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DESCRIPCION

Composiciones de proteinas de fusién de quinasa WEEI, secuencias de nucledtidos, sistemas de expresion y
procedimientos de uso.

Campo técnico

La invencion se refiere a procedimientos y composiciones para seleccionar compuestos que inhiben o modulan la
fosforilacion de proteinas de fusién de Weel mediante quinasa Cdsl.

Antecedentes

Los puntos de control del ciclo celular garantizan que el ADN cromosémico se replica y repara antes de la divisién
nuclear (Hartwell er al, Science, 246:629, 1989; L. Hartwell, Cell, 71:543, 1992; y S.J. Elledge, Science, 274:1664,
1996). En células de mamifero, la pérdida de control en los puntos de control da como resultado reorganizaciones,
amplificacion y pérdida de cromosomas, acontecimientos que se asocian de manera causal con el cancer. En levaduras,
son vitales los controles en los puntos de control para la supervivencia cuando el ADN estd dafiado o se inhibe la
replicacion.

Cdc2, la quinasa dependiente de ciclina que inicia la mitosis, es la diana final de los puntos de control de la
reparacion y la replicacion del ADN y estd regulada por quinasas de los puntos de control que se acoplan a la mitosis
a la finalizacién de la replicacién y reparacion de ADN. La quinasa Chkl del punto de control de la reparacién
regula Cdc25, una fosfatasa que activa Cdc2. En la levadura de fisidn Schizosaccharomyces pombe, Cdc2 esta inhibida
por fosforilacién en la tirosina-15. Esta fosforilacién estd catalizada por las quinasas Weel y Mikl1 y revertida por
la fosfatasa Cdc25. La fosforilacién inhibidora de Cdc2 es crucial para los puntos de control de la replicacién y la
reparacion en células de levadura de fision y humanas (Enoch et al, Cell, 60:665, 1990; Lundgren et al, Cell, 64:1111,
1991; Jin et al, J. Cell Biol., 134:963 (1996); Blasina et al, Mol. Biol. Cell, 8:1013, 1997; y Rhind et al, Genes
Dev., 11:504, 1997). Chk1 aparentemente hace cumplir el punto de control de la reparaciéon de ADN fosforilando
e inhibiendo Cdc25 (Rhind et al, Genes Dev., 11:504, 1997; Furnari et al, Science, 277:1495, 1997; Sanchez et al,
Science, 277:1497 (1997); y Peng et al, Science, 277:1501, 1997). Sélo se requiere Chk1 para el punto de control de
la reparacidn, no para el punto de control de la replicacién activado por hidroxiurea (HU) (Walworth et al, Nature,
363:368, 1993; y al-Khodairy et al, Mol. Biol, Cell, 5:147, 1994).

Por tanto, la quinasa Weel participa en la regulacion de puntos de control del ciclo celular durante la mitosis
catalizando la fosforilacién de la quinasa dependiente de ciclina que inicia la mitosis, Cdc2. No se ha caracterizado
bien el papel de Weel en estos procesos reguladores para controlar el ciclo celular.

La quinasa Cds1 también se ha implicado en el proceso de los puntos de control, aunque no se comprende su papel
(Marukami et al, Nature, 374: 817, 1995).

Wu y Russell (Nature, 1993, 363: 738-741) describen un vector de expresion que comprende una secuencia de
nucleédtidos aislada, que codifica una proteina Weel recombinante que carece de los primeros 10 aminoécidos N-
terminales.

Coleman et al. (Cell, 1993, 72:919-929) describen fragmentos de Weel truncada, que carecen del extremo amino
o del carboxilo de la proteina.

Existe una necesidad de sistemas para caracterizar el papel de Weel y Cdsl en la regulacién o ciclo celular, y
para seleccionar compuestos que inhiben o modulan los efectores de estos procesos, particularmente inhibidores de la
funcién de Weel o Cdsl.

Breve sumario de la invencion

Se ha descubierto ahora que Weel esté fosforilado por Cdsl1, y que Cdsl tiene un importante papel en la regulacién
del punto de control de la replicacién para la mitosis. También se ha descubierto que puede usarse Weel en diversas
formas, incluyendo proteinas truncadas basadas en Weel, en composiciones y procedimientos para evaluar los compo-
nentes de los procesos dependientes de Weel relacionados con el punto de control de la replicacion, particularmente
Cdsl.

Por tanto, la invencién se refiere, en un aspecto, a dcidos nucleicos que codifican una proteina Weel truncada,
incluyendo vectores de expresion que contienen los dcidos nucleicos para la expresion de la proteina Weel, segtin se
define en las reivindicaciones 9-13.

La invencién también se refiere a procedimientos, definidos en las reivindicaciones 1 y 14, para identificar com-
puestos que modulan la funcién de Weel, o que modulan la capacidad de Cds1 para fosforilar Weel.

Resultardn evidentes otros usos para el experto en la técnica a la luz de las presentes descripciones.
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Descripcion de los dibujos

Las figuras 1A-1D ilustran la asociacién de una quinasa regulada por HU con el extremo NH,-terminal de Weel
tal como se describe en el ejemplo 2.

La figura 1A es una fotograffa de un analisis en gel de SDS-poliacrilamida de GST:Weel'3 y los productos de
degradacion producidos en bacterias y purificados con GSH-Sepharose. Los productos de degradacién principales son
GST fusionada a -70 aminodcidos de Weel (GST:Weel™) y GST no fusionada. Se tifieron las proteinas con azul de
Coomassie.

La figura 1B es una fotografia de un andlisis de proteinas de células que se trataron con HU 12 mM durante un
transcurso de tiempo de 1 hora a 30°C. Se incubaron los lisados celulares con proteinas GST:Wee unidas a GSH-Sep-
harose. Se lavé la GSH-Sepharose y se sometié a ensayo para determinar la actividad quinasa asociada. Se muestran
las posiciones de GST:Weel'? y GST:Weel™ tras electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida al 12%.

La figura 1C es una fotografia de un andlisis de proteinas que ilustra que la inactivacién mutacional de cdc22,
que codifica la subunidad grande de la ribonucleétido reductasa, potencia la fosforilacién de GST:Weel. Se hicieron
crecer células que portaban el alelo cdc22-M4S sensible a la temperatura o células de tipo natural a 25°C. Se dividieron
los cultivos y se mantuvieron a 25°C o se incubaron a 35,5°C durante 90 min. Se realizaron ensayos de fosforilacién
de GST:Weel tal como se describi6 anteriormente.

La figura 1D es un fotomontaje de grafica y fotografia que ilustra la activacion de la quinasa que fosforila
GST:Weel™ en extractos de células cdc25-22 liberadas en HU a partir de una detencién en G2. Se cambi6 un cultivo
de células cdc25-22 que se hizo crecer a 25°C, a 35,5°C durante 4 h. se dividié el cultivo y se traté con HU 12 mM o
se traté de manera simulada durante 45 min. a 35,5°C. Se devolvieron ambos cultivos a 25°C y se tomaron muestras
cada 10 min. El indice de tabicacion marca la finalizacién de la mitosis. Se sometieron a ensayo los lisados de cada
punto de tiempo para determinar la GST:quinasa Weel™. La fosforilacion de GST:Weel” se produjo en las muestras
tratadas con HU tras la salida de M, mientras que la fosforilacién de GST:Weel”° sigui6 siendo baja en las muestras
del cultivo tratado de manera simulada. En el cultivo tratado de manera simulada, aumenté la actividad de la quinasa
que fosforila GST:Weel'? a medida que las células experimentaron la mitosis.

Las figuras 2A-2D ilustran que Cds1 es la quinasa que fosforila GST:Wee1™ tal como se describe en el ejemplo 2.
La figura 2A es una fotograffa de un andlisis de proteinas que ilustra que la fosforilacién de GST:Wee1” depende
de Radl y Rad3. Se dividieron cultivos de cepas de tipo natural, radl y rad3 y se trataron durante 1 h con HU, o se
trataron de manera simulada, y luego se sometieron a ensayo para determinar la fosforilacién de GST:Wee1”° tal como
se describe en la figura 1.

La figura 2B es una fotografia de un analisis de proteinas que ilustra que la fosforilacién de GST:Weel” depende
de Cds1 pero no de Chkl. Se dividieron cultivos de tipo natural, chkl y cdsl y se trataron durante 1 h con HU, o se
trataron de manera simulada. Se someti6 a ensayo la fosforilacién de GST:Weel.

La figura 2C es una fotografia de un andlisis de proteinas que ilustra que Cds1 interacciona con GST:Weel pero
no con GST. Se incubaron lisados de las células tratadas con HU que expresan Cds1 marcado con epitopo (Cds1HAHIS),
expresado desde el locus gendémico cds!, con GST o proteinas GST:Weel unidas a GSH-Sepharose. Tras lavado
extenso, se resolvieron las muestras mediante electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida al 10% y se sometieron a
inmunotransferencia con anticuerpos contra HA y GST.

