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DESCRIPCION

Fosfolipasa A2 grupo III secretada por mamiferos.

La presente invencidn se refiere a ADN y secuencias de péptidos que codifican una nueva sPLA, grupo III se-
gregada por mamiferos y mds particularmente a una nueva sPLA, grupo III (hGIII) segregada de seres humanos. La
invencion se refiere también al uso de esta enzima en métodos para examinar diversos compuestos quimicos.

En afios recientes, se ha comprendido que las fosfolipasas A2 (PLA,, EC 3.1.14) forman una superfamilia de enzi-
mas intracelulares y segregadas, que catalizan todas la hidrdlisis de glicerofosfolipidos en la posicién sn-2 para liberar
acidos grasos y lisofosfolipidos (1-4). Hasta la fecha, se han clonado 8 fosfolipasas A, segregadas por mamiferos dis-
tintas (sPLA;s) y clasificado en los grupos L, I, V y X (2, 4-9). Aunque no se ha definido todavia claramente el papel
biolégico de cada una de estas enzimas, las SPLA,s de mamifero se han implicado en diversas funciones fisioldgicas y
patofisiolégicas que incluyen digestién de lipidos, proliferacion celular, neurosecrecion, liberacion de mediadores de
lipidos proinflamatorios, defensa antibacteriana, enfermedades de cancer e inflamatorias (3, 4). El nivel de identidad
entre las 8 sPLA,s de mamifero puede ser tan bajo como el 23% (8), pero tienen en comtn una masa molecular baja
(14-17 kDa), la presencia de varios disulfuros, un mecanismo catalitico dependiente de Ca*>* similar y una estructura
tridimensional total bien conservada (10-13).

Se han descrito también numerosas sPLLA,s en venenos de animales vertebrados e invertebrados tales como ser-
pientes y abejas (14, 15). De manera similar a las sPLA,s de mamifero, las enzimas de veneno de serpiente se han
clasificado en los grupos I y II, y tienen todas un mecanismo catalitico comtn y una estructura tridimensional muy
similar (1, 10-13). Las sPLA,s de veneno de serpiente son a menudo neurotoxinas 0 miotoxinas, pero pueden promo-
ver también efectos fisioldgicos tales como migracion de células y proliferacion celular (14, 16, 17). Usando como
ligandos sPLA,s de veneno, se han identificado diferentes tipos de receptores de sPLA, (4). Estos receptores estin
implicados probablemente en toxicidad de sPLA, de veneno, y estudios recientes han sugerido que las sPLA;s de
mamifero pueden ser los ligandos endégenos normales (4, 8, 19). Las sPLA,s de veneno de invertebrados son también
proteinas ricas en disulfuro, pero tienen una estructura primaria distinta de las sSPLAs de mamiferos y de veneno y
se han clasificado en los grupos III y IX (2, 4). Se han encontrado en venenos de abeja, escorpién, medusa y caracol
marino (20-25), y la sPLA, de veneno de abeja grupo III ha sido la enzima mejor estudiada. Esta SPLA, se ha clonado
(20) y la determinacion de su estructura tridimensional (11) ha revelado importantes diferencias con las SPLA,s grupos
Iy II, aunque el lugar catalitico es similar al de las SPLA,s de vertebrados (13). De manera interesante, se descubrieron
sPLA,s similares a la enzima de veneno de abeja en veneno de lagarto (26, 27), indicando que las sPLA,s grupo III
existen también en vertebrados, y pueden tener lugar asi también en mamiferos.

En los dltimos tres afios, una busqueda sistemdtica de homdlogos de sPLA, en bases de datos nucleicas ha per-
mitido al solicitante clonar cuatro nuevas sPLA,s de mamifero que pertenecen a los grupos Il y X (6-8). Usando la
misma estrategia, el solicitante identific6 una secuencia gendmica humana que presenta una homologia significativa
con la sPLA, grupo III de veneno de abeja. Se informa aqui de la clonacién, organizaciéon gendmica, representacion
del mapa cromosémico, distribucién en tejidos y expresion heter6loga de la primera sPLA, grupo III humana.

Asi, la invencién se refiere a sPLA, grupo III segregada por mamiferos constituida por, o que comprende, la
secuencia de aminodcidos en la lista de secuencias con el niimero SEQ ID No. 2. Més particularmente, la sPLA, grupo
IIT segregada por mamiferos es una sPLA, grupo III segregada por seres humanos.

La invencién se refiere a una molécula de dcido nucleico constituida por una secuencia nucleica que codifica una
sPLA, grupo III segregada por mamiferos cuya secuencia de aminodcidos estd representada en la lista de secuencias del
apéndice con el nimero SEQ ID No. 2. La invencién se refiere mds particularmente a una molécula de 4cido nucleico
constituida por o que comprende la secuencia de la lista de secuencias del apéndice con el nimero SEQ ID No. 1.
Evidentemente, la invencion se refiere también a secuencias de nucle6tidos derivadas de la secuencia anterior, por
ejemplo de la degeneracion del cédigo genético, y que codifican proteinas que presentan caracteristicas y propiedades
de sPLA, grupo III segregada.

Otro propésito de la presente invencidn son anticuerpos policlonales o monoclonales dirigidos contra una sPLA,
grupo III segregada de la invencién. Estos anticuerpos pueden prepararse por los métodos descritos en la bibliografia.
Segtn las técnicas anteriores, se forman anticuerpos policlonales por inyeccidn de proteinas, extraidas del epitelio o
producidas por transformacién genética de un hospedante, en animales, y recuperacion posterior de antisueros y anti-
cuerpos de los antisueros, por ejemplo por cromatografia de afinidad. Los anticuerpos monoclonales pueden producirse
fusionando células de mieloma con células de bazo de animales inmunizados previamente usando los receptores de la
invencion. Estos anticuerpos son utiles en la bisqueda de nueva sPLA, grupo III de mamifero segregada o los homo-
logos de esta enzima en otros mamiferos o de nuevo para estudiar la relacién entre la sSPLA, grupo III segregada de
diferentes individuos o especies.

La invencién se refiere también a un vector que comprende al menos una molécula de 4cido nucleico anterior,
ventajosamente asociada con secuencias de control adaptadas, junto con una produccién o proceso de expresioén en un
hospedante celular de una sPLA, grupo III de la invencién o un fragmento de ella. La preparacion de estos vectores, asi
como la produccién o expresioén en un hospedante proteinico de la invencién puede realizarse por técnicas de biologia
molecular e ingenieria genética muy conocidas por el profesional.

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2295 134 T3

Puede usarse también una molécula de 4cido nucleico que codifica una sPLA, grupo III segregada de mamifero o
un vector segin la invencidn para transformar animales no humanos y establecer un linaje de animales transgénicos no
humanos. El vector usado se escoge en funcién del hospedante al que se ha de transferir; puede ser cualquier vector,
tal como un pldsmido. Asi, la invencidn se refiere también a hospedantes celulares que expresan sPLA, grupo III
segregada por mamifero obtenida de conformidad con los procedimientos precedentes.

Las moléculas de 4cido nucleico segun la invencién pueden usarse para preparar sondas de dcido nucleico y oli-
gonucledtido. Estas sondas, marcadas ventajosamente, son Utiles para deteccién por hibridacién de sPLA, grupo III
similar en otros individuos o especies. Segun las técnicas anteriores, estas sondas se ponen en contacto con una mues-
tra biolégica. Pueden usarse diferentes técnicas de hibridacion, tales como hibridacién por transferencia puntual o
hibridacién de réplicas (técnica de Southern) u otras técnicas (chips de ADN). Tales sondas constituyen las herra-
mientas que hacen posible detectar rdpidamente secuencias similares en los genes que codifican sPLA, grupo III que
permiten estudiar la presencia, origen y conservacion de estas proteinas. Las sondas de oligonucleétido son ttiles para
experimentos de PCR, por ejemplo para buscar genes en otras especies o con un propdsito de diagndstico.

