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Beschreibung
Verwandte Anmeldungen

[0001] Die vorliegende Anmeldung beansprucht die Prioritat der vorlaufigen US-Patentanmeldung mit der Se-
riennummer 60/081,784 von Plowman und Martinez, mit dem Titel STE20 verwandte Proteinkinasen, die am
14. April 1998 eingereicht wurden (Lyon & Lyon Aktennummer 232/279).

Gebiet der Erfindung

[0002] Die vorliegende Erfindung betrifft neue Kinase-Polypeptide, Nukleotidsequenzen, die fiir die neuen Ki-
nase-Polypeptide kodieren, als auch verschiedene Produkte und Verfahren, die fir die Diagnose und Behand-
lung verschiedener Kinase verwandten Erkrankungen und Bedingungen verwendbar sind.

Hintergrund der Erfindung

[0003] Die folgende Beschreibung des Hintergrunds der Erfindung wird bereitgestellt, um zum Verstandnis
der Erfindung beizutragen, ist aber nicht als Eingestandnis zu sehen, Stand der Technik der Erfindung zu sein
oder zu beschreiben.

[0004] Zellulare Weitergabe von Signalen ist ein fundamentaler Mechanismus, wobei externe Stimuli, die ver-
schiedene zellulare Prozesse regulieren, das Innere der Zellen betreffen. Eine der biomechanischen Schlus-
selmechanismen der Signalweitergabe schlie3t die reversible Phosphorylierung von Proteinen ein, was die
Regulierung der Aktivitat alter Proteine durch Verandern ihrer Struktur und Funktion ermdglicht.

[0005] Die am besten charakterisierten Proteinkinasen in Eukaryoten phosphorylieren Proteine an der Hydro-
xyleinheit von Serin-, Threonin- und Tyrosinresten. Diese Kinasen fallen hauptsachlich in zwei Gruppen, in die,
die fur die Phosphorylierung von Serinen und Threoninen spezifisch sind und in die, die fur die Phosphorylie-
rung von Tyrosinen spezifisch sind. Einige Kinasen, die als ,Doppelspezifitat" Kinasen bezeichnet werden, sind
in der Lage, an Tyrosin als auch an Serin/Threoninreste zu phosphorylieren.

[0006] Proteinkinasen kdnnen ebenso durch ihre Lage innerhalb der Zelle charakterisiert werden. Einige Ki-
nasen sind Transmembran-rezeptorartige Proteine, die in der Lage sind, direkt ihre katalytische Aktivitat als
Antwort auf die externe Umgebung, wie z.B. die Bindung eines Liganden, zu dndern. Andere sind nicht-rezep-
torartige Proteine, denen jede Transmembrandomain fehlt. Sie kénnen in einer Vielzahl zellularer Abschnitte
von der inneren Oberflache der Zellmembran bis zum Kern gefunden werden.

[0007] Viele Kinasen sind in regulatorische Kaskaden involviert, wobei ihre Substrate andere Kinasen bein-
halten kénnen, deren Aktivitdten von ihrem Phosphorylierungszustand reguliert werden. Schlie8lich wird die
Aktivitat einiger Downstream-Effektoren durch Phosphorylierung moduliert, die aus der Aktivierung eines sol-
chen Weges resultieren.

[0008] Proteinkinasen sind eine der grélten Familien von eukaryotischen Proteinen mit mehreren hundert be-
kannten Elementen. Diese Proteine teilen sich eine 250-300 Aminosauredomain, die in 12 unterschiedliche
Sub-Domains aufgeteilt werden kann, die die allgemeine katalytische Kernstruktur umfassen. Diese erhaltenen
Proteinmotive sind kurzlich unter Verwendung von auf PCR-basierenden Klonierungsstrategien, die zu einer
signifikanten Expansion der bekannten Kinasen fuhren, untersucht worden.

[0009] Die mehrfache Ausrichtung der Sequenzen in der katalytischen Domain von Proteinkinasen und folg-
lich die Sparsamkeitsanalyse ermdglich die Trennung von verwandten Kinasen in unterschiedliche Zweige
oder Unterfamilien, die beinhalten: Tyrosinkinasen, cyclische, nukleotidabhangige Kinasen, Calcium/Kalmodu-
linkinasen, cyclische abhangige Kinasen und MAP-Kinasen, Serin-Threonin-Kinase-Rezeptoren und mehrere
andere wenige definierte Unterfamilien.

Zusammenfassung der Erfindung
[0010] Durch die Verwendung einer zielgerichteten PCR Klonierungsstrategie und eines ,Motivextrakti-
ons"-Bioinformationsskriptes, sind Sdugetiermitglieder der STE20-Kinase-Familie als Teil der vorliegenden Er-

findung identifiziert worden. Die mehrfache Ausrichtung und Sparsamkeitsanalyse der katalytischen Domain
all dieser STE20-Familienmitglieder zeigen, dass diese Proteincluster in 9 unterschiedliche Untergruppen auf-
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geteilt werden kénnen. Eine Klassifikation auf diese Art und Weise hat sich als sehr genau herausgestellt, nicht
nur bei der Vorhersage von Motiven, die in dem restlichen nichtkatalytischen Teil jedes Proteins vorliegen, son-
dern ebenfalls bei ihrer Regulierung, ihrer Substrate und Signalwege. Die vorliegende Erfindung beinhaltet die
teilweise oder vollstandige Sequenz eines neuen Mitglieds der STE20-Familie, dessen Klassifikation, die vor-
hersagbare oder ableitbare Proteinstruktur und eine Strategie zur Aufklarung dessen biologischer und thera-
peutischer Relevanz.

[0011] Somit betrifft ein erster Aspekt der Erfindung ein isoliertes, angereichertes oder gereinigtes Nuklein-
sauremolekil, das fur STLK2 kodiert.

[0012] Mit isoliert" in Bezug auf Nukleinsaure ist ein Polymer von Nukleotiden, die zueinander konjugiert sind,
einschlieBlich DNA und RNA, die aus einer natirlichen Quelle isoliert ist oder die synthetisiert ist, gemeint. Die
isolierte Nukleinsaure der vorliegenden Erfindung ist einzigartig in dem Sinn, dass sie nicht in einem reinen
oder getrennten Zustand in der Natur zu finden ist. Die Verwendung des Begriffs ,isoliert" weist daraufhin, dass
eine naturlich auftretende Sequenz aus ihrer normalen zelluldren (d.h. chromosomalen) Umgebung entfernt
worden ist. Somit kann die Sequenz in einer zellfreien Lésung sein oder in eine unterschiedliche zelluladre Um-
gebung platziert werden. Der Begriff beinhaltet nicht, dass die Sequenz die einzige vorliegende Nukleotidkette
ist, sondern das sie ist im wesentlichen frei (ungefahr wenigstens 90-95% Reinheit) von Nicht-nukleotid-Mate-
rial, das normalerweise damit verbunden ist, ist und somit von isolierten Chromosomen unterschieden wird.

[0013] Durch die Verwendung des Begriffs ,angereichert" in Bezug auf die Nukleinsaure ist gemeint, dass die
spezifische DNA- oder RNA-Sequenz eine wesentlich héhere Fraktion (2-5-fach) der Gesamt-DNA oder RNA,
die in den Zellen oder der Losung von Interesse vorliegt, als in normalen oder erkrankten Zellen oder in den
Zellen, aus denen die Sequenz entnommen wurde, bildet. Dies kann durch eine Person durch bevorzugte
Veringerung in der Menge anderer vorliegender DNA oder RNA oder durch einen bevorzugten Anstieg in der
Menge der spezifischen DNA- oder RNA-Sequenz oder durch eine Kombination von beiden verursacht wer-
den. Es sollte jedoch angemerkt sein, dass angereichert nicht beinhaltet, dass dort keine anderen DNA- oder
RNA-Sequenzen vorliegen, sondern dass die relative Menge der Sequenz von Interesse signifikant gesteigert
wurde. Der Begriff ,signifikant” wird verwendet, um aufzuzeigen, das das Niveau des Anstiegs fur die Person,
die einen solchen Anstieg durchmacht, verwendbar ist und bedeutet im allgemeinen einen relativen Anstieg
gegeniber anderen Nukleinsauren, um ungefahr wenigstens das 2-fache, bevorzugter wenigstens das 5- bis
10-fache oder sogar mehr. Der Begriff beinhaltet ebenfalls nicht, dass es keine DNA oder RNA aus anderen
Quellen gibt. Die andere DNA-Quelle kann z.B. DNA aus einer Hefe oder einem bakteriellen Genom oder ei-
nem Klonierungsvektor, wie z.B. pUC19, umfassen. Dieser Begriff unterscheidet zwischen naturlich auftreten-
den Wirkungen, wie z.B. viraler Infektion, oder tumorartigem Wachstum, bei de das Niveau einer mRNA auf
naturliche Weise bezogen auf die andere Spezies der mRNA gesteigert sein kann. Das heil3t, der Begriff soll
nur diejenigen Situationen abdecken, bei denen eine Person interveniert hat, um den Teil der gewuinschten Nu-
kleinsdure zu erhdhen.