La figura 2D es una fotografia de un andlisis de proteinas que ilustra que Weel interacciona con GST:Cds1 pero
no con GST:Chkl in vivo. Se hicieron crecer cepas que portan constructos de nmtl:GST:chkl* o nmtl:GST:cdsl*
integrados en medio minimo (EMM2) sin tiamina a 30°C durante 16 h para inducir la expresion de proteinas de fusién
con GST. Se lisaron las células y se purificaron las proteinas de fusién con GST con GSH-Sepharose. Tras lavado
extenso, se resolvieron las muestras mediante electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida al 10% y se sometieron a
inmunotransferencia con anticuerpos contra Weel, Cdc25 y GST. Se detectd una proteina de ~110 kDa correspon-
diente a Weel en la muestra de GST:Cds1, mientras que se detect6 una proteina de ~80 kDa correspondiente a Cdc25
en la muestra de GST:Chkl. No se detect6 la proteina de ~110 kDa en las muestras preparadas a partir de células
Aweel. GST:Cds1 y GST:Chk1 migran a posiciones correspondientes a ~82 y ~80 kDa, respectivamente.

Las figuras 3A-3D ilustran que HU estimula la actividad de la quinasa Cds1, la unién de Cds1 a GST:Weel”° en los
lisados y la acumulacién de Mik1 tal como se describe en el ejemplo 2. La figura 3A es una fotografia de un andlisis de
proteinas que ilustra que HU estimula la unién de Cds1 a GST:Weel™. Se dividi6 un cultivo de células que expresan
Cds1MH1S desde el locus genémico cds! y se traté durante 3,5 h con HU o se traté de manera simulada. Se dividieron
los cultivos de nuevo y se procesaron las muestras para la purificaciéon con Ni**-NTA de Cds1"4HS en condiciones
desnaturalizantes o la purificacion de las proteinas que se unen a proteinas GST:Weel en condiciones no desnaturali-
zantes. Tras lavado extenso, se resolvieron las muestras mediante electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida al 10%
y se sometieron a andlisis de inmunotransferencia.

La figura 3B es una fotografia de un anélisis de proteinas que ilustra que HU activa la actividad de la quinasa Cdsl1.
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En un experimento separado, se purificé Cds1"4HS en condiciones nativas y se sometié a ensayo para determinar
la actividad de autofosforilacion (panel superior). El andlisis de inmunotransferencia confirmé que se recuperaban
cantidades similares de Cds1"A™S en las muestras tratadas con HU y de manera simulada (panel inferior).

La figura 3C es una fotografia de un andlisis de proteinas que ilustra un aumento dependiente de Cds1 y Rad3 -en
la abundancia de Mik1 en las células tratadas con HU. Se incubaron células de tipo natural, cds! y rad3 en las que
mik1 genémico codificaba la proteina Mik1"4HS durante 4 h en YES a 25°C con HU 12 mM o se trataron de manera
simulada. Se purificé la proteina Mik 1"AHS mediante purificacion con Ni**-NTA en condiciones desnaturalizantes y
se detecté mediante inmunotransferencia con anticuerpos contra HA.

La figura 3D es una fotografia de cultivos celulares que ilustra que Mikl es importante para la supervivencia
al tratamiento con HU. Se cultivaron en placa diluciones en serie de células de tipo natural y mik/ en medio YES
complementado con HU 0 6 6 mM y se incubaron durante 2 dias a 30°C.

La figura 4 ilustra la detencidn del ciclo celular producida por la expresion de grandes cantidades de GST:Cdsl
tal como se describe en el ejemplo 2. Se incubaron las células que tenian un constructo nmtl:GST:cdsI* integrado en
medio de represion de nmtl (promotor “off” (“de inactivacién”)) o medio de induccién (promotor “on” (“‘de activa-
cién”)) durante 19 h a 30°C. La expresién de GST:Cds! indujo la detencién del ciclo celular en cepas de tipo natural,
rad3 y chkl. El andlisis de citometria de flujo confirmé que estas células se detuvieron con un contenido de ADN
2C. Las células que expresan Cdc2Y 15F, una forma de Cdc2 en la que se sustituye la tirosina en la posicién 15 por
fenilalanina, no fueron sensibles a GST:Cdsl1.

Las figuras 5A-5B son grificas que ilustran que se suprime el punto de control de la replicacion en células cds! chkl
tal como se describe en el ejemplo 2. La figura SA muestra que se obtuvieron cultivos sincrénicos mediante elutriacién
centrifuga. Se controlé la progresién a través de la mitosis en presencia de HU 12 mM mediante la puntuacién de
células septadas o binucleadas. Las células de doble mutante cdsI chkl y rad3 experimentaron mitosis en presencia de
HU, mientras que se detuvo la divisién en cepas de control (de tipo natural, mutantes individuales cds! y chkl).

La figura 5B muestra que las células de doble mutante cds! chkl yrad3 son igualmente hipersensibles a la inacti-
vacion mediante HU 12 mM. Las célula de tipo natural y chk! no fueron sensibles a HU, mientras que las células cds?
eran moderadamente sensibles.

Descripcion detallada de la invencion

La invencion describe composiciones y sistemas para seleccionar compuestos que afectan al papel de Weel en pun-
tos de control del ciclo celular. En particular, la invencién describe una proteina truncada recombinante que contiene
Weel que puede usarse en combinacién con otros componentes del ciclo celular, particularmente Cds1, Chk1, Cdc2,
Cdc25 y proteinas de puntos de control similares, en procedimientos para identificar y caracterizar rutas reguladoras y
para identificar compuestos que modulan y/o inhiben componentes en las rutas, particularmente Cds1.

La invencidn describe proteinas de fusiéon GST:Weel, que son titiles en los ensayos. La invencién también describe
una secuencia de nucleétidos aislada que codifica una proteina de fusién que contiene quinasa Weel truncada. También
se describen vectores de expresion para la expresion de una proteina de fusion de esta invencion.

Ademéds, la invencién describe un ensayo para seleccionar moduladores de la regulacién de puntos de control
usando proteinas de fusiéon de Weel. Un ensayo particular selecciona compuestos que modulan la actividad de la
quinasa Weel o la quinasa Cdsl.

A. Composiciones

En el presente documento, se describen proteinas Weel truncadas, dcidos nucleicos aislados que codifican proteinas
Weel, y vectores de expresiéon que contienen los dcidos nucleicos utiles para expresar una proteina Weel de esta
invencién. Las proteinas Weel son ttiles para la evaluacién de la funcién de la proteina Weel, particularmente para
identificar moduladores de la actividad de Weel o Cdsl.

1. Proteina Weel truncada

En una realizacidn, la invencion se refiere al uso de una proteina Weel truncada para evaluar la funcién de Weel y
para seleccionar moduladores de Weel o su molécula efectora, Cds1. Una proteina Weel truncada es un polipéptido
que tiene una secuencia de residuos de aminodcidos derivada de una proteina Weel nativa, y que comprende la regién
de Weel que es un sustrato funcional de Cdsl. Preferiblemente, la proteina Weel truncada tiene una secuencia que
corresponde sustancialmente a la secuencia de residuos de aminodcidos de Weel nativa, y mds preferiblemente tiene
la misma secuencia de residuos de aminodcidos que se encuentra en la proteina Weel nativa.

Por “corresponde sustancialmente a” significa que puede haber sustituciones y/o deleciones en la secuencia de
residuos de aminodcidos de Weel nativa siempre que se no se vea afectada sustancialmente la actividad biolégica de
la proteina Weel como sustrato funcional de Cdsl1. Es decir, la proteina Weel truncada con una secuencia modificada
actda en los ensayos tal como se describe en los ejemplos para los fines de medir la actividad de Weel.
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Se entiende que la longitud de una proteina Weel puede variar siempre que esté presente la regién para actuar
como un sustrato funcional de la fosforilacién de Cdsl, tal como se describe en el presente documento. Una proteina
Weel truncada preferida comprende una secuencia de residuos de aminodcidos que corresponde a los residuos de ami-
nodcidos 11-70 de Weel nativa, preferiblemente los residuos 11-72 6 10-70 6 10-72. Se prefiere particularmente una
proteina que comprende los residuos 11-72. En una realizacién relacionada, una proteina Weel truncada comprende
los residuos 11-152 o los residuos 10-152. También pueden describirse y construirse facilmente otras combinaciones
mediante los procedimientos descritos en el presente documento, y por tanto, no debe considerarse que la invencién
esté limitada de este modo.

Weel es una proteina grande y la secuencia completa de residuos de aminodcidos y la correspondiente secuencia
de nucleétidos de ADNc se conocen bien y estdn disponibles en la base de datos Genbank con el nimero de acceso
M16508.

Mediante el término “truncada” se quiere decir que la proteina Weel no es la proteina Weel de tipo natural, de
longitud completa; en su lugar una proteina truncada contiene deleciones de residuos de aminodcidos en el extremo
amino-terminal, y opcionalmente también en el extremo carboxi-terminal de la secuencia de tipo natural tal como se
describe en el presente documento. Las deleciones particularmente preferidas incluyen proteinas en las que se han
delecionado los residuos 1-9, los residuos 1-10, los residuos 73-152 o los residuos 71-152.