Las sPLA, se expresan en una variedad de tejidos en condiciones normales y patolégicas (incluyendo enfermedades
inflamatorias, cdnceres, isquemia cardiaca y cerebral, etc.) y estdn implicadas en una mirfada de papeles fisiologicos
y patoldgicos. Estas proteinas también estdn implicadas en proliferacion celular, migracién de células, angiogéne-
sis, contraccion de células, apoptosis, neurosecrecion, coagulacion de sangre, adipogénesis, metabolismo de lipidos
(digestion, barrera de lipidos de la piel y formacién de tensioactivos del pulmén, metabolismo de lipoproteinas, ...),
espermatogénesis, fecundacién y embriogénesis. También juegan un papel en defensa del hospedante y tienen pro-
piedades antiviricas y antibacterianas contra virus tipo VIH-1 y diversas cepas de bacterias Gram-positivas y Gram-
negativas. También estdn implicadas en diversos estados patoldgicos tales como dafio pulmonar agudo, sindrome de
dolor respiratorio agudo, enfermedad de Crohn y diversos tipos de cdnceres en los que sPLA, puede actuar como
supresor génico.

En consecuencia, esta invencién también puede ser ttil en métodos in vitro para identificar compuestos activos
biolégicamente con propiedades anti-inflamatorias o mds generalmente para identificar compuestos que modulan ac-
tividades biolégicas de SPLA, como se ha listado antes.

Tales compuestos activos biolégicamente pueden identificarse determinando si un compuesto seleccionado es ca-
paz de inhibir la actividad catalitica de sPLA, dividiendo un fosfolipido para liberar 4cidos grasos y lisofosfolipidos
en un ensayo de micelas mezcladas, un ensayo de liposomas, un sistema que utilice membranas naturales o en células
completas que sobreexpresan esta enzima. Un compuesto capaz de inhibir actividad catalitica de sPLA, puede ser
anti-inflamatorio o puede comportarse como un antagonista de SPLA, en las actividades bioldgicas de sPLA, listadas
antes.

Por ejemplo, puede realizarse un examen en compuestos de actividad anti-inflamatoria potencial con las nuevas
enzimas sPLA, de esta invencion, purificadas hasta homogeneidad a partir de fuentes de células o producidas recom-
binantemente o sintéticamente. Un compuesto seleccionado puede afiadirse a una enzima sPLA, de esta invencion en
un ensayo de micelas mezcladas, un ensayo de liposomas o un sistema de ensayo que utilice membranas naturales, y
analizarse la inhibicién de la actividad de sSPLA,. Alternativamente, un compuesto seleccionado puede afadirse a cé-
lulas completas que sobreexpresan la SPLA, y examinarse en las células la inhibicién de liberacién de 4dcidos grasos o
lisofosfolipidos. En este caso, pueden cultivarse células normales y células que sobreexpresan SPLA, en dcido araqui-
dénico marcado. Se mide la sefial entre los productos segregados por las células normales y las que sobreexpresan para
proporcionar una linea de base de expresién de sPLA,. Se afiade después un compuesto seleccionado a los cultivos y
se desarrollan los cultivos en 4cido araquidénico con marca. Si hay una diferencia en la sefial (por ejemplo, la cantidad
de 4acido araquiddnico producido) en las células en presencia del compuesto, este compuesto inhibe la actividad de
sPLA, y puede ser un compuesto anti-inflamatorio potencial.

También pueden identificarse compuestos activos bioldgicamente examinando en los compuestos seleccionados
sus propiedades de unién a receptores de SPLA, que se unen a sPLA,s grupo III de esta invencién. Estos receptores
incluyen la familia de receptores tipo N que estdn implicados probablemente en varias actividades bioldgicas de
sPLA;s incluyendo propiedades antiviricas de VIH-1. Por ejemplo, pueden usarse sPLA,s marcadas radioactiva o
fluorescentemente en ensayos de unién de competencia, y puede examinarse en los compuestos seleccionados la
inhibicién de la unién de sPLA,.

También pueden identificarse compuestos activos bioldgicamente examinando en los compuestos seleccionados la
modulacién de un efecto bioldgico de sPLA, tal como los listados antes. Por ejemplo, pueden afiadirse SPLA,s de esta
invencion a células en presencia o ausencia de un compuesto seleccionado y puede ensayarse en células proliferacién
celular, migracién de células, contraccién de células o apoptosis.

En general, otro aspecto de esta invencién estd relacionado asi con el uso de un compuesto identificado primero
por los métodos descritos antes. Nuevas composiciones farmacéuticas pueden contener una cantidad eficaz terapéuti-
camente de un compuesto identificado por un método anterior de esta invencion. Estas composiciones farmacéuticas
pueden emplearse en métodos para tratar estados de enfermedad o trastornos que implican sPLA,s grupo III de esta
invencion.
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Otras ventajas y caracteristicas de la invencién resultardn evidentes leyendo los siguientes ejemplos que se refieren
a la clonacidn, organizacién gendmica, representacion de mapa cromosémico, distribucién en tejidos y expresion
heter6loga de la primera sPLA, grupo III humana y que se refieren a los dibujos adjuntos en los que:

La figura 1 presenta un diagrama esquematico del gen (A) y la secuencia de nucleétidos de cADN (B) de sPLA,
hGIII. A, La estructura de exones-intrones del gen de sPLA, hGIII se muestra en la parte superior y se muestran debajo
la secuencia EST y los diferentes productos de PCR de cADN que se han multiplicado para determinar la secuencia
del cADN de sPLA, hGIII de longitud completa (Panel B). Los exones e intrones se representan como cajas abiertas
y lineas rectas, respectivamente. El codén de iniciacion de metionina y el codén de detencidn del gen de sPLA, hGIII
estan situados en los exones 1 y 7. El dominio de sPLA, estd codificado por los exones 1 a 4. B, se muestra la secuencia
de cADN de consenso. El segmento de péptido sefial predicho estd encajonado. Los cinco lugares de N-glicosilacién
putativos estan encuadrados. El dominio de sPLA, estd subrayado. Los limites de ex6n-intrén se indican por puntas
de flecha.

La figura 2 presenta el alineamiento de las secuencias de aminoacidos de sPLA,s grupo III. Se muestran secuen-
cias de proteinas de sPLA, maduras. Las secuencias de sPLA, son de (20, 22, 23, 25-27). Sélo se ha informado de
secuencias parciales para sPLA,s de medusa y lagarto escorpion (25, 26).

La figura 3 presenta un anélisis de manchas de Northern de la distribucién en tejidos de sSPLA, hGIII. Una mancha
de Northern comercial que contenia 2 ug de poli A* ARN de diferentes tejidos de adulto humano se hibridé con alto
rigor con sonda de ARN de sPLA, marcada con [32°] como se describe en “Experimental Procedures™. sk. musc.,
musculo esquelético; small intest., intestino delgado; PBL, leucocitos de sangre periférica. kb, kilobase. La mancha se
expuso durante 7 dias.

La figura 4 presenta las propiedades enzimdticas de sPLA, hGIII. A, dependencia de Ca** de la hidrdlisis de vesi-
culas de 1-palmitoil-2-(10-pirenodecanoil)-sn-glicerol-3-fosfometanol por sPLA, hGIII purificada con Q-Sepharose,
B, dependencia del pH de la hidrélisis de vesiculas de fosfatidilcolina por sPLA, hGIII purificada con Q-Sepharose.