[0014] Es ist fur einige Zwecke ebenso vorteilhaft, dass eine Nukleotidsequenz in ihrer gereinigten Form vor-
liegt. Der Begriff ,gereinigt" in Bezug auf die Nukleinséaure erfordert keine absolute Reinheit (wie z.B. eine ho-
mogene Zubereitung). Stattdessen reprasentiert er einen Hinweis, das die Sequenz relativ gesehen reiner ist,
als in der naturlichen Umgebung (verglichen zu dem natirlichen Niveau sollte dieses Niveau wenigstens
2-5-fach gréRer sein, z.B. in Bezug auf mg/ml). Einzelne aus einer cDONA-Bibliothek isolierte Klone kdnnen zur
elektrophoretischen Homogenitat gereinigt werden. Die beanspruchten DNA-Moleklile, die aus diesen Klonen
erhalten werden, kdnnen direkt aus Gesamt-DNA oder aus Gesamt-RNA erhalten werden. Die cDNA-Klone
treten nicht natdrlich auf, sondern werden eher bevorzugt tiber Manipulation einer teilweise gereinigten natir-
lich auftretenden Sequenz (messenger RNA) erhalten. Die Konstruktion einer cDNA-Bibliothek aus mRNA be-
inhaltet die Bildung einer synthetischen Substanz (cDNA) und reine einzelne cDNA-Klone kénnen aus der syn-
thetischen Bibliothek durch klonale Selektion der Zellen, die die cDNA-Bibliothek tragen, isoliert werden. Somit
erzielt das Verfahren, das die Bildung einer cDNA-Bibliothek aus mRNA und die Isolierung unterschiedlicher
cDNA-Klone beinhaltet, eine ungefahr 10°-fache Reinigung der natiirlichen Botschaft. Somit ist die Reinheit
von wenigstens einer GréRenordnung, bevorzugt zwei oder drei Gré3enordnungen und am bevorzugtesten
vier oder fuinf Grof3enordnungen ausdriicklich beabsichtigt.

[0015] Mit einem ,Kinase-Polypeptid" sind 32 (bevorzugt 40, bevorzugter 45, am bevorzugtesten 55) oder
mehr aufeinanderfolgende Aminosauren, die in der Aminosauresequenz SEQ ID Nr. 2 oder der entsprechen-
den Aminosauresequenz voller Lange gezeigt sind, gemeint. Bei bestimmten Aspekten sind Polypeptide mit
100, 200, 300 oder mehr Aminosauren bevorzugt. Das Kinase-Polypeptid kann durch eine Nukleinsdurese-
quenz von vollstandiger Lange oder irgendein Teil der Nukleinsduresequenz von vollstandiger Lange kodiert
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sein, solange eine funktionale Aktivitat des Polypeptids aufrechterhalten wird.

[0016] Die Aminosauresequenz wird im wesentlichen der in SEQ ID Nr. 2 oder der korrespondierenden Ami-
nosauresequenz von vollstandiger Lange oder von Fragmenten davon ahnlich sein. Eine Sequenz, die im We-
sentlichen der Sequenz von SEQ ID Nr.2 ahnlich ist, wird bevorzugt wenigstens 90% Identitat (bevorzugter we-
nigstens 95% und am bevorzugtesten 99-100%) zu der Sequenz von SEQ ID Nr. 2 haben.

[0017] Mit ,Identitat" ist eine Reinheit der Sequenzen gemeint, die ihre Ahnlichkeit oder ihre Beziehung be-
stimmt. Identitat wird durch Teilen der Anzahl von identischen Resten durch die Gesamtzahl der Reste und LU-
cken und Multiplizieren des Produktes mit 100 gemessen. ,Liicken" sind Zwischenraume in einer Anordnung,
die das Ergebnis der Additionen oder Entfernungen von Aminosauren sind. Somit haben zwei Kopien von ex-
akt der gleichen Sequenz 100% Identitat, aber Sequenzen, die weniger stark erhalten sind und Léschungen,
Hinzufigungen oder Ersetzungen haben, kdnnen einen niedrigeren Grad an Identitdt haben. Der Durch-
schnittsfachmann wird erkennen, dass mehrere Computerprogramme zur Bestimmung der Sequenzidentitat
erhaltlich sind, die Standardparameter, z.B. Blast (Altschul, et al. (1997) Nucleic Acids Res. 25:3389-3402),
Blast2 (Altschul, et al. (1990) J. mol. biol. 215:403-410), und Smith-Waterman (Smith, et al. (1981) J. Mol. Biol.
147:195- 197) verwenden.

[0018] In bevorzugten Ausfiihrungsformen betrifft die Erfindung isolierte, angereicherte oder gereinigte Nuk-
leinsduremolekdle, die fur ein Kinase-Polypeptid kodieren, das eine Nukleotidsequenz umfasst, die: (a) fir ein
Polypeptid mit der Aminosauresequenz, die in SEQ ID Nr. 2 gezeigt ist, kodiert; (b) das Komplement der Nuk-
leotidsequenz von (a) ist; (c) unter sehr strengen Bedingungen an das Nukleotidmolekil von (a) hybridisiert
und flr ein natirlich auftretendes Kinase-Polypeptid kodiert; (d) fiir ein Kinase-Polypeptid mit der Aminosau-
resequenz von SEQ ID Nr.2 kodiert, mit der Ausnahme, dass diesem eine oder mehrere, aber nicht alle, der
folgenden Segmente der Aminosaurereste fehlen: 1-21, 22-274 oder 275-416 der SEQ ID Nr.2; (e) das Kom-
plement der Nukleotidsequenz von (d) ist; (f) fir ein Polypeptid mit der Aminosauresequenz, die in SEQ ID Nr.2
gezeigt ist, von Aminosaureresten 1-21, 22-274 oder 275-416 der SEQ ID Nr.2 kodiert; (g) das Komplement
der Nukleotidsequenz von (f) ist; (h) flr ein Polypeptid mit der in SEQ ID Nr. 2 gezeigten Aminosauresequenz
kodiert, mit der Ausnahme, dass diesem eine oder mehrere der Domains, die aus der Gruppe, die aus einer
N-endstandigen Domain, einer katalytische Domain, einer C-endstandigen Domain, einer aufgewickelte Spi-
ralenstrukturregion, einer Prolin-reiche Region, einer Spacer-Region, einem Einschub und einem C-endstan-
digen Schwanz besteht, ausgewahlt werden, fehlen oder (i) das Komplement der Nukleotidsequenz von (h) ist.

[0019] Der Begriff ,Komplement" betrifft zwei Nukleotide, die mehrere vorteilhafte Wechselwirkungen mitein-
ander bilden kdnnen. Zum Beispiel ist Adenin komplementar zu Thymin, da sie zwei Wasserstoffbindungen bil-
den kénnen. Auf gleiche Weise sind Guanin und Cytosin komplementar, da sie drei Wasserstoffbindungen bil-
den koénnen. Eine Nukleotidsequenz ist das Komplement einer anderen Nukleotidsequenz, wenn all die Nuk-
leotide der ersten Sequenz komplementar zu all den Nukleotiden der zweiten Sequenz sind.

[0020] Der Begriff ,Domain" betrifft eine Region eines Polypeptids, die eine spezielle Funktion enthalt. Zum
Beispiel kdnnen N-endstandige oder C-endstandige Domains von SignalUbertragungsproteinen Funktionen
dienen, einschlieBlich, aber nicht darauf beschrankt, Molekiile binden, die das Signaltubertragungsmolekdil in
unterschiedlichen Regionen der Zelle lokalisieren oder andere Signalmolekule, die direkt fir die Propagation
eines speziellen zellularen Signals verantwortlich sind, binden. Einige Domains kdnnen getrennt von dem Rest
des Proteins exprimiert werden und funktionieren von selbst, wahrend andere ein Teil des intakten Proteins
bleiben missen, um ihre Funktion zu behalten. Die letztgenannten werden als funktionale Regionen der Pro-
teine bezeichnet und betreffen ebenfalls die Domains.

[0021] Der Begriff ,N-endstandige Domain" betrifft die extrakatalytische Region, die sich zwischen dem Initi-
ator Methionin und der katalytischen Domain der Proteinkinase befindet. Die N-endstdndige Domain kann
durch Befolgung einer Smith-Waterman Ausrichtung der Proteinsequenz gegeniber der tberflissigen Prote-
indatenbasis identifiziert werden, um die N-endsténdige Grenze der katalytischen Domain zu definieren. Ab-
hangig von dessen Lange kann die N-endstandige Domain eine regulatorische Rolle bei der Kinasefunktion
spielen oder nicht. Ein Beispiel einer Proteinkinase, deren N-endstandige Domain gezeigt hat, dass sie eine
regulatorische Rolle spielt, ist PAK65, die ein CRIB-Motiv, das fiir Cdc42 und rac-Bindung verwendet wird, ent-
halt (Burbelo, P.D. et al. (1995) J. Biol. Chem. 270, 29071-290740).

