedan formar un complejo con
dicho NCoA-1 o fragmentos o derivados del mismo;

(d) un dispositivo para medir dicho complejo.

Dicho sistema de ensayo incluye un primer polipéptido, que contiene por lo menos los aminodcidos de 677 a 847
del STAT6 segtin la SEQ ID NO: 2, con mayor preferencia por lo menos los aminodcidos del 792 al 847 del STAT6
segun la SEQ ID NO: 5; y un segundo polipéptido que contiene por lo menos los aminoacidos de 212 a 463 del NCoA-
1 segin la SEQ ID NO: 4.

La presente invencién puede proporcionar una base para establecer que una sustancia determinable o determinada
en un método segun la invencién es un inhibidor o un activador de la interaccién del STAT6 con el NCoA-1 segtn la
invencion. Tal sustancia puede ser cualquier compuesto que sea capaz de activar o con preferencia inhibir una funcién
de dicha interaccién segun la invencién. Un ejemplo del modo de activar o inhibir una funcién de dicha interaccién
es por fijacién sobre uno de los polipéptidos en cuestién con una afinidad mayor y de este modo bloquear el dominio
de fijacién y/o un dominio funcional por lo menos de uno de dichos polipéptidos, lo cual puede realizarse de forma
reversible o irreversible, en funcion de la naturaleza de la sustancia aplicada. Dicha sustancia puede ser un anticuerpo
0 un compuesto inorgdnico u orgdnico que se fije directamente sobre o que interfiera en dicha interaccién y, de este
modo, afecte la actividad bioldgica del STAT6. Tal sustancia puede ser un péptido 1 (SEQ ID NO: 6) o un anticuerpo
dirigido contra el péptido 1.

Para ilustrar el modo con el que los expertos, aplicando las ensefianzas de esta invencién y utilizando los métodos
de la invencién, podran identificar facilmente dicha sustancia se describen los ejemplos siguientes.

Como ejemplo se describe un péptido denominado “péptido 1” (SEQ ID NO: 6), del que se ha constatado que
modula la interaccién del STAT6 con el NCoA-1, utilizando un método de la invencién y se ha determinado que es un
inhibidor de dicha interaccién empleando un método de la invencion, que se describe en el ejemplo 1a).

En otro ejemplo de dicha sustancia de la invencién se describen dos sueros de anticuerpo policlonal dirigido contra
el péptido 1. Dichos sueros se denominan “AB 1a” y “AB 1b” y se ha constatado que son inhibidores de la interaccién
del STAT6 con el NCoA-1 segtin la invencién, en ambos casos, empleando para ello un método de la invencidn, que
se describe en el ejemplo 1b).

Con el siguiente ejemplo 1 se pretende ilustrar la presente invencion, pero no debe entenderse como una limitacién
de la misma. Sin embargo, en el ejemplo 1 se describen las formas de ejecucion mds preferidas de la invencion.
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Ejemplos
Ejemplo 1
ELISA de STAT6/NCoA-1

Lo que sigue es una ilustracién del modo con que puede realizarse la interaccion del STAT6 con el NCoA-1 con
vistas a identificar una sustancia que pueda modular dicha interaccion.

Soluciones

Tampdn de recubrimiento: 1xPBS, pH 7,2

Tampdn de bloqueo: 1xPBS, pH 7,23, 5% de BSA, 0,1% de Tween 20

Tampdn de lavado: 1xPBS, pH 7,2, 0,1% de Tween 20

Solucién de sustrato: se disuelve una tableta de tampdn fosfato-citrato (Sigma) en 100 ml de agua para obtener un
tampo6n 0,05 M fosfato-citrato, pH 5,5. Se disuelve una tableta del diclorhidrato de o-fenilendiamina (Sigma) en 30 ml
de tampdn fosfato-citrato en la oscuridad. Antes del uso se afiaden 30 ul de H,O, del 30%.

Proteinas recombinantes

Los aminodcidos 677-847 del GST-STAT6 y los aminoécidos 212-463 del NCoA-1 marcado con His se expresan
en E. coli, se purifican por cromatografia de afinidad y se dializan frente a 1XPBS con arreglo a métodos de la técnica.

Secuencias de proteinas recombinantes

aminodcidos 677-847 del GST-STAT6: SEQ ID NO: 1;

aminodcidos 212-463 del NCoA-1 marcado con His: SEQ ID NO: 3;

Anticuerpos

ler anticuerpo: penta-His, Qiagen (n° de catdlogo: 34660);

2° anticuerpo: Ig de oveja antirratdn, fijada sobre HRP, Amersham-Pharmacia (n° de catdlogo: NA931).
Preparacion de la placa

- Se transfieren 500 ng de los aminodcidos 677-847 del GST-STAT6 en 100 w1 de tampén de recubrimiento a la
placa ELISA. Se sella la placa y se incuba a 4°C durante una noche.

- Se lavan los hoyos 3 veces con tampén de lavado (200 ul), incubando la solucién de lavado durante 5 minutos.
Después del tltimo lavado se quita cualquier resto de tamp6n de lavado.

- Se bloquean las placas afiadiendo 200 ul de tampén de bloqueo (200 ul). Se incuba a temperatura ambiente
durante 2 horas.

- Se lavan los hoyos 3 veces con tampén de lavado (200 ul) (ver antes).
- Se afade la sustancia de interés o un falso control en un volumen de 100 ul en tamp6n de lavado.

- Se afiaden 250 ng de de los aminodcidos 212-463 del NCoA-1, marcados con His, en un volumen de 100 ul en
tamp6n de lavado. Se incuba a temperatura ambiente durante 1 hora con agitacién constante.

- Se lavan los hoyos 3 veces con tamp6n de lavado (200 pl) (ver antes).

- Se afiade el anticuerpo de deteccidn (anticuerpo Penta-His, de Qiagen, dilucién = 1:2000 en tamp6n de bloqueo)
en un volumen de 100 ul. Se incuba durante 1 hora.