I. Procedimientos experimentales
1.1 Clonacion molecular de sPLA, hGIII

La bisqueda de homoélogos de sPLA, en bases de datos génicos guardadas en el National Center for Biotechnology
usando el programa de alineamiento de secuencia tBLASTn (28) produjo la identificacién de una secuencia genémica
humana (clon PAC DJ412A9, nimero de admisién GenBank AC005005) de 133893 nucledtidos que contenian varias
regiones de homologia con sPLA, grupo III de veneno de abeja. Esto sugirié que este gran clon gendémico contiene
un gen con varios exones e intrones que codifican una nueva sPLA, grupo III humana. Los limites exén-intrén del
gen de sPLA, humana se dedujeron segin el alineamiento con la SPLA, de veneno de abeja y secuencias de consenso
exon-intrén (29) para proporcionar una secuencia de cADN putativa. Para demostrar la presencia de la secuencia
de cADN putativa en tejidos humanos, se realizé un primer grupo de experimentos de RT-PCR (RT-PCR 1 en la
Fig. 1) en diferentes cADNs humanos con cebadores que flanquean el lazo de unién a Ca®>* y el dominio de lugar
activo de la nueva sPLA, (los cebadores sentido y antisentido corresponden a los nucleétidos 445 a 468 y 655 a 679,
respectivamente, Fig. 1). Un producto de ADN se multiplicé a partir de cADN de pulmén fetal humano y se encontrd
que tenia una secuencia de nucleétidos correspondiente al cADN putativo. Esta secuencia se usé después para clonar
la secuencia de cADN completa mediante experimentos de RACE-PCR 5’ y 3’ como se ha descrito previamente
(7). Brevemente, Poli A* ARN fetal humano (2 ug, Clontech) se transcribi6 inversamente, y se lig6 cADN de doble
cadena a adaptadores que contenian secuencias de los cebadores universales SP6 y KS. Las reacciones de PCR se
realizaron usando cebador KS y un cebador delantero o inverso especifico, para RACE-PCR 3’ 0 5°, respectivamente.
Los productos de PCR se subclonaron en vector Easy PGEM-T (Promega), y se examinaron colonias usando una
sonda de oligonucleétidos marcada con [**P] interna. Los experimentos de RATE-PCR 3’ condujeron a la clonacién
de una secuencia de 1458 nucledtidos que contenia en su extremo 3’ una extension enmarcada de 304 aminodacidos,
un codén de detencidn y una region no codificante 3’ de 546 nucledtidos que contenia un lugar de poliadenilacién
putativo. La busqueda en bases de datos EST produjo la identificacién de una secuencia EST (Genbank AI282787),
y la determinacién de secuencia total de este clon de EST revel6 una secuencia de 193 nucleétidos que contenia una
secuencia de 166 nucledtidos idéntica en su extremo 5° al clon genémico y una secuencia poliA de 27 nucledtidos. Se
realizaron experimentos de RACE-PCR 5’ con un cebador antisentido (nucleétidos 518-545 en la Fig. 1) y condujeron
a la clonacién de una secuencia de 158 nucleétidos, que extendia la secuencia del extremo 5’ del fragmento de ADN
de RT-PCR 1 en 20 residuos de aminodcidos. Enmarcada con esta secuencia de 158 nucleétidos, se encontrd una
metionina iniciadora seguida por una secuencia de 19 aminodcidos que presentaba las caracteristicas de una secuencia
de péptido sefial (30) en la secuencia genémica aguas arriba. Se disefiaron un cebador aguas arriba de la metionina
iniciadora putativa (nucleétidos -254 a -229 en la Fig. 1) y un cebador antisentido (nucleétidos 2205 a 2236 en la Fig.
1) derivado de la secuencia EST anterior y se usaron para multiplicar la sSPLA, de cADN hGIII de longitud completa
(RT-PCR 2 en la Fig. 1). Este experimento de RT-PCR se realizé en el mismo cADN de pulmén fetal humano usando
la Polimerasa de ADN Pwo correctora y condujo a la clonacién de un fragmento de cADN de 2564 nucleétidos que
contenia un marco de lectura abierto de 1530 nucledtidos. Para confirmar que este marco de lectura abierto largo
resultaba de un empalme apropiado del gen de sPLA, hGIII, se realizaron experimentos de captura de exén. Para este
fin, un fragmento gendémico que abarcaba el gen de hGIII putativo se multiplicé con el sistema de PCR de plantilla
larga Expand (Roche), cebadores disefiados a partir del clon de PAC humano DJ412A9 (nucledtidos 36143-36175
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y 43062-43092 para cebadores sentido y antisentido, respectivamente), y ADN genémico humano como platilla. Un
fragmento genémico de 6,95 kilopares de bases esperado se multiplicé y subcloné en el vector pETO1 de captura de
exon (MoBiTech), se determiné la secuencia parcialmente, y el plasmido resultante se transfect6 en células COS. Tres
dias después de la transfeccidn, se preparé ARN total, se transcribi6 inversamente con oligodT y se sometié a PCR con
cebadores que flanqueaban el marco de lectura abierto de SPLA, hGIII. Un fragmento de PCR de 1530 nucle6tidos se
multiplicd, se cloné en vector Easy pGEM-T (Promega) y se encontré que codificaba el marco de lectura abierto de
hGIII de longitud completa. No se observé multiplicacién con cADN de células COS transfectadas con el vector de
captura de exén progenitor.

1.2 Andlisis de la distribucion en tejidos de sPLA, hGIII

Una mancha de Northern humana (catdlogo Clontech 7780-1) se sondé con una ribosonda marcada con [*P]
correspondiente a la secuencia de nucleétidos 445 a 679 de sPLA, hGIII (Fig. 1) en tamp6n de hibridacién ULTRAHyb
(Ambion, catdlogo 8670) durante 18 h a 70°C. La ribosonda antisentido desprendible de alta sensibilidad se sintetiz6
usando el juego Ambion de ARN Strip-EZ (catdlogo 1360). La mancha se lavé hasta un rigor final de 0,1 X SSC
(NaCl 30 mM, citrato trisédico 3 mM, pH 7,0) en 0,1% de SDS a 70°C y se expuso a peliculas Kodak Biomax MS con
una pantalla intensificadora transpantalla-HE.

1.3 Expresion recombinante de sPLA, hGIII en células COS

La secuencia de cADN de longitud completa que codifica SPLA, hGIII se subcloné en el vector de expresion
pRc/CMVneo (Invitrigen) y se afiadié una secuencia Kozak de consenso para aumentar la expresion de proteina como
se ha descrito previamente (6). Se determiné la secuencia de la construccion de ADN después de subclonar y se
transfectd transitoriamente en células COS usando DEAE-dextrano (7). Cinco dias después de la transfeccién, se
recogi6 el medio de células y se purificé parcialmente en una columna de intercambio aniénico. Brevemente, el medio
de cultivo de células COS (9 ml) se cargé a razén de 1 ml/min en una columna de 10 ml de Q-Sepharose Fast Flow
(Pharmacia) equilibrada previamente en Tris 25 mM, pH 8,0 a 4°C. Después de lavar con tampén de equilibracién para
separar proteina no unida, se inici6 el programa de disolvente (10 min en tampén de equilibracién seguidos por un
gradiente lineal de NaCl, de NaCl 0 a 1 M durante 40 min). Se detectd la actividad enzimatica de sPLA, hGIII usando
el ensayo fluorimétrico con 1-palmitoil-2-(10-pirenodecanoil)-sn-glicero-3-fosfometanol como se ha descrito (8). El
agrupamiento de fracciones que contenian hGIII se concentr6 aproximadamente 10 veces por ultrafiltracién centrifuga
(membrana YM-10, Amicon) a 4°C, y el concentrado se guardé a -20°C. Usando este ensayo, no se detectd actividad
de fosfolipasa A, en medio de cultivo de células COS transfectadas con el vector de expresién progenitor.