[0022] Die N-endstéandige Domain Uberspannt die Aminosaurereste 1-21 der in SEQ ID Nr. 2 gezeigten Se-
quenz.
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[0023] Der Begriff ,katalytische Domain" betrifft eine Region der Proteinkinase, die typischerweise 25-300
Aminosauren lang ist und fir die Ausfihrung der Phosphattransferreaktion von einem Hochenergiephos-
phat-Donormolekdl, wie z.B. ATP oder GTP, an sich selbst (Autophosphorylierung) oder an andere Proteine
(exogene Phosphorylierung) verantwortlich ist. Die katalytische Domain von Proteinkinasen ist aus 12 Subdo-
mains zusammengesetzt, die stark erhaltene Aminosaurereste enthalten, und fir saubere Polypeptidfaltung
und die Katalyse verantwortlich sind. Die katalytische Domain kann durch Befolgung einer Smith-Waterman
Ausrichtung der Proteinsequenz gegentuiber der nichtredundanten Proteindatenbasis identifiziert werden.

[0024] Die katalytische Domain Gberspannt die Aminosaurereste 22-274 der in SEQ ID Nr.2 gezeigten Se-
quenz.

[0025] Der Begriff ,katalytische Aktivitat", wie er hier verwendet wird, definiert die Geschwindigkeit, mit der
eine Kinase. katalytische Domain ein Substrat phosphoryliert. Katalytische Aktivitat kann z.B. durch Bestim-
men der Menge eines Substrates, das in ein phosphoryliertes Produkt umgewandelt wurde, als eine Funktion
der Zeit gemessen werden. Katalytische Aktivitdt kann durch Verfahren der Erfindung gemessen werden, in
dem die Zeit konstant gehalten wird und die Konzentration eines phosphorylierten Substrats nach einem fixier-
ten Zeitraum bestimmt wird. Phosphorylierung eines Substrats tritt an der aktiven Stelle einer Proteinkinase
auf. Die aktive Stelle ist normalerweise ein Hohlraum, in dem das Substrat an die Proteinkinase bindet und
phosphoryliert wird.

[0026] Der Begriff ,Substrat", wie er hier verwendet wird, betrifft ein Molekiil, das durch eine Kinase der Erfin-
dung phosphoryliert ist. Kinasen phosphorylieren Substrate an Serin/Threonin oder Tyrosin-Aminosauren. Das
Molekil kann ein anderes Protein oder ein Polypeptid sein.

[0027] Der Begriff ,C-endstandige Domain" betrifft die Region, die sich zwischen der katalytischen Domain
oder der letzten (befindet sich am nahesten zu dem C-Ende) funktionellen Domain und dem Carboxy-endstan-
digem Aminosaurerest der Proteinkinase befindet. Mit ,funktioneller" Domain ist irgendeine Region des Poly-
peptids gemeint, die eine regulatorische oder katalytische Rolle wie durch Aminosauresequenzhomologie an
andere Proteine vorhergesagt oder durch das Vorhandensein der Aminosauresequenzen, die fur spezifische
strukturelle Konformationen (d.h. aufgewickelte Spule) Hinweis geben, gemeint. Die C-endstandige Domain
kann unter Verwendung einer Smith-Waterman-Ausrichtung der Proteinsequenz gegentber der nicht-redun-
danten Proteindatenbasis identifiziert werden, um die C-endstandige Grenze der katalytischen Domain oder
irgendeiner funktionalen C-endstandigen extrakatalytischen Domain zu definieren. Abhangig von ihrer Lange
und Aminosaurezusammensetzung kann die C-endstandige Domain eine regulatorische Rolle bei der Kinase-
funktion spielen oder nicht. Ein Beispiel einer Proteinkinase, deren C-terminales Ende eine regulatorische Rol-
le spielt, ist PAK3, das eine heterotrimerisches G, Subunit-Bindungsseite in Nahe ihres C-Endes enthalt (Lee-
uw, T. et al (1998) Nature, 391, 191-195).

[0028] Das C-endstandige Ende liberspannt die Aminosaurereste 275-416 derin SEQ ID Nr. 2 gezeigten Se-
quenz.

[0029] Der Begriff ,Signallibertragungsweg" betrifft Molekiile, die ein extrazellulares Signal durch die Zell-
membran verbreiten, um ein intrazellulares Signal zu werden. Dieses Signal kann eine zellulare Antwort stimu-
lieren. Die Polypeptidmolekiile, die bei Signallibertragungsprozessen involviert sind, sind typischerweise Re-
zeptor- und Nichtrezeptorprotein-Tyrosinkinasen, Rezeptor- und Nichtrezeptor-Protein-Phosphatasen, SRC
homologe 2 und 3 Domains, Phosphortyrosin-Bindungsproteine (SRC Homologie 2 (SH2) und Phosphortyro-
sinbindungs-(PTP und PH) Domain, die Proteine enthalt), Prolin-reiche Bindungsproteine (SH3 Domainhaltige
Proteine), Nukleotidaustauschfaktoren und Transkriptionsfaktoren.

[0030] Verschiedene niedrig- oder hochstringente Hybridisierungsbedingungen kénnen verwendet werden,
abhangig von der gewinschten Spezifitdt und Selektivitat. Diese Bedingungen sind dem Durchschnittsfach-
mann gut bekannt. Unter stringenten Hybridisierungsbedingungen hybridisieren nur hoch komplementare Nu-
kleinsduresequenzen. Bevorzugt verhindern diese Bedingungen die Hybridisierung von Nukleinsduren mit
mehr als 1 oder 2 Fehlstellen von 20 aufeinanderfolgenden Nukleotiden, bevorzugter verhindern die Bedingun-
gen die Hybridisierung von Nukleinsduren mit mehr als 1 oder 2 Fehlstellen von 50 aufeinanderfolgenden Nu-
kleotiden, am bevorzugtesten verhindern diese Bedingungen die Hybridisierung von Nukleinsduren mit mehr
als 1 oder 2 Fehlstellen von 100 aufeinanderfolgenden Nukleotiden. Bei einigen Beispielen kénnen die Bedin-
gungen die Hybridisierung von Nukleinsduren mit mehr als 5 Fehlstellen in der Sequenz mit vollstandiger Lan-
ge verhindern.
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[0031] Mit stringenten Hybridisierungsassaybedingungen sind Hybridisierungsassaybedingungen gemeint,
die wenigstens so stringent wie das folgende sind: Hybridisierung in 50% Formamid, 5X SSC, 50 mM
NaH,PO,, pH 6.8, 0.5% SDS, 0.1 mg/ml mit ultraschallbehandelter Lachssperma-DNA und 5X Denhart-Lésung
bei 42°C Uber Nacht; Waschen mit 0.2X SSC, 0.1% SDS bei 45°C und Waschen mit 0.2X SSC, 0.1% SDS bei
45°C. Bei einigen der stringentesten Hybridisierungsassay-Bedingungen kann die zweite Waschung mit 0.1X
SSC bei einer Temperatur bis zu 70°C durchgefiihrt werden (Berger et al. (1987) Guide to Molecular Cloning
Techniques, Seite 421, hier als Referenz eingefigt, einschlieRlich jeder Figuren, Tabellen oder Zeichnungen).
Andere Anwendungen koénnen jedoch die Verwendung von Bedingungen, die zwischen diese Bedingungssets
fallen, erfordern. Verfahren zur Bestimmung der Bedingungen, die benétigt werden, um die gewtinschten Hy-
bridisierungen zu erreichen, sind dem Durchschnittsfachmann gut bekannt und basieren auf verschiedenen
Faktoren, einschlieBlich, aber nicht darauf beschrankt, den Sequenzen, die hybridisiert werden sollen, und den
Proben, die getestet werden sollen.

[0032] Bei anderen bevorzugten Ausfiihrungsformen betrifft die Erfindung isolierte, angereicherte oder gerei-
nigte Nukleinsauremolekiile, die fir das Kinase-Polypeptid kodieren, wobei sie weiter einen Vektor oder einen
Promoter umfassen, der die Transkription in einer Wirtszelle wirksam startet. Die Erfindung betrifft ebenfalls
eine rekombinante Nukleinsaure, bevorzugt in einer Zelle oder einem Organismus. Die rekombinante Nuklein-
saure kann eine Sequenz, die in SEQ ID Nr. 1 gezeigt ist, oder ein funktionelles Derivat davon und einen Vektor
oder einen Promoter, der die Transkription in einer Wirtszelle wirksam startet, enthalten. Die rekombinante Nu-
kleinsdure kann alternativ eine transkriptionale Startregion enthalten, die in einer Zelle funktional ist, eine Se-
quenz, die einer RNA-Sequenz komplementar ist, die fur ein Kinase-Polypeptid kodiert und eine transkriptio-
nale Endregion, die in einer Zelle funktional ist. Spezifische Vektoren und Wirtszellkombinationen werden hier
diskutiert.

[0033] Der Begriff ,Vektor" betrifft ein einfaches oder doppelverdrehtes zirkulares Nukleinsduremolekiil, das
in Zellen transfiziert werden kann und innerhalb oder unabhangig von einem Zellgenom repliziert werden kann.
Ein zirkuldres doppelstrangiges Nukleinsduremolekil kann geschnitten werden und dabei durch Behandlung
mit Restriktionsenzymen linearisiert werden. Eine Auswahl von Nukleinsdurevektoren, Restriktionsenzymen
und die Kenntnis der Nukleotidsequenzen, die von Restriktionsenzymen geschnitten werden, sind leicht vom
Durchschnittsfachmann erhaltlich. Ein Nukleinsduremolekdil, das fur eine Kinase kodiert, kann in einen Vektor
durch Schneiden des Vektors mit Restriktionsenzymen und Binden der beiden Teile zusammen eingefiihrt wer-
den.