- Se lavan los hoyos 3 veces con tampdn de lavado (200 ul) (ver antes).

- Se afiade el anticuerpo secundario (anticuerpo de oveja antirratén, conjugado con HRP, Amersham-Pharmacia,
1:2000 en tamp6n de bloqueo) en un volumen de 100 ul. Se incuba durante 1 hora.

- Se lavan los hoyos 5 veces con tamp6n de lavado (200 ul) (ver antes). Se afiaden 100 ul de la solucién de sustrato
a cada hoyo. Se incuba en la oscuridad durante 6 minutos. Se interrumpe la reaccién afladiendo 100 ul de H,SO,4 1 N.
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La sefial leida indica la cantidad de NCoA-1 que se ha fijado al STAT6. Los valores se recogen en la tabla 1.

TABLA 1

NCoA-1 (aa. 212-463) marcado con His y fijado sobre el GST-STAT6 (aa. 677-847) en un ensayo ELISA

n® | proteina proteina ler 2° extincion | desviacion

recubierta afiadida anticuerpo | anticuerpo | a 493 nm | estandar

1 GST-STAT6 | His-NCoA-1 | a-Penta-His a-raton- 0,795 0,036
(677-847) (212-463) HRP

2 - His-NCoA-1 | o-Penta-His o-raton- 0,097 0,036
(212-463) HRP

3 GST-STAT6 - o-Penta-His a-raton- 0,006 0,000
(677-847) HRP

4 - -- a-Penta-His a-raton- 0,005 0,001
HRP

5 GST-STAT6 | His-NCoA-1 -- a-raton- 0,006 0,000
(677-847) (212-463) HRP

6 -- His-NCoA-1 - a-raton- 0,005 0,001
(212-463) HRP

Descripcion de la tabla 1

500 ng de GST-STAT6 TAD (aminoécidos, aa. 677-847), expresado en E. coli y purificado por afinidad, se recubren
en placas ELISA de 96 hoyos del modo indicado. Después de la incubacién con 250 ng de NCoA-1 (aa. 212-463)
expresado en E. coli, purificado por afinidad y marcado con His, se detecta la proteina fijada con un anticuerpo de
ratén anti-His y con un anticuerpo de oveja anti-raton conjugado con peroxidasa del modo indicado. En las filas 2, 4
y 6 no se recubre el GST-STAT6 TAD (aa. 677-847). En las filas 3 y 4 no se aflade el NCoA-1 (aa. 213-462) marcado
con His. En las filas 5 y 6 no se afiade el anticuerpo anti-His. La conversién de la O-fenilendiamina del sustrato de
peroxidasa se mide a 492 nm. Se recoge también los valores promedio de tres ensayos independientes con la desviacién
estandar (d.e.).

Si el ensayo se realiza en presencia de las sustancias a ensayar, lo que se pretende determinar es la capacidad de
las mismas para desbaratar la interaccion entre el STAT6 y el NCoA-1, las sefiales en presencia de los compuestos a
ensayar se comparan con los valores de control, p.ej. en ausencia de las sustancia a ensayar, del modo ilustrado en los
ejemplo 1a) y 1b).

Ejemplo 1a)

Inhibidor segiin la invencion: péptido 1

A continuacién se ilustra el modo por el que las ensefianzas de esta invencion conducen a una sustancia segin la
invencion.

En la figura 8A) se representan las estructuras de i) el STAT6 humano, ii) la proteina de fusién GST-STAT6 (GST
indica glutationa-S-transferasa), la posicién de los aminodcidos, el dominio de fijacién del DNA (DBD), el dominio
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SH2, el TAD y la posicién de fosforilacién dependiente de citocinas (Y) del modo indicado; iii) los péptidos derivados
del dominio de transactivaciéon (TAD): el péptido 1 (aminodcidos 794-814, SEQ ID NO: 6), el péptido 2 (aminodcidos
817-830) y el péptido 3 (aminodcidos 830-847); en iv) se representa la designacién de los antisueros policlonales de
conejo, cultivados contra dichos péptidos, respectivamente (AB 1a, AB 1b, AB 2a, AB 2b, AB 3a, AB 3b).

En B) se indican los resultados de un ensayo de fijacion.

Se fijan 4 pug de GST o de proteina de fusiéon GST-STAT6-TAD, purificada en E. coli, a 20 ul de glutationa-
Sepharose y se incuban con 1,5 ul de NCoA-1 marcado con [S*] en presencia de 100 ug de péptido 1, de péptido
2 y de péptido 3, respectivamente, del modo indicado. De la mezcla reaccionante de fijacién se recupera el material
fijado sobre la glutationa-Sepharose, se lava abundantemente y se analiza por SDS-PAGE y fluorografia (pistas 2-6).
El material de control de entrada de la pista 1 refleja un 10% de la cantidad total de NCoA-1 marcado con S* que
se emplea en los ensayos. Los resultados indican menos fijacién del GST-STAT6-TAD con el NCoA-1 en presencia
del péptido 1 (SEQ ID NO: 6), mientras que la presencia del péptido 2 o del péptido 3 no altera significativamente la
capacidad de fijacién del GST-STAT6-TAD con el NCoA-1.

En C) se recogen los resultados de un ensayo ELISA (realizado con arreglo al ejemplo 1). Se inmovilizan 8
ul de los aminodcidos 212-262 del NCoA-1 (SEQ ID NO: 3) marcado con His, de un lisado bacteriano en bruto,
que corresponde a 250 ng de proteina fijada, sobre placas ELISA recubiertas con niquel en 100 ul de tampén de
recubrimiento. Se afiaden 11,2 nmoles del péptido 1, del péptido 2 y del péptido 3, respectivamente, del modo indicado.
Después de 1 h de incubacion se afiaden 500 ng de GST-STAT6-TAD purificado a cada muestra reaccionante. Se
detecta el GST-STAT6-TAD fijado con un anticuerpo conjugado con HRP anti-GST. El control de incubacién se
realiza sin ningtn péptido adicional (pista 4) o sin NCoA-1 marcado con His inmovilizado (pista 5) o con el anticuerpo
conjugado con HRP anti-GST solo para controlar la fijaciéon de base (pista 6). Los resultados son similares a los
obtenidos en B).