Se describen proteinas Weel truncadas particularmente preferidas en los ejemplos, y tienen una secuencia de
residuos de aminodcidos mostrada en SEC ID NO 1 para el constructo proteico GST:Weel(11-72) y la mostrada en
SEC ID NO 3 para el constructo proteico GST:Weel(11-152).

Se proporciona una proteina Weel truncada objeto en la forma de una proteina de fusién. Es decir, una proteina que
comprende una proteina Weel truncada de la presente invencién operativamente unida a glutatién-S-transferasa (GST)
en la que la unién operativa estd en forma de un enlace peptidico que se encuentra normalmente entre los aminoacidos
de un polipéptido. Las proteinas de fusidn se conocen bien en la técnica y se usan por las ventajas proporcionadas
por la presencia de una segunda funcién proteica proporcionada por esa segunda proteina. Estas funciones pueden
incluir etiquetas para facilitar el aislamiento o la identificacién de la proteina de fusién, para producir una proteina
bifuncional, y funciones similares.

Se describen a modo de ejemplo proteinas de fusién, nucleétidos, vectores de expresién y procedimientos para
preparar las proteinas de fusidn, nucleétidos y vectores en los ejemplos.

2. Acidos nucleicos y Vectores de expresion

En otra realizacién, la invencién contempla una molécula de dcido nucleico aislada que codifica una protei-
na Weel truncada de esta invencidn, y vectores de expresion que pueden expresar la proteina desde el dcido nu-
cleico.

El 4cido nucleico tiene una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina de fusién GST:Weel tal como se
muestra en SEC ID NO 1 6 3.

También se contemplan vectores de expresion para la expresion de una proteina Weel truncada de la presente
invencién. Un vector de expresién comprende un 4cido nucleico de la presente invencion operativamente unido a
los elementos de 4cido nucleico recombinantes necesarios para la transcripcion y la traduccion del dcido nucleico
para expresar la Weel codificada. Tales elementos de control de la expresion, de la transcripcion y de la traduccion se
conocen bien en la técnica y la técnica no debe considerarse como limitante. Estos elementos de control de la expresién
pueden incluir ademds potenciadores de la transcripcion, promotores de la transcripcion, iniciadores y terminadores
de la traduccidn, y elementos similares.

Se describen vectores de expresion preferidos en los ejemplos, o estin disponibles comercialmente a partir de
una variedad de fuentes. Se prefieren particularmente los vectores de expresion pGEX disponibles comercialmente.
Se muestra la secuencia de nucleétidos completa de dos vectores preferidos en SEC ID NO 2 y 4, y corresponden a
pGEX-GST:Weel(11-72) y pGEX-GST:Weel(11-152), respectivamente.

B. Procedimientos para identificar moduladores de Weel

La invencién también contempla una variedad de procedimientos para evaluar la funciéon de Weel, y particu-
larmente para identificar moduladores de Weel o moduladores de Cdsl, que fosforila Weel. Tal como se muestra
mediante los ejemplos, el andlisis de los diversos componentes de la regulacion del ciclo celular, particularmente el
punto de control de la replicacién, puede llevarse a cabo en una variedad de formatos, incluyendo mediante el uso de
proteinas aisladas, lisado celular que contiene uno o més de los componentes, cepas genéticas de las células para pro-
porcionar diferentes componentes del punto de control, todos en combinaciones con la proteina Weel truncada de esta
invencion.
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Un procedimiento preferido implica la evaluacién de la interaccién entre Cdsl y Weel, en el que se observa que
Weel es un sustrato de fosforilacién para Cdsl. El sitio en Weel para la fosforilacion estd en la parte amino-terminal
de la proteina Weel designada como el sustrato funcional para la fosforilacién de Cds1 tal como se describe en el
presente documento.

Por tanto, en una realizacion, la invencion describe un procedimiento para identificar un compuesto que modula la
actividad de la quinasa Cds1 que comprende las etapas de:

a) combinar:
i) un compuesto de prueba;
ii) una proteina Weel truncada tal como se describi6 anteriormente; y
iii) una composicién que comprende una proteina Cdsl;

b) mantener la combinacién de la etapa (a) en condiciones suficientes para que Cds1 fosforile dicha proteina Weel
truncada; y

¢) determinar la cantidad de proteina Weel fosforilada, mediante lo cual la cantidad de Weel fosforilada indica si
dicho compuesto de prueba modula la actividad de Cdsl1.

En este procedimiento, el compuesto de prueba puede ser cualquier sustancia que se cree que tiene un efecto
sobre la capacidad de Cdsl1 para fosforilar Weel, tal como una molécula o sustancia de prueba que se cree que es un
candidato a farmaco para modular los puntos de control del ciclo celular inhibiendo la interaccién de fosforilacién
entre Cds1 y Weel.

La mezcla de reacciéon de prueba contiene ademds una proteina Weel truncada segtin la presente invencion, y
puede proporcionarse en una variedad de formas, tal como se describe en el presente documento. La mezcla contiene
ademds una composicién que comprende una proteina Cds1 que puede fosforilar una proteina Weel truncada de esta
invencién en una cantidad suficiente para producir fosforilacion detectable en las condiciones de reaccion.

La fuente de la proteina Cds1 en una composicién que contiene una proteina Cds1 puede variar ampliamente, y por
tanto, no debe considerarse que la invencién estd limitada de este modo. Por ejemplo, la proteina puede estar en forma
de una proteina aislada proporcionada in vitro a una mezcla de reaccion. La proteina Cdsl puede aislarse mediante
una variedad de procedimientos conocidos que incluyen la extracciéon bioquimica o la inmunoadsorcién a partir de
lisados celulares, la expresion de proteinas recombinantes usando ADNc de Cds1 clonado, y procedimientos similares
conocidos en las técnicas de quinasas de puntos de control.

También puede proporcionarse una proteina Cdsl preparando un lisado de una célula que contiene una proteina
Cdsl1, tal como se describe en el presente documento. Se dispone de muchas cepas genéticas diferentes de células,
tales como cepas de levaduras (por ejemplo, S. pombe), que expresan proteinas Cds1 de tipo natural (wt, “wild type”)
o genéticamente variantes adecuadas para su uso en los procedimientos de la presente invencion, cepas y preparacion
y manejo de lisados celulares que se describen con mds detalle en los ejemplos. Ademads, tal como se muestra en el
presente documento, Cds1 se une a Weel, y por tanto, puede aislarse mediante el uso del aislamiento con perlas de
Sepharose de la proteina GST:Weel tras su mezcla con lisados celulares que contienen Cdsl, tal como se describe en
los ejemplos.

Se conocen generalmente bien en la técnica las condiciones para mantener la mezcla combinada, para permitir la
fosforilacion catalizada por Cds1 de Weel, pueden variar ampliamente dependiendo del formato de reaccién y, por
tanto, no han de considerarse limitantes. Se describen ejemplos de las condiciones de reaccién en los ejemplos y en la
técnica, e incluyen una variedad de componentes de reaccidon para mantener la bioquimica de la fosforilacion de Weel
por Cdsl, incluyendo tampones, donadores de fosfato y similares.

También pueden variar ampliamente los procedimientos para determinar las cantidades de la reaccién de fosforila-
cién, y dependen en parte de la naturaleza de la quimica de la reaccién. Normalmente, el donador de fosfato tiene un
grupo saliente de fosfato marcado, tal como gamma-*’P, y un sustrato marcado similar. La deteccién también puede
implicar aislar la proteina Weel y medir la cantidad de marcador presente en la proteina Weel, tal como se describe
en los ejemplos usando electroforesis en gel de SDS y autografia para medir la cantidad de radiactividad asociada con
la proteina Weel.

Pueden determinarse las cantidades relativas de fosforilacién usando comparaciones con reacciones control con
cantidades de la proteina Cdsl, la proteina Weel y condiciones de la reaccion control conocidas, tal como se conoce
bien.

En una realizacién relacionada, la invencién contempla un procedimiento para identificar un compuesto que mo-
dula la actividad de la quinasa Weel que comprende las etapas de:
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a) combinar:
i) un compuesto de prueba;
ii) una proteina Weel truncada de SEC ID NO:1 6 3;y
iii) un reactivo para Weel;

b) mantener la combinacién de la etapa (a) en condiciones adecuadas para que Weel reaccione con dicho reactivo;

c¢) determinar la cantidad en que reacciona Weel con dicho reactivo, mediante lo cual la cantidad de reaccién indica
si dicho compuesto de prueba modula la actividad de Weel.

Muchos aspectos del procedimiento anterior son similares a los del procedimiento descrito anteriormente en el
presente documento para identificar moduladores de la fosforilacién por Cdsl de Weel, y por tanto, no se tratardn de
nuevo.

En el procedimiento, un reactivo para Weel se refiere a cualquier compuesto o proteina que interacciona con Weel
en una reaccién detectable, y puede incluir un cofactor para la reaccion, un sustrato para la quinasa Weel, o una enzima
que utiliza por si misma Weel como sustrato, cualquiera de los cuales se modifica en la reaccién de tal manera que
puede medirse la cantidad de reaccion.