[0034] Der Begriff ,transfizieren" definiert eine Anzahl von Verfahren, die einen Nukleinsdurevektor oder an-
dere Nukleinsauremolekiile in einen zellularen Organismus einfiihren. Diese Verfahren schlielRen eine Vielzahl
von Techniken ein, wie z.B. die Behandlung der Zellen mit Salz hoher Konzentration, einem elektrischen Feld,
Detergenzien oder DMSO, um die duflere Membran oder die Zellwand gegentiber Nukleinsduremolekilen von
Interesse durchlassig zu machen, oder die Verwendung von verschiedenen viralen Transduktionsstrategien.

[0035] Der Begriff ,Promoter", wie er hier verwendet wird, betrifft eine Nukleinsauresequenz, die fir Gense-
quenzexprimierung bendtigt wird. Die Promoter-Regionen variieren von Organismus zu Organismus, sind aber
fur unterschiedliche Organismen dem Durchschnittsfachmann gut bekannt. Zum Beispiel enthalt in Prokaryo-
ten die Promoter-Region sowohl den Promoter (welcher den Start der RNA-Transkription lenkt) als auch die
DNA-Sequenz, welche, wenn sie in die RNA transkribiert wird, den Synthesebeginn signalisiert. Diese Regio-
nen werden normalerweise die 5'-nicht-kodierenden Sequenzen beinhalten, die mit dem Start der Transkription
und Translation involviert sind, wie z.B. die TATA Box, Kappsequenz, CAAT-Sequenz und ahnliches.

[0036] In bevorzugten Ausfihrungsformen umfasst die isolierte Nukleinsaure, besteht im wesentlichen aus
oder besteht aus einerin SEQ ID Nr.1 gezeigten Nukleinsduresequenz oder der korrespondierenden Sequenz
mit voller Lange, wobei sie fiir die Aminosauresequenz von SEQ ID Nr.2 oder die korrespondierende Amino-
sauresequenz mit ganzer Lange, ein funktionales Derivat davon oder wenigstens 40, 45, 50, 60, 100, 200 oder
300 aufeinanderfolgende Aminoséuren der SEQ ID Nr.2 oder der korrespondierenden Aminosauresequenz
ganzer Lange kodiert. Das Kinase-Polypeptid STLK2 umfasst, besteht im wesentlichen aus oder besteht aus
wenigstens 40, 45, 50, 60, 100, 200 oder 300 aufeinanderfolgenden Aminosauren der SEQ ID Nr.2 oder der
korrespondierenden Sequenz ganzer Lange oder aus Derivaten davon. Die Nukleinsaure kann aus einer na-
turlichen Quelle durch cDNA-Klonen oder durch subtraktive Hybridisierung isoliert werden. Die naturliche Quel-
le kann ein Saugetier, bevorzugt ein Mensch, Blut, Samenflissigkeit oder Gewebe sein und die Nukleinsaure
kann durch das Triesterverfahren oder unter Verwendung eines automatisierten DNA-Synthetisierers synthe-
tisiert werden.
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[0037] Der Begriff ,Saugetier" betrifft bevorzugt Organismen, wie z.B. Mause, Ratten, Kaninchen, Guine-
aschweine, Schafe und Ziegen, bevorzugter Katzen, Hunde, Affen und Menschenaffen und am bevorzugtesten
Menschen.

[0038] In noch anderen bevorzugten Ausflihrungsformen ist die Nukleinsaure eine konservierte oder einzig-
artige Region, z.B. die nitzlich ist fur: das Design der Hybrisierungssonde, um die Identifizierung und das Klo-
nen zusatzlicher Polypeptide zu erleichtern, das Design von PCR-Sonden, um das Klonieren von zusatzlichen
Polypeptiden zu erleichtern, Antikdrper aus Polypeptidregionen zu erhalten und Antisense Oligonukleotide zu
entwerfen.

[0039] Mit konservierten Nukleinsdureregionen" sind Regionen gemeint, die auf zwei oder mehr Nukleinsau-
ren vorliegen, die fir ein Kinase-Polypeptid kodieren, an welches eine bestimmte Nukleinsduresequenz unter
weniger strengeren Bedingungen hybridisieren kann. Beispiele fur weniger strenge Bedingungen, die fur das
Screening von Nukleinsaure, die fir Kinase-Polypeptide kodiert, geeignet sind, sind bei Abe, et al. (J. Biol.
Chem. 19:13361-13368, 1992) bereitgestellt, wobei es hier in dessen Ganze als Bezug eingeflgt ist, ein-
schliellich jeder Zeichnungen, Figuren oder Tabellen. Bevorzugt unterscheiden sich konservierte Regionen
um nicht mehr als 5 von 20 Nukleotiden, noch bevorzugter 2 von 20 Nukleotiden und am bevorzugtesten 1 von
20 Nukleotiden.

[0040] Mit ,einzelne Nukleinsdureregion" ist eine Sequenz gemeint, die in einer Nukleinsaure, die fir ein Ki-
nase-Polypeptid kodiert, das nicht in einer Sequenz, die flir irgendein anderes natirlich auftretendes Polypep-
tid kodiert, vorliegt. Diese Regionen kodieren bevorzugt fir 32 (bevorzugt 40, bevorzugter 45, am bevorzug-
testen 55) oder mehr aufeinanderfolgende in der Aminosauresequenz, die in der Aminosauresequenz von
SEQ ID Nr.2 oder der korrespondierenden Aminosauresequenz ganzer Lange oder funktionalen Derivaten da-
von gezeigt sind. Insbesondere ist eine einzige Nukleinsdureregion bevorzugt vom Ursprung eines Saugetiers.

[0041] Ein zweiter Aspekt der Erfindung betrifft eine Nukleinsauresonde fiir die Bestimmung der Nukleinsau-
re, die fir ein Kinase-Polypeptid in einer Probe kodiert, wobei das Polypeptid STLK2 ist. Bevorzugt kodiert die
Nukleinsauresonde fir ein Kinase-Polypeptid, das ein Fragment des Proteins ist, das fiir die Aminosaurese-
quenz, die in SEQ ID Nr.2 gezeigt ist, oder die korrespondierende Aminosauresequenz ganzer Lange kodiert.
Die Nukleinsauresonde enthalt eine Nukleotidbasissequenz, die an die Sequenz, die in SEQ ID Nr.1 gezeigt
ist, oder die korrespondierende Sequenz ganzer Lange oder ein funktionales Derivat davon hybridisieren wird.

[0042] In bevorzugten Ausflihrungsformen hybridisiert die Nukleinsduresonde an Nukleinsaure, die wenigs-
tens fur 6, 12, 75, 90, 105, 120, 150, 200, 250, 300 oder 350 aufeinanderfolgende Aminosauren der in SEQ ID
Nr.2 gezeigten Sequenz oder der korrespondierenden Aminosauresequenz ganzer Lange oder funktionaler
Derivate davon kodiert.

[0043] Verfahren fir die Verwendung der Sonden beinhalten die Bestimmung des Vorhandenseins oder die
Menge von Kinase-RNA in einer Probe durch In-Kontakt-Bringen der Probe mit einer Nukleinsauresonde unter
Bedingungen, so dass die Hybridisierung auftritt und durch Bestimmen des Vorhandenseins oder der Menge
der Sonde, die an die Kinase-RNA gebunden ist. Die Nukleinsdure Duplex, die zwischen der Sonde und einer
Nukleinsauresequenz, die fiir ein Kinase-Polypeptid kodiert, gebildet wird, kann bei der Identifizierung der Se-
quenz der detektierten Nukleinsaure verwendet werden (Nelson et al., in Nonisotopic DNA Probe Techniques,
Academic Press, San Diego, Kricka, ed., S. 275, 1992, hier als Referenz vollstandig eingefugt, einschlieRlich
jeder Zeichnungen, Figuren oder Tabellen). Kits zur Durchflihrung dieser Verfahren kénnen konstruiert werden,
um Behaltermittel mit einer darin enthaltenen Nukleinsduresonde zu enthalten.

[0044] In einem dritten Aspekt beschreibt die Erfindung eine rekombinante Zelle oder ein Gewebe, die ein Nu-
kleinsduremolekil umfassen, das fiur das Kinase-Polypeptid STLK2 kodiert. In diesen Zellen kann die Nukle-
insdure unter der Kontrolle der genomischen regulatorischen Elemente sein oder kann unter der Kontrolle von
exogenen regulatorischen Elementen sein, einschliellich einem exogenen Promoter. Mit ,exogen" ist ein Pro-
moter gemeint, der nicht normal in vivo transkriptional an die kodierende Sequenz fir die Kinase-Polypeptide
gekoppelt ist.

[0045] Das Polypeptid ist bevorzugt ein Fragment des Proteins, das flr die in SEQ ID Nr. 2 gezeigte Amino-
sauresequenz kodiert. Mit ,Fragment" ist eine Aminosauresequenz gemeint, die in einem Kinase-Polypeptid
vorliegt. Bevorzugt umfasst eine solche Sequenz wenigstens 32, 45, 50, 60, 100, 200 oder 300 aufeinander-
folgende Aminosauren der SEQ ID Nr. 2 oder der korrespondierenden Aminosauresequenz ganzer Lange oder
eines funktionalen Derivates davon.
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[0046] In einem vierten Aspekt betrifft die Erfindung das isolierte, angereicherte oder gereinigte Kinase-Poly-
peptid STLK2.