Ejemplo 1b)

Inhibidor segiin la invencion: anticuerpos AB la, AB 1b

A continuacién se ilustra cémo las ensefianzas de esta invencién conducen a una sustancia segtn la invencion.
Los antisueros cultivados contra el péptido 1 inhiben la interaccién del STAT6 con el NCoA-1.

En la figura 9 a) se presentan los resultados de un ensayo de fijacion.

Se incuban 4 ug de GST o de proteina de fusion GST-STAT6-TAD, fijada sobre 20 ul de glutationa-Sepharose,
con 1,5 ul de proteina de fusion NCoA-1 marcada con His y marcada con S*, que contiene los restos 213-462 (SEQ
ID NO: 3). En las muestras de 4 a 10, la reaccién de fijacion se lleva a cabo en presencia de 10 ul de antisueros
policlonales de conejo contra un péptido no definido (pista 4) o cultivados contra el péptido 1 (pistas Sy 6: AB 1a, AB
1b) o contra el péptido 2 (pistas 7y 8: AB 2a, AB 2b) o contra el péptido 3 (pistas 9 y 10: AB 3a, AB 3b), del modo
indicado. Se analizan las proteinas fijadas por SDS-PAGE y fluorografia (pistas 2-10). Como control se emplea un 10%
de la proteina marcada con S* que se emplea en los ensayos y se analiza de modo similar (pista 1). Los resultados
indican menos fijacién de dicha proteina de fusiéon STAT6 con dicha proteina de fusién NCoA-1 en presencia de los
antisueros AB 1a o AB 1b, cultivados contra el péptido 1. Los demds sueros no producen cambios en la interaccién de
las proteinas.

En B) se recogen los resultados de un ensayo ELISA (realizado del modo indicado en el ejemplo 1): se inmovilizan
0,5 ul de proteina de fusiéon GST-STAT6-TAD de un material lisado bacteriano en bruto, que corresponde a 100 ng de
proteina fijada, sobre placas recubiertas con anticuerpos GST. Se cultivan antisueros policlonales de conejo contra el
péptido 1 (AB-1a, AB-1b) o contra el péptido 2 (AB-2a, AB-2b) o contra el péptido 3 (AB-3A, AB-3b) y se afiaden en
una dilucién 1:1000 en tampdn de bloqueo. Después de una incubacion de 1 h se afiaden 250 ng de proteina de fusién
NCoA-1 marcada con His, que contiene los aminoacidos 213-462 (SEQ ID NO: 3), purificada a partir de E. coli.
Se detecta el NCoA-1 marcado con His fijado con el anticuerpo Penta-His y con un posterior anticuerpo secundario
(anticuerpo de oveja antirratén, conjugado con HRP). Como control se realiza la fijacién del anticuerpo secundario
sobre placas, que se analiza en paralelo. Los resultados obtenidos son similares a los obtenidos en A).

Ejemplo 1c)
Caracterizacion adicional de la interaccion del STAT6 con el NCoA-1
Las mutaciones puntuales en el motivo LXXLL del STAT6-TAD eliminan la interaccion con el NCoA-1 “in vitro”

En la figura 10 A) se representa la secuencia del péptido 1 (SEQ ID NO: 6) y su motivo LXXLL. Se marcan con
asterisco las mutaciones de alanina introducidas en la secuencia.

En B) se representan los resultados del ensayo de fijacion de la GST:
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Se incuban 4 ug de proteinas de fusién de GST que contienen los restos 642-847 del STAT6 de tipo salvaje (WT,
wild type) o del mutante STAT6 (mut; posicién de aminodcidos 802 y 805, ambas L, se mutan a A) con 1,5 ul de
un fragmento de NCoA-1, que contiene los restos 213-462 (SEQ ID NO: 4), marcado con S*, y se incuban con 20
u1 de glutationa-Sepharose. Se separa por SDS-PAGE el material fijado sobre la glutationa-Sepharose. Se detecta
la proteina radiomarcada mediante fluorografia. Los resultados indican que practicamente no hay fijacién de dicha
proteina STAT6 mutada con dicha proteina NCoA-1, lo cual pone de manifiesto que los aminoécidos de las posiciones
802 y 805 son esenciales para la interaccion de ambas proteinas.

En C) se representan controles realizados que ponen de manifiesto que se emplean cantidades similares de dichas
proteinas a las empleadas en B): un cuarto de cada mezcla reaccionante se analiza por separado por SDS-PAGE y
posterior tincién con Coomassie para detectar la GST y las proteinas de fusion GST-STAT6 (WT y mut), del modo
indicado.

Las mutaciones puntuales del motivo LXXLL disminuyen la expresién de la eotaxina-3 en células 293T.

En la figura 11 A) se representan los resultados de un ensayo de transfeccién y posterior andlisis semicuantitativo
de eotaxina-2 inducida por un tratamiento con IL-4:

Se transfectan células 293T con un vector de expresion que codifica al tipo salvaje (WT, pistas 3, 4) o al mutante
STAT6 (mut; mutaciones: ver antes; pistas 4 y 5) o el vector de expresion vacia (falso control “mock”, pistas 1 y
2). Se inducen las células con IL-4 durante 16 horas (+) o se dejan sin tratar (-), del modo indicado. Se prepara el
RNA total y el nivel de expresion de la eotaxina-3 y se analiza por RT-PCR el GAPDH. Los resultados indican una
expresion menor de la eotaxina-3 después de la estimulacién con IL-4 en células transfectadas con el mutante STATO,
si se comparan con el WT-STAT6, lo cual indica que los aminodcidos de las posiciones 802 y 805 son esenciales para
la expresion de la eotaxina-3 después de la estimulacién con IL-4.