Por tanto y por ejemplo, el reactivo puede ser un sustrato donador de fosfato que reacciona en la mezcla de
reaccion, tal como un sustrato de quinasa Cdsl que dona un fosfato marcado a Weel en presencia de Cdsl (por
ejemplo, [gamma-*P]ATP). En este caso, la determinacién comprende medir la fosforilacion de la proteina Weel.
Como alternativa, el reactivo puede ser un sustrato de Weel tal como Cdc22 que se fosforila por Weel tal como se
describe en el presente documento, y la determinacién comprende medir la fosforilacion de Cdc22 de manera similar
a los procedimientos descritos en el presente documento.

En los ejemplos, se describen otros formatos de procedimiento a modo de ejemplo.
Ejemplos

Los siguientes ejemplos ilustran, pero no limitan, la presente invencién.
1. Preparacion de proteinas de fusion GST:Weel

Para estudiar el papel de Weel sobre Chkl, se disefié un sistema modelo usando proteinas de fusién basadas en
Weel. Se desarroll6 la justificacién porque se sabia que sélo se requiere Chk1 para el punto de control de la reparacion,
no para el punto de control de la replicacién activado por hidroxiurea (HU) (Walworth et al, Nature, 363:368, 1993;
y al-Khodairy et al, Mol. Biol. Cell, 5:147, 1994). Sin embargo, se suprime rdpidamente una detencién del ciclo
celular inducida por Hu tras la inactivacién de la proteina Weel sensible a la temperatura en un fondo de mikl,
mostrando que el punto de control de la replicacién requiere la fosforilacién inhibidora de Cdc2. Weel y Mikl no
se requieren individualmente para una detencién por HU, lo que indica que Weel y Mikl pueden estar reguladas de
manera coordinada por el punto de control de la replicacién. Para probar esta hipétesis, se prepard un constructo para
evaluar si Weel se fosforilaba por una quinasa activada por HU, centrdndose la atencién en el dominio regulador NH,-
terminal (Aligue et al, J. Biol. Chem., 272:13320, 1997).

Para este fin, se diseid y construyé una fusién de proteina glutation-S-transferasa (GST) con los aminoécidos 10-
152 de Weel, y se designa como GST:Weel'>? (también denominada en el presente documento como GST:Weel(11-
152).

En primer lugar, se preparé un fragmento de PCR que codifica los aminodcidos 10 a 152 de Weel usando la se-
cuencia de nucleétidos y la secuencia de residuos de aminoécidos conocidas de la proteina Weel nativa, incorporando
un sitio Ndel en 5’ y un sitio Notl/codén de terminacién en 3’ en el fragmento. Se clond entonces este fragmento en un
vector pGEX modificado y se transformé en el huésped de expresion E. coli BL21 (DE3) [Shiozaki et al, Meth. Enz.,
283:506 (1997)]. El constructo de vector de expresion se denomina en el presente documento como pGEX-GST:Weel
(11-152), y tiene una secuencia de nucleétidos completa mostrada en SEC ID NO 4.

De manera similar, se disefi¢ y construy6 una fusién de proteina de GST con los aminodcidos 11-72 de Weel, y
se designa como GST:Wee1” (también denominada en el presente documento como GST:Wee1(11-72). El constructo
de vector de expresion se denomina en el presente documento como pGEX-GST:Weel(11-72), y tiene una secuencia
de nucledtidos completa mostrada en SEC ID NO 2.

Se indujo la expresion de una proteina de fusiéon GST:Weel por el vector de expresion pGEX en el huésped
BL21 mediante la adicién de IPTG (1 mM) a células con crecimiento exponencial a DO600 = 0,6 en medio LB mas
ampicilina 50 ug/ml a 37°C. Tras 2 horas a 37°C, se recogieron las células por centrifugacién y se almacenaron a -70°C
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en alicuotas (volumen de sedimento de 200 ul). Se lisaron las células en 600 ul de tampén de lisis [Tris 50 mM (pH
8), NaCl 150 mM, EDTA 5 mM, glicerol al 10%, NP-40 al 0,1%, leupeptina/aprotinina/pepstatina 5 ug/ml, PMSF 1
mM] mediante sonicacién, se centrifugaron a 13.000 x g durante 10 min. a 4°C. Se afiadié GSH-Sepharose (volumen
de perla de 50 ul) al sobrenadante y se incubé a 4°C durante 30 min. Entonces se lavaron las perlas 3 veces con 1 ml
de tampodn de lisis para producir proteina de fusion GST:Weel recombinante aislada, expresada.

Las preparaciones de proteina produjeron GST:Weel™ y GST:Weel'3? de longitud completa (figura 1A), siendo
éste ultimo un producto de truncamiento que contiene -70 aminodcidos de la parte amino-terminal de la proteina Weel.

2. Evaluacion de la funcion de Weel en el ciclo celular

Se usaron las proteinas GST:Weel'>? y GST:Weel”° preparadas en el ejemplo 1 para estudiar funciones celulares
de levaduras. Para este fin, se unieron las proteinas aisladas a glutation (GSH)-Sepharose y se mezclaron con lisados
celulares de la levadura de fisién Schizosaccharomyces pombe (S. pombe) recogidos a intervalos durante la incubacién
con hidroxiurea (HU).

Se obtuvieron los lisados celulares a partir de una variedad de cepas de células de S. pombe que tienen los siguien-
tes genotipos: PR109, de tipo natural; NB2117, cdsl::ura4+; NB2118, cds1:2HAG6His:ura4+; NR1826, rad3::urad+;
OMS591, cdc22-M45; NR1593, radl::urad+; NR1592, chkl::urad+; BF1758, nmt1:GST:chkl1:leul+; BF1916, nmt1:
GST:cdsl:leul+; OM2173, mik1:2HAG6His:urad+; OM2183, mik1:2HAG6His:ura4+ cds1::ura4+; PR712, mik1::urad+;
y BF2115, cdsl::ura4+ chkl::ura4+. Todas las cepas fueron leul-32 ura4-D18. Se integraron todos los constructos de
promotor nmt1 en el locus leul-32. Se han descrito medios de crecimiento y procedimientos generales para S. pombe
[Moreno et al, Meth. Enzymol., 194:795 (1991)]. A menos que se indique lo contrario, se hicieron crecer cultivos de
levaduras en medio YES a 30°C. YES esta constituido por glucosa, extracto de levaduras y complementos de aminod-
cidos. Se us6 hidroxiurea a una concentraciéon de 12 mM. Se realizé la purificacién de proteinas de fusién con GST
y proteinas marcadas con etiqueta de hexahis expresadas en S. pombe, inmunotransferencia y ensayos de quinasa tal
como se describe [Shiozaki et al, Nature, 378:739 (1995)].

Se lavaron las proteinas unidas a GSH-Sepharose, se incubaron con [gamma-**P]ATP y se analizaron mediante
electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida (figura 1B). Se fosforil6 GST:Wee1'* en la muestra de 0 min., mientras
que la fosforilacion de GST:Weel™ era insignificante. La fosforilacién de ambas proteinas aument6 durante la incuba-
ci6n en HU. No se fosforil6 la GST no fusionada. Por tanto, GST:Weel se asocia con y se fosforila por una quinasa
regulada por HU, mientras que GST:Weel'>? se fosforila por esta quinasa y otra que es activa antes del tratamiento
con HU.

La hidroxiurea evita la de replicaciéon de ADN inhibiendo la ribonucleétido reductasa y reduciendo asi las reservas

de desoxirribonucleétido, pero HU puede tener también otros efectos. Sin embargo, la inactivacion mutacional de
cdc22, que codifica la subunidad grande de la ribonucleétido reductasa (Fernandez-Sarabia et al, Mol. Gen. Genet.,
238:241, 1993), provocé la fosforilacion de GST:Weel™ en lisados celulares (figura 1C), indicando que el efecto de
HU se debe a la inhibicién de la replicacién de ADN.
Se sometié a ensayo la fosforilacion de GST:Weel™ en lisados de células cdc25-22 sensibles a la temperatura
que se detuvieron en G2, se incubaron en HU durante 45 min., y luego se liberaron de la detencién en G2 en medio
que contenia HU. La hidroxiurea no pudo inducir la fosforilacién de GST:Weel” en lisados preparados a partir de
células cdc25-22 detenidas en G2 (figura 1D). Con la liberacién de G2, aumentaron la fosforilacién de GST:Weel™
y la septacién celular de manera coincidente. La septacién marca el final de la mitosis (M) y el comienzo de la
replicacién de ADN (S), por tanto, aumentd la fosforilacion de GST:Weel™ a medida que las células se encontraron
con la detencién por HU. No se detect6é un aumento en la fosforilacion de GST:Weel” en un cultivo tratado con
HU simulado (figura 1D). Estas observaciones indican que la quinasa que fosforila GST:Weel™ se activa cuando las
células intentan producir la replicacion de ADN con desoxirribonucledtidos insuficientes.