1.4 Estudios de actividad de PLA,

Se realizaron como se describe en (8) estudios para medir la velocidad inicial de hidrdlisis de pequefias vesicu-
las unilaminares de fosfatidilglicerol (1-palmitoil-2([9, 10[*H])-palmitoil-sn-glicero-3-fosfoglicerol en 1-palmitoil-
2-oleoil-sn-glicero-3-fosfoglicerol a razén de 50 Ci/mol) y fosfatidilcolina (1-palmitoil-2-([9, 10[*H])-palmitoil-sn-
glicero-3-fosfocolina, 50 Ci/mol) usando sPLA, hGIII purificada con Q-Sepharose. Las velocidades iniciales se cal-
cularon a partir de 3 puntos de tiempo en la porcién lineal de la curva de producto frente al tiempo. Se obtuvieron
perfiles de pH-velocidad para la hidrdlisis de fosfatidilcolina como se ha descrito, (8). La dependencia de Ca®* de
la hidrdlisis de fosfolipido se realizé con el ensayo fluorimétrico (descrito antes) con EGTA 10 uM (sin Ca®*) o con
CaCl, en exceso de EGTA para dar Ca** 10-650 uM.

II. Resultados y discusion
1.1 Clonacion molecular de sPLA, hGIII

El examen de bases de datos de secuencias nucleicas de mamifero con diversas sPLA,s de veneno condujo a los
inventores a identificar un fragmento gendémico humano grande de 133893 nucleétidos que presentan varias regiones
de homologia con la sPLA, grupo III de veneno de abeja. Esto sugiri6 que el clon gendmico contiene un gen completo
con varios exones e intrones que codifica una sPLA, grupo III humana (hGIII) putativa. Se disefié un primer grupo
de cebadores sentido y antisentido a partir de las secuencias gendmicas homoélogas a sPLA, de veneno de abeja y
se usaron para experimentos de RT-PCR (RT-PCR 1 en la Fig. 1A) en cADNs humanos de cerebro, pancreas, bazo,
musculo esquelético y pulmoén fetal. Se multiplicé un fragmento de ADN de cADN de pulmén fetal y se encontrd que
su secuencia correspondia a los exones empalmados esperados de la secuencia gendmica. Experimentos de RACE-
PCR 5’ y 3’ seguidos por una segunda ronda de RT-PCR (RT-PCR 2 en la Fig. 1A) en cADN de pulmén fetal
humano condujeron a la clonacién de un fragmento de cADN de 2564 nucleétidos que contenia un marco de lectura
abierto grande de 1530 nucledtidos (véanse la Fig. 1 y los Procedimientos experimentales para tener detalles). El
examen de bases de datos EST produjo la identificacién de una secuencia EST humana simple (Genbank AI282787)
de 193 nucledtidos que contiene una cola poliA, sugiriendo que esta secuencia EST corresponde al extremo 3’del
mARN de sPLA, hGIII (Fig. 1A). La comparacién de la secuencia de cADN de 2564 nucleétidos con la secuencia
genémica PAC indic6 que el gen de sPLA, hGIII estd compuesto por al menos 7 exones y 6 intrones que se extiende
aproximadamente 7 kilopares de bases (Fig. 1A). Se realizaron experimentos de captura de exones y se encontré que
confirmaban la estructura exén-intrén y la secuencia del marco de lectura abierto de sPLA, hGIII completo de 1530
nucledtidos (véanse Procedimientos experimentales). El clon de PAC DJ412A9 (Genbank AC005005) que contenia
el gen de sPLA, hGIII se gener6 por el programa de determinacién de secuencia del cromosoma humano 22 (31),
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indicando que el gen de sPLA, hGIII delimita a este cromosoma entre los marcadores de Genethon D22S1150 y
D22S5273. La localizacién del gen de hGIII es asf distinta de las de genes para SPLA,s de grupos IB, IIA, IID, V y X
humanas (8, 9).

De modo similar a otras sPLA,s de mamifero, el marco de lectura abierto de SPLA, hGIII comienza con un pépti-
do sefial de 19 aminoécidos (30), indicando que podria segregarse la nueva enzima. En contraste con otras SPLA,s de
mamifero (117 a 148 aminodcidos), el marco de lectura abierto de hGIII codifica una proteina mucho mayor de 490
aminodcidos (masa molecular calculada 55,3 kDa, pl calculado 9,1) que contenia cinco lugares de N-glicosilacién pu-
tativos (Fig. 1B). Esta proteina estd formada por un dominio de sPLA, central (141 residuos) flanqueado por regiones
N- y C-terminales (130 y 219 residuos, respectivamente). En base al alineamiento con las sPLA,s grupo III de veneno
(Fig. 2), el dominio de sPLA, comprende 141 aminoacidos (masa molecular calculada 16 kDa, plI calculado 5,4) y
muestra los aspectos tipicos de las SPLA,s grupo III incluyendo las 10 cisteinas especificas para sPLA,s grupo Il y
los residuos clave del lazo de Ca** y el lugar catalitico. El dominio de sPLA, contiene 2 lugares de N-glicosilacién
putativos que no estdn conservados con el de sPLA, de veneno de abeja situado en posicién 15 en la Fig. 2. Sin em-
bargo, uno de ellos esta situado sdlo 4 residuos aguas abajo del lugar de glicosilacién en sPLA, de veneno de abeja.
De manera interesante, el dominio de hGIII es mds similar a SPLA, grupo III de veneno identificadas en vertebrados.
Realmente, se encuentran mayores niveles de identidad con las isoformas PA-2 y PA-5 (43% y 46%, respectivamente)
purificadas del lagarto Gila monster (27), mientras que se observan menores niveles con sPLA,s grupo III de veneno
de abeja de la miel, abejorro y el escorpidn Pandinus imperator (Fig. 2).

No podian encontrarse entradas en bases de datos de proteinas con homologia significativa a las regiones N-y C-
terminales que flanquean el dominio de sPLA, del gen de sPLA, hGIII. Son ambas bdsicas (pI calculados 9,1 y 11,3
para las regiones N- y C-terminal, respectivamente) y contienen de 4 a 8 cisteinas, sugiriendo que pueden plegarse
separadamente a partir del dominio de sPLA,. La funcién de estos dos dominios es completamente desconocida ac-
tualmente. Una posibilidad es que estos dominios podrian estar implicados en la maduracién de sPLA, hGIII durante
o después de su secrecion desde las células. Aunque el proceso de maduracion de sPLA, hGIII permanece claramen-
te por elucidar, la presencia de un doblete KR bdsico en el extremo del dominio N-terminal (Fig. 1B) sugiere que
este dominio podria servir como propéptido largo que puede dividirse por proteina convertasa tipo subtilisina en el
aparato de Golgi (32). De manera interesante, la secuencia de la proteina madura de sPLA, de veneno de abeja esta
precedida por un residuo de arginina (20) y se ha encontrado una secuencia de propéptido corta que termina con un
doblete de arginina en sPLA, grupo X humana (6). La regiéon C-terminal contiene también varios residuos bdasicos
incluyendo dobletes bésicos, que pueden estar implicados también en maduracion de proteinas. Ademds, el dominio
C-terminal contiene numerosas prolinas y un pentapéptido RRLAR similar al encontrado en Imperatoxina I de ve-
neno de Pandinus imparator (22). A este respecto, no estd claro todavia si algunas sPLA,s de grupo III de veneno
tienen también tales regiones N- y C-terminales grandes, porque s6lo se han determinado hasta ahora secuencias de
proteina madura y secuencias de cADN parciales (20, 23, 25-27), excepto para las sPLA,s de de veneno de Pandi-
nus imperator (22, 24). Una segunda posibilidad puede ser que los dominios N- y C-terminales estén implicados en
dimerizacién de sPLA,, fijacién de objetivo de células o interaccion con proteinas celulares incluyendo posiblemente
receptores de sPLA, (4). La tltima posibilidad puede ser que estos dominios jueguen un papel en regulacion de la
actividad de sPLA, hGIII. A diferencia de las SPLA,s grupo I y II que contienen una red de enlaces de hidrégeno que
enlaza el término N con residuos cataliticos, la estructura de rayos X de la sPLA, de veneno de abeja muestra que el
término N no forma parte de la estructura de lugares activos (11). Realmente, la SPLA, de veneno de abeja recom-
binante expresada como proteina de fusién N-terminal presenta la misma actividad catalitica que la fusién dividida
o la enzima nativa (33). Esto sugiere que la presencia de la extensién N-terminal (y presumiblemente la regién C-
terminal que tampoco forma parte del lugar catalitico (11)) no interferirfa con la actividad catalitica de sPLA, hGIII.
sPLA, hGIII de longitud completa o dividida parcialmente puede ser asi activa cataliticamente y los dominios N- y
C-terminales pueden participar en las propiedades enzimdticas de hGIII. Se necesitan claramente estudios adicionales
para elucidar el proceso de maduracién de la proteina de sPLA, hGIII y el papel de estas regiones N- y C-terminales
adicionales.