B) Se determinan cantidades de eotaxina-3 secretada en liquidos sobrenadantes de células cultivadas mediante en
ensayo ELISA después de la transfeccion de las células 293T del modo descrito en A), pero inducidas con IL-4 durante
48 horas (pistas 2, 4 y 6) o dejadas sin tratar (pistas 1, 3 y 5). Los valores promedio y las desviaciones estdndar de tres
ensayos independientes se indican en la figura. Los resultados son similares a los obtenidos en A).

En C) se realizan controles que indican cantidades comparables del WT-STAT6 y del mut-STAT6 producidas en
las células transfectadas correspondientes de B): se lisan las células de B) y se analizan por SDS-PAGE y Western-
Blot (WB) empleando el anticuerpo anti-STAT6 o el anticuerpo anti-3-actina.

Ejemplo 2

La sefializacion de IL-4, que induce la transcripcion dependiente del STATO, se mejora con el NCoA-1
Lo que sigue pone de manifiesto que el NCoA-1 es un factor importante para la sefializacién de la IL-4.
El NCoA-1 mejora la transcripcion del STAT6 inducida por la IL-4.

Los estudios previos han caracterizado el dominio de transactivaciéon (TAD) del STAT6 (Lu y col., 1997; Moriggl y
col., 1997) e identificado agentes transactivadores auténomos (Goenka y col., 1999). Recientemente hemos encontrado
que la afinidad del STAT6-TAD se amplia con los coactivadores p300/CBP y hemos observado una interaccién del
STAT6 con el p300/CBP “in vivo” (Gingras y col., 1999). Se ha caracterizado la reaccién entre los aminodcidos
1850 y 2176 como el dominio de interacciéon del STAT6 con el p300/CBP. Este dominio ya media en la interaccién
del p300/CBP con el grupo de los NCoA de coactivadores de receptores nucleares (Yao y col., 1996), que juntos
forman un complejo coactivador amplio. Con el fin de investigar si los coactivadores SRC/NCoA intervienen en la
transactivacion del STAT6 se realizan ensayos de transfeccion transitoria en la linea de células hepaticas HepG2, que
reaccion con la IL-4.

Se transfectan las células con un constructo de informante (reporter) de luciferasa que posee elementos de respuesta
STAT6 multimerizados y vectores de expresion que codifican al STAT6 y los coactivadores NCoA-1, NCoA-2 y p/CIP,
respectivamente (figura 1). Después de la transfeccion se tratan las células con IL-4 o se dejan sin tratar. La induccién
con la IL-4 conduce a una mejora seis veces mayor de la expresién genética del informante basica (figura 1, pistas 1
y 2). Esta induccién se amplia todavia hasta tres veces mds cuando el NCoA-1 se cotransfecta (pistas 3 y 4), mientras
que la cotransfeccién del p/CIP y del NCoA-2, respectivamente, no produce efecto alguno (pistas de 5 a 8). Estos
resultados indican que el NCoA-1 es un coactivador del STAT6, mientras que los demds miembros del grupo NCoA,
el NCoA-2 y el p/CIP, parece que no intervienen en la transactivacién del STAT6.

El NCoA-1 mejora en gran manera el potencial de transactivacion del dominio de transactivacion del extremo C
del STATG.

Para ilustrar el mecanismo, por el que el NCoA-1 amplia la transactivaciéon mediada por el STAT6, hemos investi-
gado si el NCoA-1 se dirige directamente al STAT6-TAD. Hemos determinado la capacidad del STAT6-TAD, cuando
se fusiona con el dominio de fijacién del GAL-4-DNA (GAL4-DBD), para inducir un informante (reporte) de lucife-
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rasa apropiado en presencia o en ausencia del NCoA-1 sobreexpresado. Los estudios previos ya han caracterizado la
actividad del STAT6-TAD en planteamientos similares (Goenka y col., 1999; Lu y col., 1997; Moriggl y col., 1997).
Se utilizan dos proteinas de fusidon del GAL4, que poseen una funcién principal de transactivacién del STAT6 (ami-
noécidos 677-791) o el extremo terminal C del STAT6 (aminodcidos 792-847) (figura 2A) para investigar si el NCoA-
1 es reclutado por estos dominios.

Los diversos constructos de GAL4-STAT6-TAD vy el constructo de informante de luciferasa, que contienen tres
elementos de respuesta al GAL4 en su regién de promotor, se transfectan transitoriamente en el HepG2 con o sin co-
transfeccion del coactivador NCoA-1. La expresion del GAL4-DBD aislado no produce una mejora significativa de
la actividad del gen informante de luciferasa, que no resulta afectado por la co-transfecciéon del NCoA-1 (figura 2B,
pistas 1y 2). El GAL4-STAT6 (677-791) induce una expresion genética intensa del informante (pista 3). La co-trans-
feccion del NCoA-1 conduce a una ligera mejora (pista 4). E1 GAL4-STAT6 (792-847) no induce significativamente
la actividad del gen informante, lo cual indica que este dominio tiene un menor potencial de transactivacion cuando se
fusiona con el GAL4-DBD. De modo sorprendente, la co-transfeccion del NCoA-1 aumenta intensamente la funcién
de transactivacién del dominio extremo terminal C del STAT6 a un nivel tan alto como el del dominio principal de
transactivacion del STAT6 (compdrese la pista 6 con la 4).