Se suprimi6 la fosforilacién de GST:Weel™° en lisados preparados a partir de los mutantes de los puntos de control
radl y rad3 (figura 2A), lo que sugiere que la quinasa que fosforila GST:Weel” puede participar en el punto de
control de la replicacion. Se llevaron a cabo experimentos para identificar esta quinasa. Se excluyé Chkl mediante
experimentos que usaban lisados preparados a partir de células chk! (figura 2B). Se indic6 la participacién de Cds1, una
proteina quinasa que es importante para la supervivencia del tratamiento con HU (Murakami et al, Nature, 374:817,
1995), por la observacién de que se suprimi6 la fosforilacién de GST:Wee1” en un lisado preparado a partir de células
cdsl tratadas con HU (figura 2B). Se realizé un experimento para determinar si Cds1 coprecipitaba con GST:Weel™.
Se incubaron lisados de células tratadas con HU en las que cds/ gendémico codifica una proteina con una etiqueta
HAHIS COOH-terminal (constituida por dos epitopos HA seguidos por hexahistidina) con proteinas GST:Weel o
GST, se lavaron y analizaron mediante inmunotransferencia. Cds1"A"S precipité con GST:Weel pero no con GST
no fusionado (figura 2C). Rad3 no se asocié con GST:Weel. Cds1 purificado a partir de levaduras de fision fosforilé
GST:Weel™ in vitro, produciendo un mapa bidimensional de fosfopéptidos tripticos que era idéntico al mapa obtenido
a partir de GST:Wee1™ fosforilada por su quinasa asociada. Estos datos indican que Cds1 es la quinasa regulada por
HU que se asocia con y fosforila GST:Weel™.

También se examind in vivo la asociacién de Cdsl y Weel. se expresé6 GST:Cdsl a partir del promotor nmtl
reprimible por tiamina.
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Para marcar con etiqueta cds1+ gendémico con una secuencia que codifica dos copias del epitopo HA y hexahisti-
dina, se prepard por PCR un fragmento de PstI-Notl que tenia los nucledtidos 205-1465 del marco de lectura abierto
de cdsl+. Este se introdujo en pRIP42-Spcl1HAGH tras digestion con las enzimas Pstl y Notl [Shiozaki et al, Meth.
Enz., 283:506 (1997)]. Se linealiz6 el constructo con Nhel y se transformé en PR109. Se confirmé la integracién y el
marcado con etiqueta mediante hibridacion de ADN de tipo Southern ADN e inmunotransferencia, confirmandose la
funcién de CdsIHAHIS por la carencia de sensibilidad a HU. Se prepar6 el constructo nmt1:GST:cds1+ tal como se
describe para el constructo nmt1:GST:chk1+ (Furnari et al, Science, 277:1495, 1997).

Como control, se utilizé una cepa que expresé GST:Chkl. Se purificaron con GSH-Sepharose las proteinas de
fusiéon con GST y se analizaron mediante inmunotransferencia. Cdc25 (pero no Weel) se asocié con GST:Chkl,
mientras que Weel (pero nCdc25) se asocié con GST:Cdsl (figura 2D).

HU puede aumentar la abundancia de Cdsl1, o hacer Cdsl competente para asociarse con Weel, o quizd el punto
de control de la replicacién potencia la actividad quinasa de Cdsl. Se trataron células que expresan Cds1"A"S con
HU o se trataron de manera simulada, se prepararon lisados y se precipitaron con proteinas GST:Wee. Se detect6 la
asociacion de Cds1"4HS con GST:Weel en lisados de células tratadas con HU, mientras que Cds1%4H5 no se asocié
con GST:Weel en muestras tratadas de manera simulada (figura 3A). La precipitacién con Ni**-NTA de Cds1HAHS
a través de la secuencia de hexahistidina mostré que Cds1™™S era igualmente abundante en los lisados de células
tratadas con HU o tratadas de manera simulada. Por lo tanto, el tratamiento con HU potencié la asociacién de Cdsl
con GST:Weel. La interaccion in vivo entre GST:Cds1 y Weel mostrada en la figura 2D no requiri6 tratamiento con
HU, presumiblemente porque se sobreexpresé GST:Cds]1.

También se purificé Cds1#4H5 g partir de células tratadas con HU o de manera simulada y se sometié a ensayo en
un ensayo de autofosforilaciéon. Aumenté la fosforilacién de Cdsl1 en las muestras de células tratadas con HU (figura
3B). Se obtuvieron resultados similares usando GST:Wee1” como sustrato. Por tanto, HU aparentemente activa Cds1
como quinasa y estimula la unién a Weel.

La fosforilacién de Weel por Cds1 puede desempeiiar un papel en el punto de control de la replicacién de ADN.
Sin embargo los mutantes weel detuvieron la divisién en respuesta a HU (Enoch et al, Cell, 60:665, 1990), por tanto,
también debe regularse otra proteina que controla la fosforilacion de Tyr'> de Cdc2 por el punto de control de la
replicacion. La quinasa Mik1 fosforila Cdc2 en Tyr!® (Lundgren er al, Cell, 64:1111, 1991), por tanto, se control6 la
abundancia de Mik1 en células tratadas con HU usando una cepa que expresa Mik1HA"S desde el locus genémico. El
anélisis de inmunotransferencia mostré que aumento6 la cantidad de Mik 1" en las células tratadas con HU (figura
3C). La abundancia de ARNm de mik1 permaneci6 inalterada en células tratadas con HU, por tanto, HU debe influir
en la sintesis o recambio de Mik1. Se suprimié enormemente €l aumento inducido por HU de Mik17AHS en células
cdsly rad3 (figura 3C), lo que indica que esta respuesta estaba regulada por el punto de control de la replicacion. Mik1
es un inhibidor de la mitosis dependiente de la dosis (Lundgren et al, Cell, 64:1111, 1991), por tanto, el aumento de
la abundancia de Mik1 en células tratadas con HU debe ayudar a reforzar el punto de control. De hecho, los mutantes
de mikl mostraron una sensibilidad a HU potenciada (figura 3D).

La expresion de una gran cantidad de GST:Cds1 a partir del promotor nmt! produjo una detencién del ciclo celular,
tal como se indica mediante células sumamente alargadas (figura 4). La detencién se produjo en mutantes de rad3 y
chkl, lo que indica que Cds1 funciona aguas abajo de Rad3 e independientemente de Chk1. La expresién de GST:Cds1
no tuvo efecto en las células que expresan Cdc2Y 15F, una forma de Cdc2 que no puede fosforilarse por Weel o Mik1.
Estos hallazgos respaldan la conclusion de que Cds1 transmite una sefial de punto de control.

Las células que carecen de Cdsl detienen la divisién en respuesta a HU, lo que indica que la sefial de Cdsl1 se
complementa mediante otras proteinas de los puntos de control (Murakami et al, Nature, 374:817, 1995). Se examino el
punto de control de la replicacion en cultivos sincrénicos de células de doble mutante cds chkl, mutantes individuales
cdsl, chkl, rad3 o células de tipo natural.

En primer lugar se hicieron crecer las células en medio YES (extracto de levaduras y glucosa) hasta una DO600 de
1,0 y luego se trataron con HU (12 mM) durante 90 min. a 30°C. Se obtuvieron entonces células sincrénicas mediante
elutriacién centrifuga con un rotor de elutriaciéon Beckman JE-5.0. Se diluyeron estas células hasta una DO600 de
0,3 en YES que contenia HU 12 mM y se hicieron crecer a 30°C durante otras 4 h. Se puntuaron las células segtin
la progresion a través de la mitosis mediante observacion al microscopio. Se llevaron a cabo estudios de sensibilidad
a HU con células que se hicieron crecer hasta una DO600 de 0,3 en medio YES y luego se diluyeron hasta 13.000
células/ml en medio YES que contenia HU (12 mM), seguido por crecimiento a 30°C durante otras 8 h. Se tomaron
muestras (75 ul) a intervalos regulares, se sembraron en placas de YES y se hicieron crecer durante 4 dias a 30°C para
determinar la supervivencia.

HU detuvo la division en las células de tipo natural, mutantes individuales cds! y chklI (figura SA). Por el contrario,
las células de doble mutante cds! chkl experimentaron divisién con una cinética que era similar a la de las células
rad3. Por tanto, se suprimi6 el punto de control en las células cdsl chkl. De hecho, las células de doble mutante cds/
chkl eran extremadamente sensibles a la inactivacion por HU (figura 5B). Estos hallazgos concuerdan con un estudio
reciente (Lindsay et al, Genes Deyv., 12:382, 1998) y respaldan un modelo en el que Cds1 tiene un papel directo en
reforzar el punto de control de la replicacion.
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Estos hallazgos indican que Cds1 y Chk1 son efectores duales del punto de control de la replicacién. Chkl1 regula
Cdc25, mientras que parece que Cds1 fosforila Weel y se requiere para aumentar la abundancia de Mik1. Se desconoce
el efecto de la fosforilacion de Weel por Cds1 y sigue estando por confirmar con estudios in vivo, pero es sorprendente
que el punto de control de la replicacién aumente tanto la actividad quinasa de Cds1 como estimule la unién a Weel en
extractos celulares. El gran aumento inducido por HU en la abundancia de Mik1 ayuda a explicar por qué las células
de doble mutante cdc25 weel detienen la division en respuesta a HU y reafirma la importancia de la fosforilacion de
Tyr"® de Cdc2 en el punto de control de la replicacién (Enoch et al, Genes Dev., 6:2035, 1993). Cds1 comparte una
identidad de secuencia significativa con la quinasa Rad53p, una proteina que participa en el punto de control de la
replicacion de ADN en Saccharomyces cerevisiae (S.J. Elledge, Science, 279:1664, 1996).