[0047] Mit ,isoliert" in Bezug auf ein Polypeptid ist ein Polymer von Aminosauren (2 oder mehr Aminosauren)
gemeint, die aneinander konjugiert sind, einschliellich Polypeptide, die aus einer naturlichen Quelle isoliert
werden oder die synthetisiert sind. Die isolierten Polypeptide der vorliegenden Erfindung sind in dem Sinne
einmalig, dass sie nicht in einem reinen oder getrennten Zustand in der Natur gefunden werden. Die Verwen-
dung des Begriffs ,isoliert" zeigt, dass eine natirlich auftretende Sequenz aus ihrer normalen zellularen Um-
gebung entfernt wurde. Somit kann die Sequenz in einer zellenfreien Losung sein oder in eine unterschiedliche
zellulare Umgebung platziert werden. Der Begriff beinhaltet nicht, dass die Sequenz die einzige Aminosaure-
kette ist die vorliegt, sondern das sie im wesentlichen frei (ungefahr 90-95% Reinheit wenigstens) von Nichta-
minosaurematerial, das natirlicherweise damit verbunden ist, ist.

[0048] Durch die Verwendung des Begriffs ,angereichert" in Bezug auf ein Polypeptid ist gemeint, dass die
spezifische Aminosauresequenz eine signifikant héhere Fraktion (2-5-fach) der Gesamtaminosauresequen-
zen, die in den Zellen oder der Losung von Interesse vorliegen, als in normalen oder erkrankten Zellen oder in
den Zellen, aus welchen die Sequenz entnommen wurde, darstellt. Dies kann durch eine Person durch bevor-
zugte Reduktion in der Menge anderer vorliegender Aminosauresequenzen oder durch einen bevorzugten An-
stieg in der Menge der spezifischen Aminosauresequenz von Interesse oder durch eine Kombination der bei-
den verursacht werden. Es sollte jedoch angemerkt werden, dass ,angereichert" nicht beinhaltet, dass keine
anderen Aminosauresequenzen vorliegen, sondern dass die relative Menge der Sequenz von Interesse signi-
fikant erhdht wurde. Der Begriff signifikant wird hier verwendet, um aufzuzeigen, dass das Niveau des Anstiegs
fur die Person, die einen solchen Anstieg durchmacht, verwendbar ist und bedeutet im allgemeinen einen An-
stieg relativ zu anderen Aminosauresequenzen um ungefahr wenigstens das 2-fache, bevorzugter wenigstens
das 5- bis 10-fache oder sogar mehr. Der Begriff beinhaltet ebenfalls nicht, dass es keine Aminosauresequen-
zen aus anderen Quellen gibt. Die andere Quelle fir Aminosduresequenzen kann z.B. eine Aminosaurese-
quenz umfassen, die fur eine Hefe oder ein bakterielles Genom oder einen Klonierungsvektor, wie z.B. pUC19,
kodiert. Der Begriff soll nur diese Situationen, bei denen man eingegriffen hat, um den Anteil der gewlinschten
Aminosauresequenz zu erhdéhen, abdecken.

[0049] Es ist ebenfalls vorteilhaft fur einige Zwecke, dass eine Aminosauresequenz in gereinigter Form ist.
Der Begriff ,gereinigt" in Bezug auf ein Polypeptid erfordert keine absolute Reinheit (wie eine homogene Zu-
bereitung); stattdessen reprasentiert er einen Hinweis, dass die Sequenz relativ reiner ist als in der natlrlichen
Umgebung. Verglichen mit dem natirlichen Niveau sollte dieses Niveau um wenigstens das 2-5-fache gréf3er
sein (z.B. bezuglich mg/ml). Reinheit von wenigstens einer Gré3enordnung, bevorzugt zwei oder drei Grolien-
ordnungen und bevorzugter vier oder funf Gréf3enordnungen ist ausdrucklich beabsichtigt. Die Substanz ist be-
vorzugt frei von Kontamination bei einem funktionalen signifikanten Niveau, z.B. 90%, 95% oder 99% Reinheit.

[0050] In bevorzugten Ausflihrungsformen ist das Kinase-Polypeptid ein Fragment des Proteins, das fur die
Aminosauresequenz SEQ ID Nr. 2 oder die korrespondierenden Aminosauresequenzen ganzer Lange kodiert.
Bevorzugt enthalt das Kinase-Polypeptid wenigstens 32, 45, 50, 60, 100, 200 oder 300 aufeinanderfolgende
Aminosauren der SEQ ID Nr. 2 oder der korrespondierenden Aminosauresequenz ganzer Lange oder eines
funktionalen Derivates davon.

[0051] In bevorzugten Ausflihrungsformen umfasst das Kinase-Polypeptid eine Aminosauresequenz mit (a)
der in SEQ ID Nr. 2 gezeigten Aminosauresequenz; (b) der in SEQ ID Nr. 2 gezeigten Aminosauresequenz,
mit der Ausnahme, dass ihr eine oder mehrere, aber nicht alle, der folgenden Segmente der Aminosaurereste
fehlen: 1-21, 22-274 oder 275-416 der SEQ ID Nr. 2; (c) der in SEQ ID Nr. 2 gezeigten Aminosauresequenz
der Aminosaurereste 1-21, 22-274 oder 275-416 der SEQ ID Nr. 2; (d) der in SEQ ID Nr. 2 gezeigten Amino-
sauresequenz, mit der Ausnahme, dass ihr eine oder mehrere, aber nicht alle, der Domains, die aus der Grup-
pe, die aus einer C-endstandigen Domain, einer katalytischen Domain und einer N-endstandigen Domain be-
steht, ausgewahlt werden, fehlen.

[0052] Das Polypeptid kann aus einer natirlichen Quelle durch im Stand der Technik gut bekannte Verfahren
isoliert werden. Die natlrliche Quelle kann ein Saugetier, bevorzugt ein Mensch, Blut, Samenflissigkeit oder
Gewebe sein und das Polypeptid kann unter Verwendung eines automatisierten Polypeptid-Synthetisierers
synthetisiert werden. Das isolierte, angereicherte oder gereinigte Kinase-Polypeptid ist bevorzugt: ein STLK2
Polypeptid.

[0053] In einigen Ausfihrungsformen beinhaltet die Erfindung das rekombinante Kinase-Polypeptid STLK2.
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Mit ,rekombinantes Kinase-Polypeptid" ist ein Polypeptid gemeint, das durch rekombinante DNA-Techniken
hergestellt wird, so dass es sich von einem natirlich auftretenden Polypeptid entweder in seinem Standort (z.B.
in einer unterschiedlichen Zelle oder Gewebe vorliegend, anstatt in der Natur vorgefunden), Reinheit oder
Struktur unterscheidet. Im allgemeinen wird ein solches rekombinantes Polypeptid in einer Zelle in einer Menge
vorliegen, die sich von der normal in der Natur beobachteten unterscheiden wird.

[0054] In einem funften Aspekt betrifft die Erfindung einen Antikérper (z.B. einen monoklonalen oder polyklo-
nalen Antikdrper) mit spezifischer Bindungsaffinitat an ein Kinase-Polypeptid oder eine Kinase-Polypeptiddo-
main oder -fragment, wobei das Polypeptid STLK2 ist. Mit ,spezifische Bindungsaffinitat" ist gemeint, dass der
Antikorper an das Target-Kinase-Polypeptid mit gréRerer Affinitat bindet als es an andere Polypeptide unter
speziellen Bedingungen bindet. Antikdrper oder Antikdrperfragmente sind Polypeptide, die Regionen enthal-
ten, die an andere Polypeptide binden kénnen. Der Begriff ,spezifische Bindungsaffinitat" beschreibt einen An-
tikrper, der an ein Kinase-Polypeptid mit gréRerer Affinitat bindet, als er an andere Polypeptide unter speziel-
len Bedingungen bindet.

[0055] Der Begriff ,polyklonal" betrifft Antikdrper, die heterogene Populationen von Antikdrpermolekiilen sind,
die sich aus den Seren von Tieren, die mit einem Antigen oder einem antigenen funktionalen Derivat davon
immunisiert sind, ableiten. Fir die Herstellung von polyklonalen Antikdrpern kénnen verschiedene Wirtstiere
durch Injektion mit dem Antigen immunisiert werden. Verschiedene Hilfsstoffe kénnen verwendet werden, um
die immunologische Antwort zu steigern, abhangig von den Wirtsspezies.

[0056] ,Monoklonale Antikérper" sind im wesentlichen homogene Populationen von Antikérpern auf ein spe-
zielles Antigen. Sie kdnnen durch irgendeine Technik erhalten werden, die die Herstellung von Antikérpermo-
lekilen durch kontinuierliche Zelllinien in Kultur bereitstellen. Monoklonale Antikérper kénnen durch den
Durchschnittsfachmann bekannte Verfahren erhalten werden (Kohler et al., Nature 256:495-497, 1975 und
U.S. Patent Nr. 4,376,110, wobei beide hier als Referenz vollstandig eingefiigt sind, einschliellich jeder Figu-
ren, Tabellen oder Zeichnungen).