Para validar estos resultados y excluir que el fuerte efecto del NCoA-1 en la actividad de transfeccién del GAL4-
STAT6 (792-847) sea especifica de tipos de células, hemos repetido los ensayos con la linea celular pre-B Ba/F3-IL-
4R (figura 2C). Una vez maés, el GAL4-DBD solo no tiene una actividad de transactivacion significativa y esto no
cambia con la coexpresion del NCoA-1 (figura 2C, pistas 1 y 2). El GAL4-STAT6 (677-791) induce intensamente
la actividad del gen informante (pista 3), pero, a diferencia de nuestros resultados, en las células HepG2 esto no
estd acompafiado de una mejora de coexpresion del NCoA-1 (pista 4). El GAL4-STAT6 (792-847) no presenta una
actividad significativa de transactivacion por si mismo (pista 5). En presencia del NCoA-1 co-transfectado, el GAL4-
STAT6 (792-847) aumenta intensamente la transcripcion (pista 6). Los resultados de estos ensayos confirman que el
NCoA-1 sirve como co-activador del dominio de transactivacién del STAT6. El fuerte efecto de coactivacion en el
extremo terminal C del STAT6-TAD, que tiene una actividad auténoma de transactivacién muy escasa, sugiere que
el NCoA-1 estd reclutado por este dominio. Mientras que el efecto especifico del tipo de célula del NCoA-1 en el
dominio principal de transactivacién del STAT6 (aminoédcidos 677-791) puede ser debido a un reclutamiento indirecto
del NCoA-1 por este dominio debido a factores celulares especificos.

El NCoA-1 y el STAT6 interaccionan “in vivo”. La interaccion depende de la presencia de la region terminal C

del STATG.

Los ensayos de transfeccién ilustran que el NCoA-1 aumenta intensamente el potencial de transactivacién del
extremo terminal C del STAT6-TAD, sugiriendo que existe una interaccion directa entre el NCoA-1 y esta region. Para
probar la interaccion probable entre el STAT6 y el NCoA-1 “in vivo™ se realizan ensayos de co-inmunoprecipitacion.
Se transfectan células 293T con vectores de expresion que codifican al STAT6 de longitud completa, el STAT6 carente
de los aminodcidos 792-847 y el NCoA-1, respectivamente. Se preparan extractos celulares y se realizan ensayos
de co-inmunoprecipitacion con los anticuerpos indicados. Se analizan los inmunoprecipitados por Western Blot con
antisueros especificos de NCoA-1 y STAT6. Se precipitan grandes cantidades de NCoA-1 con anticuerpos especificos
del NCoA-1 (figura 3, pistas 3 y 7). Los anticuerpos no afines no precipitan el NCoA-1 en absoluto (pistas 4 y 8).
Los anticuerpos especificos del STAT6 co-inmunoprecipitan casi tanto NCoA-1 como los anticuerpos especificos del
NCoA-1. Esto se observa tnicamente cuando se cotransfecta el STAT6 de longitud completa en las células. Cuando
estd presente en las células una forma truncada del STAT6A792, entonces no co-inmunoprecipita nada del NCoA-1
(comparese la pista 2 con la 6), a pesar de que en ambas reacciones precipitan cantidades iguales del STAT6 de tipo
salvaje y del STAT6 truncado (compdrese la pista 10 con la 12). En resumen, estos ensayos indican claramente que el
NCoA-1 y el STAT6 interaccionan fuertemente “in vivo™ y que esta interaccion tiene lugar presumiblemente a través
de la regién terminal C del STAT6.

El dominio de transactivacion del STAT6 interacciona “in vitro” con el NCoA-1, pero no con NCoA-2 ni con
p/CIP.

Para caracterizar mejor la interaccion del STAT6 con el NCoA-1 y determinar su especificidad se realizan ensayos
de fijacion de GST. Se ensaya la interaccién de los tres miembros mencionados del grupo NCoA/SRC-1 con el STAT6-
TAD. Para ello se fusiona el dominio de transactivacién del STAT6 con GST y se incuban cantidades iguales de GST
y de GST-STAT6-TAD con coactivadores sintetizados “in vitro” y marcados con S*. El NCoA-1 se fija fuertemente
sobre el GST-STAT6-TAD (figura 4, pista 7). En cambio, ni el NCoA-2 ni el p/CIP consiguen interaccionar con
el STAT6-TAD (pistas 8 y 9). No se observa fijacién en el caso del GST solo (pistas 4, 5 y 6). Estos resultados
son consistentes con los ensayos de transfeccion transitoria, mostrados en la figura 1, en los que el NCoA-1, pero
no el NCoA-2 ni el p/CIP, aumenta la transactivacién causada por el STAT6. En resumen, el NCoA-1 interacciona
especificamente con el STAT6 y actda de coactivador del STAT6.

La parte terminal C del dominio de transactivacion del STAT6 interacciona “in vitro” con el NCoA-1.

Hemos seguido caracterizando la region del dominio de transactivaciéon STAT6, que provoca la interaccién. Pa-
ra ello se investiga la interaccién de diversos constructos de fusion GST-STAT6, que representan el TAD comple-
to (aminodcidos 677-847), el extremo N principal del TAD (aminoécidos 677-791) y la region extrema termina C
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(aminodacidos 792-847), que responden intensamente al NCoA-1, con el NCoA-1 (figura 5A). Se aplican cantidades
similares de diferentes proteinas de fusién GST-STAT6, extremo confirmado con la tincién de Coomassie (figura 5C).
Como era de esperar, el NCoA-1 interacciona intensamente con el GST-STAT6 que contiene el TAD completo (fi-
gura 5B, pista 2). Se observa la misma interaccién intensa en la proteina de fusién GST que representa tinicamente
la parte C terminal del STAT6-TAD (pista 4), mientras que la fusién GST representada en el extremo N del STAT6-
TAD no consigue fijarse sobre el NCoA-1 (pista 3). Este resultado confirma nuestra hipétesis de que la interaccién
directa entre el NCoA-1 y la parte C terminal del STAT6-TAD es la causa de la potente funcién de coactivador del
NCoA-1.

El dominio de transactivacion del STATG6 interacciona directamente con los aminodcidos 212-462 del NCoA-1.