Previamente se desconocian los efectores del punto de control de la replicacién activados por hidroxiurea (HU).
El tratamiento de levaduras de fisién con HU estimulé la quinasa Cds1 que fosforila la quinasa Weel, un inhibidor de
Cdc2. También se requiri6 la proteina quinasa Cds1 para un gran aumento inducido por HU en la cantidad de Mikl1,
un segundo inhibidor de Cdc2. Se suprimié la detencién inducida por HU de la divisién celular en células cds! chkl.
Por tanto, Cds1 y Chkl refuerzan conjuntamente el punto de control de la replicacién.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para identificar un compuesto que modula la actividad de la quinasa Cds1 que comprende las
etapas de:

a) combinar:

i) un compuesto de prueba;

ii) una proteina Weel truncada que comprende una regién que es funcional como un sustrato de fosforilacion
de Cdsl y que carece de los residuos de aminoacidos 1-9 de la proteina Weel nativa (nimero de acceso
Genbank M16508) y, estando la proteina Weel truncada operativamente unida a glutation-S-transferasa
(GST); y

iii) una composicién que comprende una proteina Cdsl;

b) mantener la combinacién de la etapa (a) en condiciones suficientes para que Cds1 fosforile dicha proteina Weel;
y

¢) determinar la cantidad de proteina Weel fosforilada, mediante lo cual la cantidad de Weel fosforilada indica si
dicho compuesto de prueba modula la actividad de Cdsl.

2. El procedimiento segiin la reivindicacién 1, en el que la proteina Weel truncada carece de los residuos de
aminodcidos 1-10 de la proteina Weel nativa (nimero de acceso Genbank M16508).

3. El procedimiento segtin la reivindicacion 1 6 2, en el que la proteina Weel truncada comprende los residuos de
aminodcidos 10-152 de la proteina Weel nativa (ntimero de acceso Genbank M16508).

4. El procedimiento segin la reivindicacién 1, en el que la proteina Weel es una proteina de fusién glutation-S-
transferasa (GST):Weel que comprende una secuencia de residuos de aminoacidos mostrada en SEC ID NO 1 o SEC
ID NO 3.

5. El procedimiento segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que dicho compuesto de prueba es una
proteina seleccionada del grupo constituido por Cdc22, Cdc25, Chkl, Mik1 y variantes genéticas de las mismas.

6. El procedimiento segtin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que las condiciones comprenden un
sustrato de quinasa Cds1 marcada con fosfato.

7. El procedimiento segin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que dicha composicién que com-
prende una proteina Cdsl es un lisado celular.

8. El procedimiento segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que dicha composicién que comprende
una proteina Cds1 comprende una proteina Cdsl aislada.

9. Un polinucleétido aislado que codifica una proteina Weel truncada constituida por los residuos de amino4ci-
dos 10-152 de la proteina Weel nativa (nimero de acceso Genbank M16508) operativamente unidos a glutation-S-
transferasa (GST).

10. Un polinucleétido aislado que codifica una proteina de fusién glutation-S-transferasa (GST):Weel que estd
constituida por una secuencia de residuos de aminodcidos mostrada en SEC ID NO 1 o SEC ID NO 3.

11. El polinucledtido segin la reivindicacion 10, estando dicho polinucleétido constituido por la secuencia mos-
trada en SEC ID NO 2 o SEC ID NO 4.

12. Un vector de expresiéon que comprende el polinucledtido segin la reivindicacién 10, pudiendo dicho vector
expresar dicha proteina de fusién glutation-S-transferasa (GST):Weel codificada por dicho polinucleétido.

13. El vector de expresion segun la reivindicacién 12, en el que dicho polinucleétido esta constituido por la se-
cuencia mostrada en SEC ID NO 2 o SEC ID NO 4.

14. Un procedimiento para identificar un compuesto que modula la actividad de la quinasa Weel, que comprende
las etapas de:

a) combinar:

i) un compuesto de prueba;

11
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ES 2 286 882 T3

ii) una proteina de fusién glutatién-S-transferasa (GST):Weel que esta constituida por una secuencia de resi-
duos de aminoédcidos mostrada en SEC ID NO 1 o SECID NO 3; y

iii) un reactivo para Weel que es un compuesto o proteina que interacciona con Weel en una reaccion detecta-
ble;

b) mantener la combinacién de la etapa (a) en condiciones adecuadas para que Weel reaccione con dicho reactivo;
y

¢) determinar la cantidad de Weel que reacciona con dicho reactivo, mediante lo cual la cantidad de reaccién indica
si dicho compuesto de prueba modula la actividad de Weel.

15. El procedimiento segiin la reivindicacién 14, en el que el reactivo es un cofactor para la reaccién y que se
modifica en la reaccion de tal manera que puede medirse la cantidad de reaccidn.

16. El procedimiento segun la reivindicacién 14, en el que el reactivo es un sustrato para la quinasa Weel y que se
modifica en la reaccion de tal manera que puede medirse la cantidad de reaccion.

17. El procedimiento segtn la reivindicacion 14, en el que el reactivo es una enzima que utiliza por si misma Weel
como sustrato y que se modifica en la reaccion de tal manera que puede medirse la cantidad de reaccién.

18. El procedimiento segtin la reivindicacién 14, en el que dicho reactivo es un sustrato de quinasa marcado.

19. El procedimiento segun la reivindicacion 14, en el que dicha determinacién comprende medir la fosforilacién
de dicha proteina Weel.

20. El procedimiento segun la reivindicacién 14, en el que dicha determinacién comprende medir la fosforilacién
de dicho reactivo.

21. El procedimiento segtn la reivindicacién 14, en el que dicho reactivo es proteina Cdc2.

12
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> INSTITUTO DE INVESTIGACION SCRIPPS

<120> COMPOSICIONES DE PROTEINAS DE FUSION DE QUINASA WEE1, SECUENCIAS DE NUCLEOTI-

DOS, SISTEMAS DE EXPRESION Y PROCEDIMIENTOS DE USO

<130> SCR2109S

<140> Documento PCT/US99/
<141> 26-03-1999

<150> Documento 60/079.752
<151> 27-03-1998

<160> 4

<170> PatentIn Ver. 2.0

<210>1
<211> 310
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: proteina de fusion sintética GST:Weel (11-72).

<400> 1

Met Sar Pro Ile
1

Thr Arg Leu Leu
20

Tyr Glu Arg Asp
s

Gly Lesu Glu Phe
50

Leu Thr Gln Ser
65

Het Leu Gly Gly

Gly aAla Vval Leu

w

Leu

Glu

?ro

Met

Gly

Glu

Gly

Asn

Ala

70

Pro

Ile

TYr Trp Lys Ile
10

Tyr Leu Glu Glu
25

Asp Lys Trp Arg
40

Leu Pro Tyr Tyx
55

Ile Ile Arg Tyr

Lys Glu Arg Ala
S0

Arg Tyr Gly Val

Lys Gly Leu

Lya Tyr Glu

Asn Lys Lys
45

Ile Asp Gly
60

Ile Ala Asp
75

Glu Ile Ser

Ser Arg Ils

val Gln
1s

Pro

Glu His Leu

30

Phe Glu Leu

Asp Val Lys

Lys Him Asn

80

Met Leu Glu

98

Ala Tyr Ser
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Lys

Gly
145

Val

Val

Thr

aly
238

Phe

Ala
3os

<210>2
<211> 3175
<212> ADN

Asp

Leu

130

ASp

val

Cya

Lys

Phe

210

Ser

GQly

Leu

Serx

Qly

Pro

Phe
118

Lys

His

Phe

Ser

185

Gly

Pro

Leu

Ala

Ser

275

Pro

Leu

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: secuencia de nucledtidos sintética que codifica una proteina de fusion

GST:Weel (11-72).