1.2 Distribucion en tejidos de sPLA, hGIII

La distribucién en tejidos de sPLA, hGIII se analizé por hibridacién con alto rigor con una mancha e Northern
humana (Fig. 3). La sPLA, hGIII se expresa como un transcripto simple de 4,4 kilobases que es abundante en rifién,
corazén, higado y musculo esquelético, y también estd presente en bajos niveles en placenta y leucocitos de sangre
periférica. Se detectd poca o ninguna expresion en cerebro, colon, timo, bazo, intestino delgado y pulmén. El modelo
de expresion de sPLA, hGIII es distinto del de otras sSPLA,s humanas, sugiriendo que esta nueva enzima tiene funcién
(es) especifica(s). Notablemente, SPLA, hGIII se expresa en rifién, mientras que no se habia detectado previamente
expresion en este tejido para sPLA,s grupos IB, IIA, IID, V y X humanas (6, 9). Por otra parte, sPLA, hGIII se co-
expresa en corazon con SPLA,s grupos IIA y V humanas, y en higado y miisculo esquelético con sPLA, grupo IIA
humana (6).

1.3 Expresion recombinante de sPLA, hGIII y propiedades enzimdticas

Cuando el cADN de sPLA, hGIII se transfecto transitoriamente en células COS, la actividad de sPLA, se acumuld
en el medio de cultivo, indicando que el cADN de sPLA, hGIII codifica una enzima activa segregada. El nivel de
actividad de sPLA, medido después de lavar las células con tamp6n de alto contenido de sal que contenia NaCl 1 M
y en lisado de células fue bajo, sugiriendo que la sPLA, hGIII no estd unida estrechamente a la superficie celular y se
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segrega eficazmente. La sPLA, hGIII se purificé parcialmente por cromatografia en una columna de flujo rdpido de
Q-Sepharose y la fraccién de sPLA, eluida se usé para analizar las propiedades enzimaticas.

Como todas las sPLA,s de mamifero que se han caracterizado cinéticamente (7, 8, 34, 35), la sPLA, hGIII es
considerablemente mas activa (11 veces en base a las velocidades iniciales) en vesiculas de fosfatidilglicerol aniénicas
frente a vesiculas de fosfatidilcolina con carga positiva y negativa (no mostradas). Se requieren estudios adicionales
con sPLA, hGIII pura en mayores cantidades para determinar si esta diferencia de velocidad es debida a una fraccién
aumentada de enzima unida a la interfase anidnica frente a con carga positiva y negativa, un valor menor de la Ky,
interfacial para fosfatidilglicerol frente a fosfatidilcolina, o0 ambos. Como se muestra en la Fig. 4A, la velocidad de
hidrélisis de vesiculas de fosfatidilmetanol por hGIII es completamente dependiente de Ca** con una K, de 6 + 0,8
uM. La K, para Ca®* de 6 uM para la accién de sPLA, hGIII sobre vesiculas de fosfatidilmetanol es considerablemente
mas baja que los valores de submilimolar a milimolar indicados para otras sPLA,s. Sin embargo, el valor de Ky medido
en este estudio es un valor aparente. Para SPLA,s, la unién de fosfolipido al lugar activo depende de Ca®*, y asf la
K, aparente observada para Ca>* depende de la afinidad del lugar activo de la enzima por el sustrato de fosfolipido
(36). La K, para Ca®* también es modulada por la afinidad de la enzima por la interfase de la vesicula porque la
unién interfacial es un prerrequisito para la unién de fosfolipidos de cadena larga al lugar activo de la enzima. En
este contexto, puede indicarse que la SPLA, grupo IIA humana se une a Ca** con afinidad milimolar en ausencia de
sustrato (37, 38), pero la Ky por Ca** en presencia en presencia de fosfatidilglicerol (que soporta una unién interfacial
y de lugar activo estrecha) en el intervalo micromolar bajo (39). Una vez que estén disponibles grandes cantidades
de sPLA, hGIII recombinante, serd posible usar métodos espectroscopicos para medir la afinidad de la enzima por
Ca”" en ausencia de sustrato. Como se muestra en la Fig. 4B, la sPLA, hGIII es activa Gptimamente en vesiculas de
fosfatidilcolina a pH 8. El perfil pH-velocidad de hGIII es similar a muchas sPLA,s (12). El aumento de la velocidad
hasta pH 8 refleja probablemente de la histidina del lugar activo de modo que pueda funcionar como una base general
para el ataque de una molécula de agua sobre el grupo carbonilo éster del sustrato (13).

II. 4 Comentarios finales

En los tdltimos afios, el método de biologia molecular ha revelado la presencia de una diversidad de sPLA,s en ma-
miferos (5-9). La familia de sSPLA,s de mamiferos comprende ocho miembros de 14-17 kDa que incluyen sPLA,s de
un grupo I, 5 grupos II, un grupo V y un grupo X. Incluye también otoconina-95, una proteina principal del complejo
otoconial extracelular del oido interno, que consiste en una proteina segregada grande de 469 residuos que contiene
dos dominios tipo sPLA, (40, 41). Todas estas sPLA,s tienen estructuras primarias conservadas, tienen en comuin
diversos disulfuro y varias tienen una organizacién gendémica similar. Estas sPLA,s son asi enzimas relacionadas es-
tructuralmente que entran dentro del mismo grupo de proteinas, a saber el conjunto de sPLA, I/II/V/X. Debe indicarse
no obstante que todas tienen distribucién en tejidos y funcién distintas. La familia de sPLA de mamiferos comprende
ahora también la sPLA, grupo III humana, que no pertenece al conjunto de sPLA, I/II/V/X. La sPLA, hGIII tiene una
secuencia primaria de sPLA, distinta de las anteriores sPLA,s, contiene regiones N- y C-terminales extra y tiene una
organizacion gendémica diferente. Juntas, esto indica que pueden expresar mamiferos SPLA,s del conjunto de grupos
I/II/V/X y del conjunto de grupo III distinto. De modo interesante, puede observarse lo mismo en reptiles, porque
las sPLA,s encontradas en venenos de serpientes son enzimas de los grupos I o II, mientras que las encontradas en
venenos de lagartos pertenecen al grupo III (15). Ademds, como se ha sefialado anteriormente (15), es probable que
una especie de serpiente simple pueda expresar varias sPLA,s de diferentes grupos que estdn presentes en diversos
tejidos distintos de la glandula del veneno. Finalmente, aunque muchas sPLA,s de las que se ha informado hasta
ahora en el veneno de invertebrados parecen ser enzimas del grupo III (20, 22-25), la exploracién de bases de datos
nucleicas indica que los invertebrados también expresan sPLA,s del conjunto de grupos I/II/V/X en otros tejidos. En
resumen, esto hace probable que vertebrados e invertebrados expresen una variedad de sPLA,s del conjunto de grupos
I/II/V/X'y del grupo 111, y que estén presentes estas SPLA,s en diversos tejidos para merecer funciones especificas. En
ultimo lugar, en base a las sPLA,s actuales encontradas en mamiferos, es tentador especular que los vertebrados han
“escogido” generar una diversidad de sPLA,s del conjunto de grupos I/II/V/X y no del conjunto del grupo III. Queda
sin embargo por determinar si mds de una sPLA, grupo III se expresa en mamiferos, y si reptiles e invertebrados han
hecho la misma “eleccién” para producir su propia diversidad de sPLA,s.