El NCoA-1 contiene diversos dominios estructurales y funcionales (figura 6A). Para investigar, qué dominio de
NCoA-1 media en la interaccién con el STAT6, hemos ensayado la interaccidon de varios fragmentos del NCoA-1
con el STAT6 en ensayos de fijacion (figura 6A). Hemos empleados proteinas de fusién GST-STAT6, que contienen
los restos 677-847, para analizar la fijacién de varios fragmentos de NCoA-1 marcado y traducido “in vitro”. Hemos
observado la interaccién especifica del fragmento N-terminal que abarca los aminoécidos 1-781 (figura 6B, pista 11) y
la proteina NCoA-1 de longitud completa (pista 15) con el GST-STAT6-TAD, pero no hay interaccién con la GST sola
(pistas 6-10). Los fragmentos que contienen el dominio de interaccién de receptor nuclear (pista 12), el dominio de
interaccién CBP/p300 (pista 13) y el dominio de transactivacion del extremo C (pista 14) no consiguen interaccionar.
Para seguir delimitando la posicién de fijaciéon con STAT6 en el NCoA-1, hemos diseccionado la region N terminal
del NCoA-1 y hemos ensayado diferentes fragmentos en ensayos de fijacion (figura 6A). Las partes divididas (1-361
y 361-571) del fragmento interaccionante mas corto del extremo N (1-571) no consigue interaccionar con el STAT6-
TAD (figura 6C, pistas 6 y 9), lo cual indica que la posicién de fijacidn se halla intercalada en otro punto. El fragmento
minimo del NCoA-1, que todavia es capaz de interaccionar con el GST-STAT6 posee una region de los aminoacidos
213-462, que abarca el dominio B Per-Arnt-Sim (PAS) y parte del dominio rico en serina/treonina (pista 18). La
ulterior delecion del extremo N (313-462, pista 21) o del extremo C (1-361, pista 6) elimina la fijacion. Se observa
también una interaccién intensa cuando se incuba el GST-STAT6 con NCoA-1 purificado y marcado con histidina
(212-462) (datos no presentados), lo cual confirma que la interaccién entre el NCoA-1 y el STAT6 es directa y no
depende de proteinas adicionales.

La region N-terminal del NCoA-1 actiia como negativo dominante para la activacion de la transcripcion por el
STATG.

Para confirmar la importancia de la interaccién con el NCoA-1 para la transcripcién del STAT6, hemos investigado
si la sobreexpresion del dominio N-terminal de NCoA-1 (figura 7A) puede influir en la capacidad transcripcional del
STAT6. Para ello hemos expresado el fragmento N-terminal o, como control, el dominio de interaccién de receptor
nuclear (NID) del NCoA-1 en células Ba/F3-IL-4R y hemos analizado su efecto en la actividad del gen informante
de luciferasa Ige-TK como respuesta al STAT6. Después de la induccién con IL-4 se observa una fuerte estimulacién
del gen informante de luciferasa (figura 7B, pistas 1 y 2). La coexpresioén del constructo NCoA-1 N-terminal, que
contiene la region de interaccién con el STAT6, elimina esta estimulacién (pistas 3 y 4). En cambio, la coexpresion
de los fragmentos que albergan el NID no despliega ningiin efecto marcado en la estimulacién mediada por el STAT6
(pistas 5y 6).

Descripcion de las figuras de 1 a 7
(La descripcién de las figuras 8-11 se ha facilitado en el ejemplo 1)
Figura 1. El NCoA-1, pero no el NCoA-2 ni el pCIP, mejora la transcripcién inducida por la IL-4 con el STAT6.

Se transfectan células HepG2 con el plasmido informante N4(STAT-RE)3-TK-LUC (2 ug), el vector de expresion
STAT6 (25 ng), NCoA-1, NCoA-2, p/CIP o vectores de expresion vacia (200 ng) junto con el plasmido de expresion
SV40-LacZ (25 ng) como control de transfecciéon, del modo que se indica. Las células transfectadas se tratan con IL-4
(10 ng/ml) durante 16 horas (columnas rayadas) o se dejan sin tratar (columnas negras). Se preparan extractos celulares
y se determinan las actividades de luciferasa. Las actividades relativas de luciferasa se normalizan en actividades de
[-galactosidasa. Se indican los valores promedio de 3 ensayos independientes asi como las desviaciones estandar.

Figura 2. El potencial de transactivacion del dominio de transactivacién del extremo C-terminal del STAT6 se
amplia en gran manera con el NCoA-1.

(A) Se representan la estructura del STAT6 humano y de las proteinas de fusién del dominio de fijacién (DBD) del
GAL4-DNA con el dominio de transactivacion (TAD) del STAT6. E1 GAL4-DBD (aminoacidos 1-147) esta fusionado
con diferentes regiones del STAT6-TAD. Se indica la posicidon de los aminodcidos (aa), el DBD, el dominio SH2,
el TAD y la posicién de fosforilacién dependiente de citocina (Y). Se transfecta el plasmido informante (GAL4-RE)
3TK-LUC (2 ug), los plasmido de expresion que codifican al GAL4-DBD o a las proteinas de fusion GAL4-DBD-
STAT6-TAD (50 ng), el NCoA-1 o el plasmido vacio (400 ng) y el pladsmido de expresion SV40-LacZ (25 ng) en
células HepG2 del modo indicado. (C) Se transfectan células Ba/F3 con el plasmido informante (GAL4-RE)3TK-
LUC (5 ug), los plasmidos que codifican al GAL4-DBD o a las proteinas de fusion GAL4-DBD-STAT6-TAD (50
ng), el NCoA-1 (500 ng) o un pldsmido de expresién vacia y el pldsmido de expresion SV40-LacZ (1 ug), del modo
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indicado. (B y C) Se determinan las actividades relativas de luciferasa y se normalizan frente a las actividades de -
galactosidasa. Se indican el promedio y desviacion estdndar de tres ensayos independientes.

Figura 3. El NCoA-1 coinmunoprecipita con el STAT6.

Se transfectan células 293T con el vector de expresion que codifica al STAT6 de longitud completa o truncado
junto con el vector de expresion de NCoA-1. Se preparan extractos celulares completos y se inmunoprecipitan con el
anticuerpo especifico del STAT6, el anticuerpo especifico del NCoA-1 o un anticuerpo no afin. Se analizan todas las
muestras por SDS-PAGE y Western Blotting con antisuero contra el NCoA-1 (recuadro superior) y contra el STAT6
(recuadro inferior). Se analiza en paralelo una parte alicuota del lisado celular correspondiente al 1% del material
empleado para el ensayo (pistas 1, 5,9y 11).