100

Qlu

Met

val

Lys

180

Sar

Gly

Gly

Arg Arg

PXo
260

Thr

Ris

Thx

Phs

Thr

Met

165

Lys

Lys

Gly

Ile

245

Pro

Lys

Pro

Leu

Glu

150

Asp

Arg

Asp

Ser

230

Serx

Ser

Gln

310
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Lys

Asp

138

Pro

Ile

Ile

His

215

Gly

Gln

fro

Gln

Thr
295

Val
120

Arg

Asp

Glu

Ala

200

Pro

Gly

Arg

Ser

Lys
280

105

Asp

Leu

Phe

Cys

Ala

185

Pro

Gly

Ser

Ser

365

Pro

Ser

Phe

Cys

Net

Leu

170

Ile

Pro

Lys

Gly

250

Asn

Serx

Ris

1558

Asp

Pro

Sex

Gly

213

Asn

Pro

Ser

Lys
140

Gln

Gln

Asp

220

Ile

Leu

Asp

Serxr

Ser
300

Lys

128

Asp

Phe

Ile

Gly

205

Leu

His

Asn

Ala

Phe

285

Phe

110

Ala

Asp

130

Tp

Vval

Net

Azg

Asn

270

Ser

Pro

Leu

Lau

Lys

17

Lys

Gln

Pro

Axg

Ala

335

Ser

His

Glu

Asp
160

Axg

Ser

240

Thx

Ser

Ala
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geggeegote
tctaaataca
aatattgaaa
ttgeggeatt
ctgaagatca
tecttgagag
tatgtggege
actattetea
geatgacagt
agttacttct
gggatcatgt
acgagegtga
gcgaactact
ttgoaggace
gagceggtga
ccogtategt
agatcgetga
catatatact
tecctttttga
cagaccecgt
getgottgea
taccaactet
ttctagtgta
tegectotget
ggttggacte
cgtgcacaca
agcattgaga
gceagggtegg
atagtcectgt
g999gcggag
gctggeettt
ttaccgectt
cagtgagcga
cgattcatta
aagctgtggt
actcecgtte
asatgagetg
caatttcaca
cettgtgeaa
gtatgagege
tcccaatctt
acgttatata
ttcaatgett

aggtggcact
ttcaaatatg
aaggaagagt
ttgecttcet
gttgggtgea
ttttcgeece
ggtattatce
gaatgacttg
aagagaatta
gacaacgate
aactcgcctt
caccacgatyg
tactctaget
acttetgege
gegtgggtct
agttatctac
gataggtgee
ttagattgat
taatctecatg
agaaaagate
axcaaaaaaa
ttttocgaag
gecegtagtta
aatcctgtta
aagacgatag
gececcagettg
aagcgeccacg
ascaggagag
cgggtttcge
cctatggaaa
tgctceacatg
tgagtgaget
ggaagcggaa
atgcageote
atggetgtge
tggataatgt
ttgacaatta
caggaaacayg
cccactegac
gatgaaggtyg
ccttattata
gctgacaage
gaaggagcqgg
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tttcggggaa
tatccgetcoa
atgagtatte
gtttttgate
cgagtgggtt
gaagaacgtt
cgtattgacg
gttgagtact
tgcagtgetg
gyaggaccga
gategttggg
cctgtagcas
tcceggeaac
tcggeccette
cgeggtatea
acgacgggga
tcactgatta
ttaaaactte
accaaaatce
aaaggatcett
ccaccgetac
gtaactgget
ggccaccact
ccagtggotg
ttaccggata
gagcgaacga
cttcccgaag
cgocacgaggy
cacctctgac
aacgccagea
ttctttectg
gataccgcte
gagcgecccaa
gaggtctgea
aggtcgtaaa
tttttgegee
atcatcgget
tattcatgte
ttctttegga
ataaatggeg
ttgatggtga
acaacatgtt
ttttggatat

atgtgegegg
tgagacaata
aacatttecyg
acccagaaac
acatcgaact
ttccaatgat
ccgggcaaga
caccagtcac
ccataaccat
aggagctaac
aaccggaget
tggcaacaac
aattaataga
cggetggetg
ttgcagoact
gtcaggcaac
agcattggta
atttttaatt
cttaacgtga
cttgagatce
cageggtggt
tcageagage
tcaagaactc
ctgacagtgy
aggcgcageg
cctacaccga
ggagaaaggc
agettcecagg
ttgagegtcg
acgcggectt
cgttatccee
gcegecageeg
tacgcaaacce
ccaatgette
tcactgoata
gacatcataa
cgtataatgt
ccectatacta
atatcttgaa
aaacasaaag
tgttaaatta
gggtggetgt
tagatacggt

aaccectatt
accctgataa
tgtegceott
getggtgaaa
ggatetcaac
gagcactttt
gcaacteggt
agaaaagcat
gagtgataac
cgettttetg
gsatgaagee
gttgcgcaaa
ctggatggag
gtttattget
gygggccagat
tatggatgaa
actgtcagac
taaaaggate
gttttegtte
ttttettctg
ttgtetgecg
gcagatacca
tgtagcaccg
cgataagtcg
gtcgggotga
actgagatac
ggacaggtat
gggaaacgcee
atttetgtga
tttacggtte
tgateeegtyg
aacgaccgag
gecateteeces
tggegteagg
attegtgtcg
cggttcetgge
gtggaattgt
ggttattgga
gaaaaatatg
tttgaattgg
acacagtcta
ccaasagagce
gtttegagaa

tgtttattte
atgcttcaat
attcecctttt
gtaaaagatg
agcggtaaga
aaagttctge
cgcegeatac
cttacggatg
actgcggecea
cacaacatgg
ataccaaacg
ctattaactg
geggataaag
gataaatctg
ggtaagcoct
cgaaatagac
caagtttact
taggtgaaga
cactgagegt
cgcgtaatet
gatcaagage
aatactgtee
cctacatace
tgtettaceg
acgggggget
ctacagegtyg
ccggtaageg
tggtatcttt
tgctegtcag
ctggeetttt
gataaccgta
cgecagegagt
gogegtegge
cagccatcgg
ctcaaggcege
aaatattctg
gagcggataa
aaattaaggg
aagagcattt
gtttggagtt
tggccatcat
gtgcagagat
ttgcatatag

60
120
180
240
300
360
420
480
54¢
600
660
720
780
840
$00
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1520
1980
2040
2100
4160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
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<210>3

taaagacttt
gttcgaagat
cttcatgttyg
gttecccaaaa
cttgaaatce
tggcgaceat
tggtggtaga
asatcgtget
tacttcatet
casacagace

<211> 379
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

gaaactctca
cgtttatgte
tatgacgcte
ttagtttgtt
agcaagtata
cctccaaaat
attcatatga
actttgeteg
acctettege
acttecctecec
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aagttgatte
atasaacata
ttgatgttgt
ttaaaaaacg
tagcatggce
cggatctggt
gatcttatag
cteectcecaace
alaagecaaa
cttecttcte

tcttageaag
tttaaatggt
tttatacatg
tattgaagct
tttgecaggge
tcegegtgga
cttacggegyg
teccatcgage
tacctettte
teatgecegee

ctacctgaaa
gatcatgtaa
gacccaatgt
atcccacaaa
tggcaagceca
tccecgggaa
tcccaacgect
ctgtatgatyg
actagcttat
cctettcace

tgctgasaat
cecatecectga
gceetggatge
ttgataagta
cgtttggtygg
ttteeggtgg
ccatgaatct
ctaacaattc

tcggtecteg
ctett

<223> Descripcién de la secuencia artificial: proteina de fusién sintética GST:Weel (11-152).