En conclusioén, se cloné una nueva sPLA, humana que pertenece claramente al grupo III. Esta sPLA, parece tener
un cierto nimero de caracteristicas estructurales distintas en comparacién con las sPLA,s grupo III de veneno cono-
cidas, sugiriendo que la sPLA, hGIII puede no ser “equivalente” estructural de estas SPLA,s de veneno (4). Su distri-
bucion en tejidos parece no redundante con otras sPLA,s humanas, sugiriendo funcién(es) particular(es). El examen
inicial de los inventores indica una expresion fuerte de sSPLA, hGIII en corazén, rifién, higado y musculo esquelético,
pero, una andlisis més extenso en una amplia variedad de tejidos, tipos de células y fluidos extracelulares en condicio-
nes normales y patoldgicas podria subrayar funciones de sPLA, inesperadas. Hasta ahora, se han encontrado sPLA;s
en muchos tejidos y células, y sus funciones se han descubierto s6lo lentamente. Algunas de ellas se han implicado
como mediadores potenciales de inflamacién, y sus niveles son elevados en numerosas enfermedades inflamatorias y
tras provocar mediante citoquinas y endotoxinas proinflamatorias (3, 4, 9, 42). Los niveles de sPLA,s también estdn
aumentados en cdncer y se ha propuesto que las sPLA,s juegan un papel en proliferacioén celular y cincer (3, 4, 9).
Las sPLA,s también estdn aumentadas después de isquemia (3, 43) y pueden jugar un papel en neurotransmision (44).
Finalmente, las sSPLA,s se han implicado en mecanismos de defensa de hospedantes frente a diferentes cepas bacte-
rianas (45-48) y, mas recientemente, las sPLA,s que incluyen grupo III de veneno de abeja se han revelado potentes
inhibidores del virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 (49).
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REIVINDICACIONES

1. Una sPLA, grupo III segregada por mamiferos constituida por, o que comprende, la secuencia de aminodcidos
de la lista de secuencias con el nimero SEQ ID No. 2.

2. Una sPLA, grupo III segregada por mamiferos segun la reivindicacién 1%, en la que dicho mamifero es un ser
humano.

3. Una molécula de 4cido nucleico constituida por una secuencia nucleica que codifica una sPLA, grupo III segre-
gada por mamiferos, cuya secuencia de aminodcidos estd representada en la lista de secuencias del apéndice con el
nimero SEQ ID No. 2.

4. Una molécula de acido nucleico constituida por, o que comprende, la secuencia de la lista de secuencias del
apéndice con el nimero SEQ ID No. 1.

5. Un anticuerpo policlonal o monoclonal dirigido contra una sPLA, grupo III segregada por mamiferos segiin
alguna de las reivindicaciones 1% a 3%

6. Un vector que comprende al menos una molécula de 4cido nucleico segtin alguna de las reivindicaciones 3% o 4,
ventajosamente asociada con secuencias de control adaptadas.

7. Un hospedante celular transformado por una molécula de 4cido nucleico segtin alguna de las reivindicaciones 3*
o4

8. Un hospedante celular transformado por un vector segtin la reivindicacion 6°.

9. Un método in vitro para identificar un compuesto activo bioldgicamente capaz de inhibir la actividad catalitica
de sPLA, segtin alguna de las reivindicaciones 1* o 2%, en el que el compuesto se afiade a los hospedantes celulares
seglin las reivindicaciones 7* u 8%, y se mide la liberacion de 4cidos grasos y lisofosfolipidos.

10. Un método in vitro para identificar un compuesto activo biolégicamente por sus propiedades de unién a recep-
tores de sPLA, que se unen a SPLA,s grupo III segtin alguna de las reivindicaciones 1* o0 2%, en el que se usa una sPLA,
grupo III segiin alguna de las reivindicaciones 1* 0 2°* en ensayos de unién de competencia con dicho compuesto.

11. Un método in vitro para identificar un compuesto activo biolégicamente que modula proliferacién celular,
migracion de células, contraccidn de células o apoptosis, en el que se afiade una sPLA, grupo III segtin alguna de las
reivindicaciones 1* o 2* a células en presencia o ausencia de dicho compuesto y se ensaya en las células proliferacién
celular, migracion de células, contraccion de células o apoptosis.

12. Una composicion farmacéutica que contiene una cantidad eficaz terapéuticamente de una sPLA, grupo III

segregada por mamiferos segin alguna deb las reivindicaciones 1* o 2* o de una molécula de dcido nucleico segin
alguna de las reivindicaciones 3% o 4°.
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LISTA DE SECUENCIAS

<100> Centre National de la Recherche Scientifique

<120> Nueva Fosfolipasa A2 grupo III segregada por mamiferos

<130> 7317prov\PCT

<140> XXX

<141> 09-02-2001

<150> Provisional de los EE.UU. 60/181.765
<151> 11-02-2000

<160> 2

<170> PatentIn versién 3.0

<210>1
<211> 2719
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS

<222> (254)..(1783)
<223> Gen que codifica fosfolipasa A2 grupo III segregada por seres humanos

<400> 1

atggggacgt

ggattcggtt

gctccattca

agecgeegee

gggccagtge

ttc
Phe

acc
Thr

ctg
Leu
4S

cgc

ctg
Leu

tco
Ser
30

agc
Ser

tgg

g89
Gly
15

cge
Cys

tte
Phe

gat

gggecctgge aagtgcacte ctcagccaat cagogtectyg
acaagcccaa gatcacccca tactccagec tcttteocteco
ttggteeccge cgeaclgggse crgctggget cogettecgt
tggtggggee accaagggcea ggcatcccag gggetttgte
aga atg ggg gttt <cag gca ggg ctg ttt gga atg

Met Gly Val Gln Ala Gly Leu Phe Gly Met
1 1 10

cccggotgyt
tecteeegea
tccactgcete
tgactggact

ctg ggc
ey Gly

gtg g¢c ctg ggg ggC tcce cct goe cte cgc tgg tac agg
val Ala Leu Gly Gly Ser Pro Ala Leu Arg Trp Tyr Arg

20 25

cac ttg acc aag gcC gte ctt gyc aac cca ¢ty gggyg tac
His Leu Thr Lys Ala Val Pro Gly Asn Pro Leu Gly Tyr

35 40

ctg gcc aag gat get ¢ag gga crtg goc ctg atc cat goc
Leu Ala Lys Asp Ala Gln Gly Leu Ala Leu Ile His Ala

50 1]