Figura 4. El dominio de transactivacién del STAT6 interacciona especificamente con el NCoA-1 “in vitro”

Se purifican en E. colila GST o las proteinas de fusién GST-STAT6-TAD, se fijan a glutationa-Sepharose y se incu-
ban con NCoA-1, NCoA-2 y p/CIP, respectivamente, se transcriben y se traducen “in vitro” en presencia de metionina-
S*. Se recupera de la reaccién de fijacion el material fijado sobre la glutationa-Sepharose, se lava abundantemente
y se analiza por SDS-PAGE y fluorografia (pistas 4-9). El control de entrada de las pistas 1-3 refleja un 10% de la
cantidad total de la proteina marcada con metionina-S* que se ha empleado en los ensayos.

Figura 5. El STAT6 contacta con el NCoA-1 mediante la parte terminal extrema C de su dominio de transactivacion.

(A) Estructura del STAT6 humano y las proteinas de fusién GST-STAT6-TAD. (B) Se marca el NCoA-1 con me-
tionina-S* mediante traduccién “in vitro” y se incuba con glutationa-Sepharose fijada sobre GST o sobre proteinas
de fusién GST-STAT®6, tal como se indica. Se eluye especificamente el material fijado de la glutationa-Sepharose y se
resuelve con un SDS-PAGE. Se analiza en paralelo (pista 1) una parte alicuota del lisado de reticulocito correspon-
diente al 10% del material empleado en el ensayo. Se visualiza la proteina marcada radiactivamente por fluorografia.
(C) Para controlar la cantidad de proteinas de fusién de la GST en la reaccién se efectiia una tincién con Coomassie.

Figura 6. La parte N-terminal del NCoA-1 media en la interaccién con el STAT6.

(A) Representacién esquemdtica de constructos del NCoA-1. Se representan el NCoA-1 y una serie de mutantes de
delecion del NCoA-1. Se indican la hélice-bucle-hélice basica (bHLH), el dominio Per-Arnt-Sim (PAS), el dominio
de interaccion de receptor nuclear (NID), el dominio de interaccién CBP (CID)/dominio de activacién 1 (AD1), el
dominio de activacion 2 (AD2). Se representan los nimeros de aminodcidos de cada constructo. Los fragmentos de
NCoA-1 que se fijan sobre el STAT6 se representan con rectingulos rayados, los fragmentos que no se fijan se repre-
sentan con rectangulos blancos. (B) y (C) Se traducen “in vitro” el NCoA-1 y una serie de fragmentos de NCoA-1 en
presencia de metionina-S* y se incuban con la GST sola o con proteinas de fusién GST-STAT6-TAD sobre glutationa-
Sepharose, del modo que se indica. Se lavan las proteinas precipitadas, se eluyen y se resuelven por SDS-PAGE. Se
analizan en paralelo partes alicuotas los mutantes de delecion del NCoA-1 traducidos “in vitro”, correspondientes al
10% del material empleado para el ensayo de interaccion (B, pistas 1-5; C, pistas 1, 4, 7, 10, 16, 19). Se visualiza por
fluorografia la proteina marcada radiactivamente.

Figura 7. La region N-terminal del NCoA-1 tiene un efecto negativo dominante en la activacién de la transcripcién
con el STAT6.

(A) Estructura del NCoA-1. Se representan los dominios funcional y estructural de la hélice-bucle-hélice bésica
(bHLH), el dominio Per-Arnt-Sim (PAS) y el dominio de interaccién del receptor nuclear (NID). (B) Se transfectan
células Ba/F3 con 200 ng de vector de expresion de STAT6, 3 g de vector de expresion que codifica a los fragmentos
indicados del NCoA-1 o un vector vacio, junto con 5 ug de plasmido informante Ige-TK-LUC y 1 ug del vector de
expresion SV40-LacZ. 4 horas después de la transfeccion se tratan las células con IL-4 o se dejan sin tratar. 20 horas
después de la transfeccion se recogen las células y se determinan las actividades de luciferasa y se normalizan frente
a las actividades de 3-galactosidasa. Los valores son promedios de tres ensayos independientes.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para determinar si una sustancia puede modular la interaccién del STAT6 con el NCoA-1, caracte-
rizado porque

a) el STAT6 o fragmentos o derivados del mismo, que tienen la capacidad de fijarse sobre el NCoA-1, se ponen en
contacto con el NCoA-1 o fragmentos o derivados del NCoA-1 que tienen la capacidad de fijarse sobre el STAT6 en
condiciones en las que el STAT6 y el NCoA-1 o dichos fragmentos o derivados son capaces de formar un complejo y
dicho complejo puede utilizarse para inducir una lectura medible;

b) se efectda la lectura en ausencia o en presencia de la sustancia de interés;

¢) se compara la lectura en ausencia de la sustancia de interés con la lectura en presencia de la sustancia de interés.

2. Un método segtn la reivindicacion 1, en el que la sustancia puede activar la interaccion.

3. Un método segun la reivindicacion 1, en el que la sustancia puede inhibir la interaccién.

4. Un método segtn la reivindicacidn 1, en el que el andlisis se realiza empleando un sistema celular.

5. Un método segun la reivindicacion 1, en el que el andlisis se realiza empleando un sistema sin células.

6. Un método segun las reivindicaciones de 1 a 5, en el que se emplea un polipéptido que contiene por lo menos
los aminoécidos de 677 a 847 del STAT6 segtin la SEQ ID NO: 2, opcionalmente fusionados con otra secuencia de
aminodcidos.

7. Un método segtin la reivindicacion 6, en el que se emplea un polipéptido que contiene por lo menos los aminoa-
cidos de 677 a 847 del STAT6 segin la SEQ ID NO: 2, fusionados con otra secuencia de aminodacidos segin la SEQ
ID NO: 1.