<400> 3

Met Ser

Thr Axg

Glu

Leu
50

Met Leu

Gly Ala

Lys Asp

Pro

Arg

Glu

Gin

Gly

val

Phe

Ila Leu

Leu Leu

20
Asp Glu
3s

Phe Prxo

Ser Met

Gly Cys

85

Leu
100

Asp

Glu Thr

115

Met Leu

130

Lys

Met Phe

@ty Tyr Trp

Glu

Gly

55

Ala Ile

70

Pro Lys

Ile

Axg

Leu Lys

Tyr Leu

Asp Lys

Pro

Ile

Glu

Val

Lys Ile
10

Glu Glu
25

Trp Axg
40

Tyr Tyx

Arg Tyr

Arg Ala
90

Gly Val
105

Asp Phe

130

Glu
135

Arg

Leu Cys

Lys

Gly

Lys

Asn Lys

Leu Val

Glu Glu

Lys

Gln
1S

His
a0

Phe Glu

45

Ile Asp

60

Ile
75

Ala
Glu Ile
Sexr

Arg

Leu Ser

Gly

Asp

Ser

Ile

Lys

Val

Lya His

Met Lesu

95

Ala
110

Leu Pro

125

His Lys

140

2640
2700
3780
3820
2830
2940
3000
3060
3120
3178

Pro

Leu

Lys

Glu

Ser

Glu

Asn
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Gly
145

Val

Val

Leu

Gly
225

Phe

Ala
305

Gln

Pro

Sex

<210> 4
<211> 3867
<212> ADN

Asp

val

Cys

Lys

Phe

210

Ser

Gly

Leu

Serx

Gly

290

Pro

Ile

Aan

Serxr

Pro
370

His

Leu

Phe

Serx

195

Gly

Pro

Leu

Ala

Ser

375

Pro

Gln

Pro
355

Sex

<213> Secuencia artificial

val

Lys

180

Ser

Gly

Gly

Arg

Pro

a60

Arg

His

Ala

val

340

Val

Asp
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Thr His Pro Asp Phe Met

150

Mat Asp
165

Lys Axg

Lys Tyr

Gly Asp

Ile Ser
230

Arg Ser
245

Pro Thr

Ser Ser

Lys Gln

Pxo Leu

310

Gin Pro
325

Sex Arg

Ala Gln

Val Arg

Pro

Ile

Ile

His

215

Gly

Gln

Pro

Gln

Thr

9%

Serxr

val

Ser

val

Ala
378

Met

Glu

Ala

200

Pro

Gly

Arg

Serx

Lys

280

Pro

Pro

Ser

Ala

360

Phe

Cys

Ala

185

Pro

Gly

Ser

Ser

265

Pro

Ser

Pro

Axg

Ser

345

Agn

Pro

Leu

170

Ile

Pro

Lys

Gly

Met

250

Leu

Aan

Ber

Serxr

Axg

a3o

Axg

Pro

Ile

Leu
155

Asp

Pro

Ser

Gly
235

Pro

Phe

315

Leu

Ile

His

Tyr

Ala

Gln

Gla

Asp
220

Ile

Asp

Ser

8er

300

Thr

Gly

Hie

Asp

Phe

Ile

Gly

203

Leu

His

Asn

Ala

Phe

Phe

His

Leu

His
365

Ala

Pro

Asp

190

Trp

Val

Met

Arg

Asn

270

Thr

Ser

Ser

Phe

Ser
350

Lau

Lys

175

Lys

Arg

Ala

255

Asn

Ser

His

Gln

Asp

335

Pro

Asp
160

Leu

Ala

Axg

Ser

240

Thr

Serxr

Leu

Ala

Pro
320

Axg

Ser

Pro
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<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: secuencia de nucleétidos sintética que codifica una proteina de fusién

GST:Weel (11-152).

<400> 4

geggecgetc
tctaaataca
aatattgaaa
ttgeggeatt
ctgaagatca
tcettgagag
tatgtggcge
actattctea
gcoatgacagt
acttacttet
gggatcatgt
acgagcgtga
gegaactact
ttgecaggace
gageeggtga
cccgtategt
agatcgetga
catatatact
tocectttttga
cagacccegt
gctgottgea
taccaactct
ttctagtgta
tcgetetget
ggttggacte
cgtgoacaca
agcattgaga
gcagggtcegg
atagtecctgt
ggggycggag
gotggeettt
ttaccgectt
cagtgagcga
cgattcatta
aagetgtggt
actcecogtte
aaatgagetg
caatttcaca
ccttgtgcaa

aggtggcact
ttcaaatatg
aaggaagagt
ttgeetteet
gttgggtgca
ttttegeece
ggtattatcc
gaatgacttg
aagagaatta
gacaacgate
aactcgectt
caccacgatg
tactctaget
acttoetgage
gegtgggtet
agttatctac
gataggtgece
ttagattgat
taatctcatg
agaaaagatc
aacaaaaaaa
ttttccgaag
geegtagtta
aatcctgtta
aagacgatag
gcccagetty
aagcgeeacyg
aacaggagag
cgggtttege
cctatggaaa
tgctecacatg
tgagtgaget
ggaagcggaa
atgcagcetce
atggectgtge
tggataatgt
ttgacaatta
caggaaacag
cccactegac
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ttteggggaa
tatcecgeteca
atgagtattc
gtttttgete
cgagtgggte
gaagaacgtt
cgtattgacy
gttgagtact
tgcagtgetyg
ggaggaccga
gatcgttggg
cctgtagcaa
tcecggeaac
tcggeectte
cgeggtatea
acgacgggga
tcactgatta
ttaaaactte
accaaaatece
aaaggatett
cocacecgctac
gtaactggot
ggcoaccact
ccagtggetg
ttaccggata
gagcegaacga
cttccegaag
cgecacgagyyg
cacatctgac
aacgccageca
ttctttectyg
gatacegete

gagegeecaa
gaggtcetgea
aggtcgtaaa
tttttgogaee
atcatcgget
tattcatgte
ttettttgga

atgtgegegg
tgagacaata
aacattteeg
acccagaaac
acatcgaact
ttccaatgat
ccgggeaaga
caccagteac
ccataaccat
aggagctaac
aaccggaget
tggcaacaac
aattaataga
cggctggotyg
ttgcagcact
gtcaggcaac
agcattggta
atttttaatt
cttaacgtga
cttgagatce
cagcggtggt
tcagecagage
tcaagaacte
ctgccagtgg
aggcgcageg
cctacaccga
ggagaaagge
agcttccagy
ttgagegteg
acgeggectt
cgttatcece
gecgeageeg
tacgcaaaco
ccaatgette
tcactgcata
gacatoataa
cgtataatgt
ccctatacta
atatettgaa

aacccctatt tgtttatttt 60

accctgataa
tgtegecott
getggtgaaas
ggatctcaac
gagcactttt
gcaactcggt
agassagcat
gagtgataac
cgetteeteyg
gaatgaagec
gttgcgcaaa
ctggatggag
gtttattgct
ggggcoagat
tatggatgaa
actgtcagac
taaaaggatc
gttttegtte
ttteettetg
ttgtttgecg
gcagatacca
tgtagcaccg
cgataagtcg
gtegggetga
actgagatac
ggacaggtat
gggaaacgce
atttttgtga
tttacggtte
tgattotgty
aacgaccgag
geotcteece
tggegteagyg
attcgtgteg
cggttetgge
gtggaattgt
ggttattgga
gaaaaatatg

atgcttcaat
attccctttt
gtaaaagatg
agceggtaaga
aaagttctge
cgccgeatac
cttacggatg
actgeggeca
cacaacatgyg
ataccaaacg
ctattaactg
gceggatanag
gataaatcotyg
ggtaagecet
cgaaatagac
caagtttact
taggtgaaga
cactgagegt
cgegtaatet
gatcaagage
aatactgtee
cctacataac
tgtcttaceg
acggggggtt
ctacagegtyg
ccggtaageg
tggtatettt
tgctcgtoag
ctggcetttt
gataaccgta
cgcagcgagt
gegegttgge
cagcoatcegg
ctcaaggege
aaatattctyg
gagcggataa
aaattaaggy
aagagcattt

120
180
240
300
360
420
480
540
600
680
720
780
840
900
960
1020
108¢
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1820
1580
2040
2100
2160
2220
2280
2340



15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

gtatgagege
tcccaatott
acgttatata
ttcaatgett
taaagacttt
gttcgaagat
cttcatgttg
gttcccaaaa
cttgaaatce
tggcgaccat
tggtggtgga
aaatcgtget
tacttcatct
caaacagaac
teccttetttt
cctttttgat
tettteteet
cgttegtgeg
aggcateccte
ggacacttgyg
agaggcaggt
cctctggggt
cageccatgag
gggaggaggce
tgtagtgggt
cagggccaat

gatgaaggty
ccttattata
gctgacaage
gaaggagegy
gaaactctca
cgtttatgte
tatgacgcte
ttagtttgtt
agcaagtata
cctccraaat
attcatatgsa
actttgcteyg
acctcttege
acttectoce
acacattcac
agacccaate
gttgaccagg
ttteccatte
ctececatgatt
ccagagggga
gagcaacage
caaggtcato
gtggatgtga
attcaggatg
aaggygggcte
tctagatgac

ES 2 286 882 T3

ataaatggeyg
ttgatggtga
acaacatgtt
ttttggatat
aagttgattt
ataaaacata
ttgatgttgt
ttaaazaacy
tagcatggcc
cggatetggt
gatcttatgg
ctoctecaac
aasagccaaa
cttecttete
aaccccagat
tggtatcacg
tggctaatce
attaagcgge
gtgggeacee
ttettecege
aggaggcecgs
agggtgagga
tacagactgg
gcggagaagg
ttcoccaget
taagett

aA3acaasaag
tgttaaatta
gggtggtegt
tagatacggt
tcttagcaag
tttaaatggt
tttatacatg
tattgaaget
tttgcaggge
teccgegtagga
cttacggegy
tccatcgage
tacctcetee
tcatgeegee
acaggcacaa
ctcttectet
catccaccat
gcaagcttaa
aggageecag
tggggetgea
acaggcccag
ctgtactgtt
cgggctecag
actggttctg
cagggggete

tttgaattygg
acacagtcta
ccaaaagagc
gtttcgagaa
ctacctgasa
gatcatgtaa
gacccaatgt
atcccacaaa
tggcaagcea
tceecgggaa
tcccaacget
ctgtatgatg
actagcttat
cctetecace
cctgtaccte
cggttaggtg
actgcccett
attggecctg
gotgetgtga
acagagccag
gatgatgtgt
ggtggeccea
gececatggaggy
agegttggte
aggcaceccac

gtttggagtt
tggccatcat
gtgoagagat
ttgeatatag
tgctgaaaat
eccatoctga
gectggatge
ttgataagta
cgtttggtay
ttteocggtgy
ccatgaatct
ctaacaatte
tecggtecteg
ctetttctee
ggeggeette
attctccate
cacectcaga
caggcctgga
getgggtetg
goagttccac
agctcecgace
geetggetgg
acaaagccac
cagaagatgy
teccaggeetg

2400
2460
2520
1580
2540
3700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3a40
30867
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