60

gcg cac agg agg Ctyg cag gca tgt agc Tgg gag gat gag

60

120

180

249

289

337

185

£33

483
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Arg

ceg
Pro

tg9

gcce
Ala

cca
Pro
128

agt
Gly

ctg
Leu

gte
val

cag
Gln

ttc
Phe
205

cta
Leu

ctc
Phe

tgt
Cys

TD

gag
Glu

gge
Gly

act
Thr
110

gca
Ala

gga
Gly

tag
Trp

ttc
Phe

aac
Asn
190

cac

His

cag
Gln

aac
Asn

gtg
val

Asp

cte
Leu

tce
Ser
95

ctt

Leu

999
Gly

gg99
Gly

tgt

cag
Gln
178

ate
1le

ace

aat
AsSn

gtg
val

9cg
Ala
255

Ala

ace
Thr
80

ttc
Phe

cag
Glno

gcc
Ala

cac
His

992
Gly
160

gga
Gly

tca
Ser

atc
Ile

cag
Gin

ctg
Leu
240

tgg

His
65

gca
Ala

atc
Ile

agt
Sex

agg

cag
Gln
145

gtt
Val

cce
Pro

cce
Pro

tce
Ser

cac
His
225

gag
Glu

tac
Tyr

Azg

gce
Ala

cac
His

cag
Gln

aaqg
Lys
130

cga
Arg

gga
Gly

gat
ASp

tkg
Leu

cac
Ris
210

gac

ASp

atc
Ile

ES 2295134 T3

Arg Leu Gln Ala Cys

tac

Tyt

acc
Thr

tgg
115
aag

Lys

gag
Glu

gat

cte
Leu

cag
Gln
198

tgt
Cys

tee
Ser

cece
Pro

tgg
Tcp

9gt
Gly

cce
Pro
100

gag
Glu

cga
Arg

aag
Lys

tce
Ser

tgt
Cys
180

tac
Tyr

gac
Asp

acc
Ile

tge
Cys

agc
Gly
360

gct
Ala
$s

gga
Gly

gca
Ala

gca
Ala

aga
Arg

gct
Ala
165

tge

Cys

aac
Asn

tgt
Cys

teg
Sex

tte
Phe
245

993
Gly

70

cte
Leu

cee
0

tge
Cys

gca
Ala

gga
Gly
150

999
Gly

€99
Arg

tat
Tyr

gac
AsD

gac
Asp
230

gtg
val

tgt
Cys

tgt
Cys

gag
Glu

cga
Arg

§59
Gly
1358

tgg
Trp

aac
ABn

gaa
Glu

9g9c
Gly

ace
Thr
215

atec
Ile

crg
Leu

agq

Ser

gct
Ala

cty
Leu

gcg
Ala
120

cag
Gln

acce
Thr

tce
Sar

cat
His

atc
1le
200

agg
Arg

gtg
val

gag
Glu

atg
Metr

Trp

cat
His

cag
Gln
105

cco
Leu

agt
Ser

atg
Met

teq
Ser

aac
Asp
185

cga
Arg

Tt
Phe

ggc
Gly

gag
Glu

sac

Tyr
265

Glu

gag
Glu
[ 1o]

aga

gag
Glu

gga
Gly

cct
Pro

g3g
Glu
170

cgc

aac
Asn

cag
Gln

gtg
val

cag
Gln
250

gg¢c
Gly

Asp
78

act
Thr

gca
Ala

gag
Glu

gtc
val

g9¢c
Gly
1ss

ctg
Leu

tge
Cys

tac
Tyrc

caa
Gln

gece
Ala
213s

g2g
Glu

aca
Thr

Glu

gce
Ala

ctg
Leu

agt
Ser

[led 4
Pro
140

aca
Thr

Sgg
Gly

cca
Pro

cga
Arg

tgc

Cys
220

ttc
Phe

gcg
Ala

gtg
val

529

577

625

673

721

769

817

86s

913

361

1009

1087
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cece
Pro

Tee
Sexr
285

asg
Lys

a99
Gly

atg
Met

cag
Gln
cgce
365
gag

Glu

tgc
Cys

gtt
Val

gcc
Ala
agyg

445

cga
Arg

cte
Leu
2170

c9g
Arg

cct
Pro

tce
Ser

gte
val

gge
Gly
350

ege
Arg

tee
Phe

acg
Thr

acc
Thr

cct
Pro
410

gcc
Ala

cac
His

gct
Ala

gcc
Ala

cga

aag
Lys

tct
Serxr
338

gge
Gly

cac
His

cag
Gln

cgc

aac
Asn
415

cca

Pro

ace
Ile

cag
Gln

cgc
Arg

ace
Thr

cag
Gla

cgc
Axg
320
cece
Pro

cta
Leu

ctg
Leu

ctg
Leu
cgt
400
atg

Met

ctg
Leu

a3g
Arg

ctc
Leu

ctg
Leu

tel
Serxr

aag
Lys
305

cee
Pro

agg
Arg

aaa
Lys

gac
Asp

cte
Leu
38%

ctg
Leu

ctt
Leu

gac
ASpP

gtg
val

cag
Gln
465

cag
Gln

cCca
Pro
29¢

cag
Gln

agc
Ser

ctt
Leu

cct
Pro

cag
Gln
37¢

aac
Asn

gca
Ala

tgg
Trp

tgt
Cys

tca
Ser
450

gat
Asp
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ccc
Pro
275

act
Thr

cac
Ais

saa
Lys

gat
Asp

cag
Gln
355

tgt
Cys

age
Ser

cgc
Arg

gag
Glu

atg
val
435

gcc
Ala

aaa
Lys

agg

cee
Pro

ctt
Leu

gee
Ala

gtg
Val
340

ggt
Gly

gag9
Glu

gecc
Ala

b o of og
Phe
ctg
420
gaa

Glu

cgg
Arg

ggc
Gly

ace
Thr

agc
Serxr

cg9g

aac
Asn
3235

gee
Ala

gce
Ala

cac
His

CcCaa
Gln

ctyg
Leu
408

crg

Leu

ggc
Gly

cac
Hie

aca
Thr

tte
Phe

tcc
Sex

aag
Lys
310

ace
Thr

cec
Pro

cgc
Arg

cag
Gln

gag
Glu
390

299
Arg

ggc
Gly

aaa
Lys

ttg
Leu

gac
Asp
470

tac
Tyr

€gg

298

9499
Gly

aca
Thr

aca
Thr

tog
Trp

att
Ile
378

ceCC
Pro

cte
Leu

aca
Thx

aac
Atn

cg9g
Axg
455

gag
Glu

aar
Asn
280

agc
Sex

cca
Pro

gce
Ala

9gc
Gly

gte
vVal
360

999
Gly

cte
Leu

cac
His

acc
Thr
tgt
440

agg
Axrg

agg
Arg

gce
Ala

cca
Pro

cCa

cte
Leu

cte
Leu
145

tge
Cys

cee
Pro

ttc
Phe

agc
Seyx

tgc

Cys
425

[of o oy
Ser

ctt
Leu

cag
Gln

tee
Ser

gcc
Ala

cat
His

cag
Gln
330

cag

Gin

cge
Axg

cgg
Arg

cac
His

cCa
Pro
410

ttc
Phe

aga

cag
Gln

cca
Pro

tgg
Trp

ccr
Pro

cag
Gln
318

gac
Asp

ggc
Gly

age
Sexr

gaa
Glu

tge

Crs
385

ccc
Pro

aag
Lys

gac
Asp

cag
Gln

tgg
Trp
475

age
Ser

ccce
Pro
300

aaa

Lys

cct
Pro

cca
Pro

ttc
Phe

atc
Ile
380

aac

gag
Glu

ctg
Leu

cct
Pro

agg
460

cct
Pro

1105

1183

1201

1249

1297

1345

1383

2441

1482

1517

1585

1633

1681
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tca gag cCC €tg 2ga g9C ccc atg tcs tte tac aac cag
Glu Pro Leu Arg Gly Pro Met