[0057] Der Begriff ,Antikdrperfragment" betrifft einen Teil eines Antikérpers, oftmals die hypervariable Region
und Teile der umgebenden schweren und leichten Ketten, die spezifische Bindungsaffinitat fir ein bestimmtes
Molekil zeigt. Eine hypervariable Region ist ein Teil eines Antikdrpers, der physikalisch an das Polypeptidtar-
get bindet.

[0058] Antikdrper oder Antikérperfragmente mit spezifischer Bindungsaffinitat an ein Kinase-Polypeptid der
Erfindung kénnen in Verfahren zur Bestimmung des Vorhandenseins und/oder der Menge eines Kinase-Poly-
peptids in einer Probe, durch Erforschen der Probe mit dem Antikorper unter Bedingungen, die fiir die Kina-
se-Antikdrper Immunokomplexbildung geeignet sind und durch Bestimmen des Vorhandenseins und/oder der
Menge des Antikorpers, der an das Kinase-Polypeptid konjugiert ist, verwendet werden. Diagnostische Kits zur
Durchfiihrung dieser Verfahren kénnen konstruiert werden, um Antikérper oder Antikorperfragmente, die fir
die Kinase spezifisch sind, als auch ein Konjugat von einem Bindungspartner der Antikérper oder der Antikor-
per selbst zu beinhalten.

[0059] Ein Antikérper oder Antikérperfragment mit spezifischer Bindungsaffinitat an ein Kinase-Polypeptid der
Erfindung kann aus einem prokaryotischen oder eukaryotischen Organismus isoliert, angereichert oder gerei-
nigt sein. Routineverfahren, die dem Durchschnittsfachmann bekannt sind, ermdglichen die Herstellung von
Antikérpern oder Antikérperfragmenten sowohl bei prokaryotischen als auch eukaryotischen Organismen. Die
Reinigung, Anreicherung und Isolierung von Antikérpern, die Polypeptidmolekile sind, ist oben beschrieben.

[0060] Antikérper mit spezifischer Bindungsaffinitat an ein Kinase-Polypeptid der Erfindung kénnen bei Ver-
fahren zur Bestimmung des Vorhandenseins und/oder der Menge von Kinase-Polypeptid in einer Probe durch
in Kontakt bringen der Probe mit dem Antikérper unter Bedingungen, so dass sich ein Immunokomplex bildet
und zur Bestimmung des Vorhandenseins und/oder der Menge des Antikorpers, der mit dem Kinase-Polypep-
tid konjugiert ist, verwendet werden. Diagnostische Kits zur Durchfiihrung dieser Verfahren kdnnen konstruiert
werden, um einen ersten Behalter, der den Antikdrper enthalt, und einen zweiten Behalter mit einem Konjugat
eines Bindungspartners des Antikérpers und einer Markierung, wie z.B. ein Radioisotop, zu beinhalten. Der
diagnostische Kit kann ebenfalls die Mitteilung einer von der FDA akzeptierten Verwendung und Instruktionen
davon beinhalten.

[0061] In einem sechsten Aspekt betrifft die Erfindung ein Hybridoma, das einen Antikdrper mit spezifischer
Bindungsaffinitat an ein Kinase-Polypeptid oder eine Kinase-Polypeptiddomain erzeugt, wobei das Polypeptid
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STLK2 ist. Mit ,Hybridoma" ist eine immortalisierte Zelllinie gemeint, die in der Lage ist, einen Antikorper zu
sekretieren, z.B. einen Antikdrper an eine Kinase der Erfindung. In bevorzugten Ausfiihrungsformen umfasst
der Antikdrper an die Kinase eine Sequenz von Aminosauren, die spezifisch an ein Kinase-Polypeptid der Er-
findung binden kann.

[0062] In einem siebten Aspekt betrifft die Erfindung einen Kinase-Polypeptid Bindungsagenten, der das Ki-
nase-Polypeptid STLK2 binden kann. Der Bindungsagent ist bevorzugt ein gereinigter Antikodrper, der ein Epi-
top, das auf dem Kinase-Polypeptid der Erfindung vorliegt, erkennt. Andere Bindungsagenzien beinhalten Mo-
lekile, die an Kinase-Polypeptide und analoge Molekdle, die an ein Kinase-Polypeptid binden, bindet. Diese
Bindungsagenzien kénnen unter Verwendung von Assays, die die Kinase Bindungspartneraktivitdt messen,
wie z.B. die, die die PDGFR Aktivitat misst, identifiziert werden.

[0063] Die Erfindung betrifft ebenfalls ein Verfahren zum Screenen flir menschliche Zellen, die ein Kinase-Po-
lypeptid der Erfindung oder eine dquivalente Sequenz enthalten. Das Verfahren beinhaltet die Identifizierung
des neuen Polypeptids in menschlichen Zellen unter Verwendung von Techniken, die im Stand der Technik
Routine und Standard sind, wie z.B. die, die hier fir die Identifizierung der Kinasen der Erfindung beschrieben
sind (z.B. Klonieren, Southern or Northern Blot-Analyse, in situ Hybridisierung, PCR Amplifikation, etc.).

[0064] In einem achten Aspekt betrifft die Erfindung Verfahren zur Identifizierung einer Substanz, die Kinase-
aktivitdt moduliert, wobei sie die Schritte umfassen: (a) In-Kontaktbringen des Kinase-Polypeptids STLK2 mit
einer Testsubstanz; (b) Messen der Aktivitat des Polypeptids und (c) Bestimmen, ob die Substanz die Aktivitat
des Polypeptids moduliert.

[0065] Der Begriff ,modulieren” betrifft die Fahigkeit einer Verbindung die Funktion einer Kinase der Erfindung
zu verandern. Ein Modulator aktiviert oder inhibiert bevorzugt die Aktivitat einer Kinase der Erfindung, abhan-
gig von der Konzentration der Verbindung, die der Kinase ausgesetzt ist.

[0066] Der Begriff ,aktivieren" betrifft die Steigerung der zellularen Aktivitat der Kinase. Der Begriff ,Inhibie-
ren" betrifft das Verringern der zelluldren Aktivitat der Kinase. Kinase Aktivitat ist bevorzugt die Wechselwir-
kung mit einem naturlichen Bindungspartner.

[0067] Der Begriff ,modulieren" betrifft ebenfalls die Veranderung der Funktion der Kinasen der Erfindung
durch Erhéhen oder Erniedrigen der Wahrscheinlichkeit, dass sich ein Komplex zwischen der Kinase und ei-
nem natlrlichen Bindungspartner bildet. Ein Modulator erhdht bevorzugt die Wahrscheinlichkeit, dass sich die-
ser Komplex zwischen der Kinase und dem natirlichen Bindungspartner bildet, bevorzugter erhéht oder ver-
ringert die Wahrscheinlichkeit, dass sich ein Komplex zwischen der Kinase und dem natirlichen Bindungspart-
ner bildet, abhangig von der Konzentration der Verbindung, die der Kinase ausgesetzt ist, und am bevorzug-
testen verringert die Wahrscheinlichkeit, dass sich ein Komplex zwischen der Kinase und dem natirlichen Bin-
dungspartner bildet.

[0068] Der Begriff ,Komplex" betrifft eine Anordnung von wenigstens zwei Molekilen, die aneinander gebun-
den sind.

[0069] Signallubertragungskomplexe enthalten oft wenigstens zwei Proteinmolekiile, die aneinander gebun-
den sind. Zum Beispiel binden sich eine Proteintyrosinrezeptor-Proteinkinase, GRB2, SOS, RAF und RAS zu-
sammen, um einen Signallibertragungskomplex als Antwort auf einen mitogenen Liganden zu bilden.

[0070] Der Begriff ,naturlicher Bindungspartner" betrifft Polypeptide, Lipide, kleine Molekiile oder Nukleinsau-
ren, die an Kinasen in Zellen binden. Eine Veranderung in der Wechselwirkung zwischen einer Kinase und ei-
nem naturlichen Bindungspartner kann sich selbst als eine gesteigerte oder verringerte Wahrscheinlichkeit,
das sich die Wechselwirkung bildet, oder als eine gesteigerte oder verringerte Konzentration des Kinase/na-
turlichen Bindungspartnerkomplexes manifestieren.

[0071] Der Begriff ,in Kontakt bringen", wie er hier verwendet wird, betrifft das Mischen einer Lésung, die die
Testverbindung umfasst, mit einem flissigen Medium, das die Zellen der Verfahren badet. Die Losung, die die
Verbindung umfasst, kann ebenso eine andere Komponente, wie z.B. Dimethylsulfoxid (DMSQO), das die Auf-
nahme der Testverbindung oder Verbindungen in die Zellen der Verfahren erleichtert, umfassen. Die Lésung,
die die Testverbindung umfasst, kann zu dem Medium, das die Zellen badet, durch Verwenden eines Abgabe-
apparats, wie z.B. ein auf einer Pipette basierendes Gerat oder auf einer Spritze basierendes Gerat, hinzuge-
fugt werden.
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[0072] In einem neunten Aspekt betrifft die Erfindung Verfahren zur Identifizierung einer Substanz, die Kina-
seaktivitat in einer Zelle moduliert, wobei sie die Schritte umfassen: (a) Exprimieren eines Kinase-Polypeptids
in einer Zelle, wobei das Polypeptid STLK2 ist; (b) Hinzufligen einer Testsubstanz zu der Zelle und (c) Kontrol-
lieren einer Veranderung in dem Zellphenotyp oder der Wechselwirkung zwischen dem Polypeptid und einem
naturlichen Bindungspartner.