8. Un método segtin las reivindicaciones de 1 a 5, en el que se emplea un polipéptido que contiene por lo menos
los aminodacidos de 677 a 847 del STAT6 segin la SEQ ID NO: 2.

9. Un método segun las reivindicaciones de 1 a 5, en el que se emplea un polipéptido que contiene por lo menos
los aminodcidos de 792 a 847 del STAT6 segin la SEQ ID NO: 5.

10. Un método segun una cualquiera de las reivindicaciones de 1 a 9, en el que se emplea un polipéptido que
contiene por lo menos los aminodcidos de 212 a 463 del NCoA-1 segtin la SEQ ID NO: 4, opcionalmente fusionados
con otra secuencia de aminoacidos.

11. Un método segtin la reivindicacién 10, en el que se emplea un polipéptido que contiene por lo menos los
aminodcidos de 212 a 463 del NCoA-1 segtin la SEQ ID NO: 4, fusionados con otra secuencia de aminodcidos segtin
la SEQ ID NO: 3.

12. Un método segin una cualquiera de las reivindicaciones de 1 a 9, en el que se emplea un polipéptido que
contiene por lo menos los aminodcidos de 212 a 463 del NCoA-1 segtin la SEQ ID NO: 4.

13. Un método segtin una cualquiera de las reivindicaciones de 1 a 12, en el que el STAT6 o un fragmento o un
derivado del mismo estd unido a un marcador detectable.

14. Un método segtin una cualquiera de las reivindicaciones de 1 a 12, en el que el NCoA-1 o un fragmento o un
derivado del mismo estd unido a un marcador detectable.

15. Un método segiin una cualquiera de las reivindicaciones 13 6 14, en el que el marcador es un marcador de
histidina, que contiene por lo menos cinco restos histidina consecutivos.

16. Un método segun las reivindicaciones de 1 a 15, que consta de los pasos siguientes:

(a) fijacion de un primer polipéptido, que contiene por lo menos los aminodcidos de 677 a 847 del STAT6 segtin la
SEQ ID NO: 2, con mayor preferencia por lo menos los aminoacidos de 792 a 847 del STAT6 segin la SEQ ID NO:
5, sobre un soporte sélido que estd presente en un recipiente o parte de tal recipiente;

(b) adicién de la sustancia de interés o de un falso control, opcionalmente en un disolvente idéneo;

(c) adicioén de un segundo polipéptido, marcado de modo detectable, que contiene por lo menos los aminodcidos

de 212 a 463 del NCoA-1 segtin la SEQ ID NO: 4, en condiciones que permitan que dichos polipéptidos se fijen uno
sobre otro;
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(d) eliminacién del segundo polipéptido no fijado;

(e) medicion de la cantidad de segundo polipéptido, marcado de modo detectable, fijado sobre el primer polipépti-
do.

17. Un método segitin las reivindicaciones de 1 a 15, que consta de los pasos siguientes:

(a) fijacién de un primer polipéptido, que contiene por lo menos los aminoacidos de 212 a 463 del NCoA-1 segin
la SEQ ID NO: 4, sobre un soporte s6lido que estd presente en un recipiente o parte de tal recipiente;

(b) adicién de la sustancia de interés o de un falso control, opcionalmente en un disolvente idéneo;

(c) adicién de un segundo polipéptido, marcado de modo detectable, que contiene por lo menos los aminoacidos
de 677 a 847 del STATG6 segun la SEQ ID NO: 2, con mayor preferencia por lo menos los aminoacidos de 792 a 847
del STAT6 segtin la SEQ ID NO: 5, en condiciones que permitan que dichos polipéptidos se fijen uno sobre otro;

(d) eliminacién del segundo polipéptido no fijado;

(e) medicion de la cantidad de segundo polipéptido, marcado de modo detectable, fijado sobre el primer polipépti-
do.

18. El método segun la reivindicacion 16 6 17, en el que el marcador se detecta por fijacién de un anticuerpo
especifico de tal marcador.

19. El método segun la reivindicacién 16 6 17, en el que el marcador es un marcador de histidina que contiene por
lo menos 5 restos histidina consecutivos y el anticuerpo es especifico del marcador de histidina.

20. El método de la reivindicacién 18 6 19, en el que se detecta el anticuerpo por fijacién de un segundo anticuerpo
sobre el primer anticuerpo, dicho segundo anticuerpo estd unido a una enzima capaz de catalizar una reaccién medible.

21. El método segtin las reivindicaciones de 1 a 20, empleando en una exploracion de alta productividad.

22. Un sistema de ensayo para determinar si una sustancia es un activador o un inhibidor de la interaccién del
STAT6 con el NCoA-1, que consta de:

(a) el STAT6 o fragmentos o derivados del mismo que tienen la capacidad de fijarse sobre el NCoA-1;
(b) el NCoA-1 o fragmentos o derivados del mismo que tienen la capacidad de fijarse sobre el STAT6;

(c) un recipiente, en el que dicho STAT6 o fragmentos o derivados del mismo pueden formar un complejo con
dicho NCoA-1 o fragmentos o derivados del mismo;

(d) un dispositivo para medir dicho complejo.
23. Un sistema de ensayo segun la reivindicacion 22, en el que se incluye un primer polipéptido que contiene por
lo menos los aminoacidos de 677 a 847 del STAT6 segtin la SEQ ID NO: 2, con mayor preferencia por lo menos los

aminodcidos de 792 a 847 del STAT6 segtin la SEQ ID NO: 5, y se incluye un segundo polipéptido que contiene por
lo menos los aminodcidos de 212 a 463 del NCoA-1 segtin la SEQ ID NO: 4.
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<213> Mus musculus
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<220>

ES 2275927 T3

<223> Parte de SEQ ID NO 5

<400> 6

Leu Leu Pro Pro Thr Glu Gln Asp Leu Thr Lys Leu Leu Leu Glu

1 5

Gly Gln Gly Glu Ser Gly
20

10

15
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