Ser

cta acce

Leu

cag
Gln

tga

gcrcaagectt
grtgtggaca
tcectgetget
gegttcagga
dgatgagaat
acatgtatgt
agtgectggg
crgtgtetga
aggggagect
tcaaatctce
cectcctetaa
agtgaaccaa
gectgaactat
ttegotcace

ttaaaggaga

<210>2

<211> 509

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 2

Met Gly Vval Gln Ala Gly leu Phe Gly Met Leu Gly Phe leu Gly Val

1

Ala Leu Gly Gly Ser Pro Ala Leu Arg Trp Tyr Arg Thr Ser Cys His

cag gca

480

aggaatctca
atcaagagga
ccgggtaace
agctcattct
ggggaaaggy
ccgrtgttgca
tgctgtggcec
ateccaggatt
ctttttttaa
tccatgeett
aaaaagggyg
tacatataca
ggtriggtge
tgtgaaatgg

tggcatgtgt

5

ES 2295134 T3

gcc agg aga ccc
Thr Gla Ala Ala Arg Arg Pro Asp
495

500

gecteceote
tgaatggygas
ttgagctatg
gatgccctgy
tascttattg
aaaataatac
tgaggtagca
g9g9tgagrg
cggetgeocgt
tgogeaaagy
tetotanaca
gtgctrageca
ctgatcttga
gtctaagaat

aatgaaaaasn

Ser
488

g&c agg cag

Azxg Gla

cctcagtttc agotitocty ggecaccagee tggaccttge

cgtaggttag
gatcrcaagy
tatgacacaa
getttggect
cagcagcecee
atgcctcaaa
ggtgggaagt
ttogagaggg
gccotteotyg
acctcccrct
ggagetacet
ctraataagt
gaggttgatg
agcactgatc

a2anxanradxa

10

Phe Tyr Asn Gln

tge ctg cag
Cys

Leu Gln

490

cag aag
Gln Lys
S0S

actgaagcat
cccasacgct
crtectecratyg
tgccagggaa
aggcagtace
aacctgeccta
tagggatgtc
ctettcagcte
gcccagecct
tgcactectaa
catagggttg
attecercct
taacctretra
tcacagggrt

aadaaa

tece
Ser

gy agc
Trp Ser

ccatggctat

ggcagaggct
ggaccacatc
cctggatgtg
cttcacatac
aggaggaggat
ggggagecect
acagaaatgt
cectecctece
asacctanat
gccttagttt
ttgaggatta
gcgacaccta
aaggcctcag

gtgatgcaga

pe-

1729

1777

1833

1893

1953

2013

2073

2133

2193

2253

23113

2373

2433

2493

2553

2613

2673

2719
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Leu

Ala

Kis

65

Ala

Ile

Ser

Axg

Gln

145

val

Pro

Pro

ser

Thr

Lys

s¢

Ala

His

Gln

Lys

130

Arg

Gly

Asp

Leu

His
210

Lys

35

Aap

Arg

Tyz

Thr

Trp

115

Lys

Glu

Asp

Leu

Gln
i85

Cys

20

Ala

Ala

Leu

Gly

Pro

100

Glu

Lys

Ser

Cys
180

Tyr

ASp

val

Gin

Gln

Ala

85

Gly

Ala

Ala

Ala
165

Cys

Asn

Cys

Pro

Gly

Ala

70

Leu

Pro

Cys

Ala

Gly

150

Gly

Arg

Tyr

Asp

ES 2295134 T3

Gly

Leu
55

Cys

Cys

Glu

ARrg

Gly
135

Tzp

Asn

Glu

Gly

Thr
215

Asn

40

Ala

Ser

Ala

Leu

Ala

120

Gln

Thx

Ser

His

1le

200

Arg

25

Pro

Leu

Trp

His

Gln

105

Leu

Ser

Met

Ser

Asp

188

Axrg

Fhe

Leu

Ile

Glu

Glu

90

Axg

Glu

Gly

Pro

Glu

170

Arg

Asn

Gln

Gly

His

ASp

75

Thr

Ala

Glu

val

Gly

155

Leu

Cys

Gln

Tyr

Ala

60

Glu

Ala

Leu

Ser

Pro

140

Thr

Gly

Pro

Arg

Cys
220

Leu

45

Arg

Pro

Trp

Ala

Pro

125

Gly

Leu

val

Gln

Phe

205

Leu

30

Ser

Tp

Glu

Gly

Thr

110

Ala

Gly

Phe

Asn

190

His

Gln

Phe

Asp

Leu

Ser

25

Leu

Gly

Gly

cys

Gln

175

Ile

Thr

Asn

Leu

Ala

Thr

890

Phe

Gln

Ala

His

Gly

160

Gly

Ser

Ile

Gln



15

20

25
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His

2258

Glu

Tyr

Leu

Sexr

Lys

305

Pro

Arg

Lys

Asp

Leu

385

Leu

Leun

Asp

Ile

Trp

Gln

Pro

290

Gin

Ser

Leu

Pro

Gln

370

Asn

Ala

Ser

Pro

Trp

Pro

275

Thr

His

Lys

Asp

Gln

355

Cys

Sexr

ATy

Glu

Ile

Cys

Gly

260

Arg

Pro

Leu

Ala

val

34¢

Gly

Glu

Ala

Phe

Leu
420

Ser

Phe
245

Gly

Serx

Arg

Asn

325

Ala

Ala

His

Gln

Leu

405

Leu

ES 2295134 T3

Asp Ile Val Gly val

230

val

Cys

Phe

Ser

Lys

310

Thr

Pro

Axrg

Gln

Glu

330

Arg

Gly

Leu

Arg

Tyr

295

Gly

Thr

Thr

Trp

Ile

378

Pro

Leu

Thr

Glu

Met

Asn

280

Ser

Pro

Ala

Gly

val

360

Gly

Leu

Thr

Glu

Tyr

265

Ala

Pro

Pro

Leu

Len

345

Cys

Pro

Phe

Ser

Cys
425

Gln

250

Gly

Serx

Ala

His

Gln

330

Gln

Arg

His

Pro
{10

Phe

Ala
238

Glu

Thr

Pro

Gln

315

Asp

Gly

Ser

Glu

Cys
39S

Pro

Lys

Phe

Ala

val

Sex

Pro

300

Lys

Pro

Pro

Phe

Ile

380

Asn

Glu

Leu

rhe

Cys

Pro

sex

28S

Lys

Gly

Met

Gln

Arg

36%

Glu

Cys

val

Ala

Asn

val

Leu

270

Arg

Pro

Ser

val

Gly

350

Rxrg

Phe

Thr

Thx

Pro
430

val

Ala

255

Ala

Ala

Axg

Lys

Ser

335

Gly

His

Gln

Arg

AREn

415

Pro

Leu
240

Trp

Thr

Gln

Arg

320

Pro

Leu

Leu

Leu

Arg

1400

Met
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25

30

35

40

45

50

55

60

65

Asp Cys

val Sezr
450

Gln Asp
465

Arg Gly

Ala Arg

val

435

Ala

Lys

Pro

Arg

Glu Gly Ly9

Arg Hie Leu

Gly Thr Asp
470

Met Ser Phe
48S

Pro Asp Arg
500

ES 2295134 T3

Asn Cys
440

Arg Arg

455

Glu Arg

Tyr Asn

Gln Gln

Ser Arg Asp Pro Arg Ala Ile Arg

Leu Gln

Gln Pro

Gln Cys
490

Lys Ser
50S

445

Gln Arg Arg His Gln Leu

460

Trp Pro Ser
47S

Leu Gln Leu

Trp Sexr Gln

Glu

Thr

Pro Leu
480

Gln Ala
495
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