[0073] Der Begriff ,exprimieren”, wie er hier verwendet wird, betrifft die Herstellung von Kinasen der Erfindung
aus einem Nukleinsaurevektor, der Kinasegene innerhalb einer Zelle enthalt. Der Nukleinsdurevektor wird in
Zellen unter Verwendung im Stand der Technik gut bekannter Techniken, wie hier beschrieben, eingeschleust.

[0074] In einem zehnten Aspekt stellt die Erfindung Verfahren zur Behandlung einer Erkrankung durch Ver-
abreichen einer Substanz, die die Aktivitat der Kinase STLK2 moduliert, an einen Patienten, der einer solchen
Behandlung bedarf, bereit. Bevorzugt wird die Erkrankung aus der Gruppe, die aus immunverwandten Erkran-
kungen und Krankheiten, Organtransplantation, Myocardialinfarkt, kardiovaskulare Erkrankung, Schlaganfall,
Nierenversagen, mit oxidativem Stress verbundene neurodegenerative Erkrankungen und Krebs besteht, aus-
gewahlt wird. Am bevorzugtesten beinhalten die immunverwandten Erkrankungen und Krankheiten, sind aber
nicht darauf beschrankt, rheumatoide Arthritis, Arteriesklerose und Autoimmunerkrankungen.

[0075] Die Erfindung betrifft Verfahren der Behandlung oder Pravention einer Erkrankung oder Krankheit
durch Verabreichen einer Substanz, die die Aktivitat des Kinase-Polypeptids STLK2 moduliert, an einen Pati-
enten, der einer solchen Behandlung bedarf. Bevorzugt wird die Erkrankung oder Krankheit aus der Gruppe,
die aus immunverwandten Erkrankungen und Krankheiten, myocardialer Infarkt, Kardiomyopathie, Schlagan-
fall, Nierenversagen und mit oxidativem Stress verbundene neurodegenerative Erkrankungen besteht, ausge-
wahlt. Bevorzugter werden die immunverwandten Erkrankungen und Krankheiten aus der Gruppe, die aus
rheumatoider Arthritis, einer chronischen Entziindung des Darms, einer chronischen Entziindung des Be-
ckens, multipler Sklerose, Asthma, Osteoarthritis, Psorease, Atherosclerose, Rhinitis, Autoimmunitat und Or-
gantransplantation besteht, ausgewahit.

[0076] Substanzen, die fiir die Behandlung von mit Kinase bezogenen Erkrankungen oder Krankheiten ver-
wendbar sind, zeigen bevorzugt positive Ergebnisse in einem oder mehreren in vitro Assays fur eine Aktivitat,
die zu der Behandlung der besagten Erkrankung oder Krankheit korrespondiert (Beispiele dieser Assays sind
in den Referenzen in Sektion VI, unten bereitgestellt). Beispiele flir Substanzen, die fiir eine favorisierte Akti-
vitat gescreent werden kénnen, sind in Sektion VI unten bereitgestellt und mit Verweisen versehen. Die Sub-
stanzen, die die Aktivitat der Kinasen modulieren, beinhalten bevorzugt, sind aber nicht darauf beschrankt, An-
tisenseoligonucleotide und Inhibitoren von Proteinkinasen, wie durch die Verfahren und Screens, die unten in
Sektion VI mit Verweisen versehen sind, bestimmt.

[0077] Der Begriff ,Verhindern" betrifft die Verringerung der Wahrscheinlichkeit, dass ein Organismus an einer
abnormen Bedingung erkrankt oder sie entwickelt.

[0078] Der Begriff ,behandeln" betrifft eine therapeutische Wirkung zu haben und wenigstens teilweise eine
abnorme Bedingung in dem Organismus zu erleichtern oder abzuschaffen.

[0079] Der Begriff ,therapeutische Wirkung" betrifft die Inhibierungs- oder Aktivierungsfaktoren, die die abnor-
me Bedingung verursachen oder zu ihr beitragen. Eine therapeutische Wirkung befreit in einem gewissen Aus-
malf von einem oder mehreren der Symptome der abnormen Bedingung. In Bezug auf die Behandlung abnor-
mer Bedingungen kann eine therapeutische Wirkung sich auf eines oder mehrerer der folgenden beziehen: (a)
einen Anstieg in der Proliferation, dem Wachstum und/oder der Differentiation der Zellen; (b) Inhibierung (d.h.
Verlangsamung oder Stoppen) des Zelltodes; (c) Inhibierung der Degeneration; (d) Erleichterung in gewissem
Ausmal von einem oder mehreren der Symptome, die mit der abnormen Bedingung verbunden sind und (e)
Steigern der Funktion der beeinflussten Population der Zellen. Verbindungen, die eine Effizienz gegentiber ab-
normen Bedingungen zeigen, kdnnen wie hier beschrieben identifiziert werden.

[0080] Der Begriff ,abnorme Bedingung" betrifft eine Funktion in den Zellen oder den Geweben eines Orga-
nismus, die von ihrer normalen Funktion in dem Organismus abweicht. Eine abnorme Bedingung kann sich auf
die Zellproliferation, die Zelldifferentiation oder das Zelliberleben beziehen.

[0081] Abnorme Zellproliferationsbedingungen beinhalten Krebs, wie z.B. fibrotische und mesangiale Erkran-

kungen, abnormale Angiogenese und Vaskulogenese, Wundheilung, Psoriase, Diabetes Mellitus und Entzin-
dung.
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[0082] Abnorme Differentiationsbedingungen beinhalten, sind aber nicht darauf beschrankt, neurodegenera-
tive Erkrankungen, langsame Wundheilungsgeschwindigkeiten und langsame Heilungsgeschwindigkeiten von
verpflanztem Gewebe.

[0083] Abnorme Zelliberlebensbedingungen betreffen Bedingungen, bei denen programmierte Zelltodwege
(Apoptose) aktiviert oder auler Kraft gesetzt werden. Eine Anzahl von Proteinkinasen ist mit Apoptosewegen
verbunden. Abweichungen in der Funktion von irgendeiner der Proteinkinasen kénnte zu Zellunsterblichkeit
oder zu vorzeitigem Zelltod fihren.

[0084] Der Begriff ,Abweichung" in Zusammenhang mit der Funktion der Kinase in einem Signalibertra-
gungsverfahren betrifft eine Kinase, die Uber- oder unterexprimiert in einem Organismus ist, die mutiert ist, so
dass ihre katalytische Aktivitat niedriger oder héher ist als Proteinkinaseaktivitat eines Wildtyps, die mutiert ist,
so dass sie nicht langer mit einem naturlichen Bindungspartner wechselwirken kann, die nicht langer durch an-
dere Proteinkinase oder andere Proteinphosphatase modifiziert wird oder die nicht langer mit einem natrli-
chen Bindungspartner wechselwirkt.

[0085] Der Begriff ,Verabreichen" betrifft ein Verfahren des EinschlieRens einer Verbindung in Zellen oder Ge-
weben eines Organismus. Die abnorme Bedingung kann verhindert oder behandelt werden, wenn die Zellen
oder die Gewebe des Organismus innerhalb des Organismus oder auf3erhalb des Organismus existieren. Zel-
len, die auBerhalb des Organismus existieren, kénnen in Zellkulturschalen aufrecht erhalten oder gezichtet
werden. Fur Zellen, die innerhalb des Organismus beherbergt sind, existieren viele Techniken im Stand der
Technik, um Verbindungen, einschlieBlich (aber nicht darauf beschrankt) oral, parenteral, dermal, per Injekti-
ons und Aerosolanwendungen, zu verabreichen. Fir Zellen auflerhalb des Organismus existieren mehrere
Techniken im Stand der Technik, um die Verbindungen zu verabreichen, einschliel3lich (aber nicht darauf be-
schrankt) Zellmikroinjektionstechniken, Transformationstechniken und Tragertechniken.

[0086] Die abnorme Bedingung kann ebenfalls verhindert oder behandelt werden durch Verabreichen einer
Verbindung zu einer Zellgruppe mit einer Abweichung in einem Signallbertragungsweg an einem Organismus.
Die Wirkung der Verabreichung einer Verbindung auf eine Organismusfunktion kann dann beobachtet werden.
Der Organismus ist bevorzugt eine Maus, Ratte, Kaninchen, Guineaschwein oder Ziege, bevorzugter ein Affe
oder Menschenaffe und am bevorzugtesten ein Mensch.

[0087] In einem elften Aspekt betrifft die Erfindung Verfahren zur Bestimmung eines Kinase-Polypeptids in
einer Probe als ein diagnostisches Werkzeug fir Erkrankungen oder Krankheiten, wobei das Verfahren die
Schritte umfasst: (a) In-Kontaktbringen der Probe mit einer Nukleinsauresonde, die unter Hybridisierungsas-
saybedingungen an eine Nukleinsauretargetregion des Kinase-Polypeptids STLK2 hybridisiert, wobei die Son-
de die Nukleinsauresequenz, die fir das Polypeptid, Fragmente davon und die Komplemente der Sequenzen
und Fragmente kodiert, umfasst, und (b) Detektieren des Vorhandenseins oder der Menge des Sonde:Targe-
tregion-Hybrids als einen Hinweis auf die Erkrankung.

[0088] In bevorzugten Ausfiihrungsformen der Erfindung wird die Erkrankung oder Krankheit aus der Gruppe,
die aus rheumatoider Arthritis, Artherosklerose, Autoimmunerkrankungen, Organtransplantation, Myocardial-
infarkt, Kardiomyopathie, Schlaganfall, Nierenversagen, mit oxidativem Stress verbundene neurodegenerative
Erkrankungen und Krebs besteht, ausgewahlt.

[0089] Die Kinase ,Target-Region" ist die Nukleotidbasissequenz SEQ ID Nr. 1, ein funktionales Derivat da-
von oder ein Fragment davon, an welches die Nukleinsauresonde spezifisch hybridisieren wird. Spezifische
Hybridisierung weist daraufhin, dass in Gegenwart anderer Nukleinsauren die Sonde nur detektierbar mit der
Kinase der Target-Region der Erfindung hybridisiert. Vermeintliche Target-Regionen kénnen durch Verfahren,
die im Stand der Technik gut bekannt sind, identifiziert werden, wobei sie aus einer Ausrichtung und dem Ver-
gleich der am meisten verwandten Sequenzen in der Datenbasis bestehen.

[0090] In bevorzugten Ausfihrungsformen hybridisiert die Nukleinsauresonde an eine Kinase-Targetregion,
die fur wenigstens 6, 12, 75, 90, 105, 120, 150, 200, 250, 300 oder 350 aufeinanderfolgende Aminosauren der
in SEQ ID Nr. 2 gezeigten Sequenz oder der korrespondierenden Aminosauresequenz ganzer Lange oder ei-
nes funktionalen Derivates davon kodiert. Die Hybridisierungsbedingungen sollten so sein, dass die Hybridi-
sierung nur mit den Kinasegenen in Gegenwart anderer Nukleinsduremolekiile auftritt. Unter strengen Hybri-
disierungsbedingungen hybridisieren nur hoch komplementare Nukleinsduresequenzen. Bevorzugt verhindern
diese Bedingungen die Hybridisierung von Nukleinsduren mit mehr als einem oder zwei Fehlstellen von 20 auf-
einanderfolgenden Nukleotiden. Diese Bedingungen werden unten definiert.
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[0091] Die Erkrankungen, fir die die Detektion von Kinasegenen in einer Probe diagnostisch sein kann, be-
inhalten Erkrankungen, bei denen die Kinasenukleinsdure (DNA und/oder RNA) in Vergleich zu normalen Zel-
len amplifiziert wird. Mit ,Amplifizierung" ist eine steigende Anzahl von Kinase-DNA oder RNA in einer Zelle
verglichen mit normalen Zellen gemeint. In normalen Zellen werden Kinasen typischerweise als einfache Ko-
piergene gefunden. Bei ausgewahlten Erkrankungen kann der chromosomale Aufenthaltsort der Kinasegene
amplifiziert werden, was in mehrfachen Kopien der Gene oder Amplifikation resultiert. Genamplifikation kann
zu Amplifikation von Kinase-RNA fiihren oder Kinase-RNA kann in Abwesenheit von Kinase-DNA-Amplifikati-
on amplifiziert werden.

[0092] ,Amplifikation" kann, wenn es RNA betrifft, die detektierbare Gegenwart von Kinase RNA in Zellen
sein, da es in einigen normalen Zellen keine basale Exprimierung von Kinase-RNA gibt. In anderen normalen
Zellen existiert ein basales Niveau der Exprimierung von Kinase, weshalb in diesen Fallen Amplifikation die
Detektion von wenigstens dem 1-2-fachen und bevorzugt mehr von Kinase-RNA, verglichen mit dem basalen
Niveau, ist.

[0093] Die Erkrankungen, die durch die Detektion der Kinase-Nukleinsaure in einer Probe diagnostiziert wer-
den konnen, beinhalten bevorzugt Krebs. Die Testproben, die fiir Nukleinsauresondeverfahren der vorliegen-
den Erfindung geeignet sind, beinhalten z.B. Zellen oder Nukleinsdureextrakte von Zellen oder biologische
Flussigkeiten. Die in den oben beschriebenen Verfahren verwendeten Proben werden variieren, basierend auf
dem Assay-Format, dem Detektionsverfahren und der Natur der Gewebe, Zellen oder Extrakte, die untersucht
werden sollen. Verfahren zur Herstellung von Nukleinsdureextrakten von Zellen sind im Stand der Technik gut
bekannt und kénnen leicht angepasst werden, um eine Probe zu erhalten, die mit dem verwendeten Verfahren
kompatibel ist.

[0094] In einem letzten Aspekt betrifft die Erfindung ein Erfahren zur Detektion eines Kinase-Polypeptids in
einer Probe als ein diagnostisches Werkzeug flr eine Erkrankung oder Krankheit, wobei das Verfahren um-
fasst: (a) Vergleichen einer Nukleinsauretargetregion, die fiir das Kinase-Polypeptid in einer Probe kodiert, wo-
bei das Kinase-Polypeptid STLK2 ist oder ein oder mehrere Fragmente davon, mit einer Kontrollnukleinsaure-
targetregion, die fir das Kinase-Polypeptid oder ein- oder mehrere Fragmente davon kodiert und (b) Detektie-
ren der Unterschiede in der Sequenz oder der Menge zwischen der Targetregion und der Kontrolltargetregion
als ein Hinweis auf die Erkrankung oder Krankheit. Bevorzugt wird die Erkrankung oder Krankheit aus der
Gruppe, die aus immunbezogenen Erkrankungen oder Krankheiten, Organtransplantation, Myocardialinfarkt,
kardiovaskulare Erkrankung, Schlaganfall, Nierenversagen, mit oxidativem Stress verbundene neurodegene-
rative Erkrankungen und Krebs besteht, ausgewahlt. Inmunbezogene Erkrankungen und Krankheiten beinhal-
ten, sind aber nicht darauf beschrankt, die zuvor diskutierten.

[0095] Der Begriff ,Vergleichen", wie er hier verwendet wird, betrifft die Identifizierung von Unterschieden zwi-
schen der Nukleinsauretargetregion, die aus einer Probe isoliert wird, und der Kontrollnukleinsaure-Targetre-
gion. Diese Unterschiede kénnen in den Nukleotidsequenzen, z.B. Insertionen, Entfernungen oder Punktmu-
tationen oder in der Menge der gegebenen Nukleotidsequenz sein. Verfahren zur Bestimmung dieser Unter-
schiede in den Sequenzen sind dem Durchschnittsfachmann gut bekannt. Die ,Kontroll"-Nukleinsauretarget-
region betrifft die Sequenz oder die Menge der Sequenz, die in normalen Zellen gefunden wurde, z.B. Zellen,
die nicht erkrankt sind, wie zuvor diskutiert.

[0096] Die Erfindung ist hier breit und generisch beschrieben worden. Jede der engeren Spezies und unter-
generischen Gruppen, die innerhalb die generischen Offenbarung fallen, bilden ebenfalls einen Teil der Erfin-
dung. Dies beinhaltet die generische Beschreibung der Erfindung mit dem Vorbehalt oder der negativen Be-
schrankung, die irgendeinen Gegenstand von dem Genus entfernt, unabhangig ob das ausgeschlossene Ma-
terial hier spezifisch widergegeben ist oder nicht.

[0097] Die Zusammenfassung der oben beschriebenen Erfindung ist nicht beschrankt und andere Merkmale
und Vorteile der Erfindung werden aus der folgenden detaillierten Beschreibung der Erfindung und aus den
Ansprichen offensichtlich werden.

Kurze Beschreibung der Figuren

[0098] Fig. 1 zeigt eine mehrfache Sequenzausrichtung der Aminosauresequenzen der Kinasen der
STE20-STE20 Familien.

[0099] Fig. 2 zeigt die Aminosauresequenz des menschlichen STLK2.
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[0100] Fig. 3 zeigt die Nukleinsduresequenz des menschlichen STLK2.

Detaillierte Beschreibung der Erfindung

[0101] Die vorliegende Erfindung betrifft teilweise Kinase-Polypeptide, Nukleinsauren, die fur diese Polypep-
tide kodieren, Zellen, die die Nukleinsauren enthalten, Antikdrper fur diese Polypeptide, Assays, die die Poly-
peptide verwenden, und Verfahren, die sich auf das gesamte zuvor genannte beziehen. Die vorliegende Erfin-
dung basiert auf der Isolierung und Charakterisierung neuer Kinase-Polypeptide. Die Polypeptide und Nukle-
insauren kénnen unter Verwendung gut bekannter und Standardsynthesetechniken hergestellt werden, wenn
die hier vorliegenden Sequenzen gegeben sind.

[0102] Die kurzliche Aufklarung der DNA-Sequenz von Saccharomyces cerevesiae hat das erste vollstandige
Beispiel der genetischen Information, die in einem einfachen eukaryotischen Organismus enthalten ist, bereit-
gestellt. Die Analyse dieses Hefegenoms hat aufgedeckt, das es wenigstens 113 Proteinkinasen enthalt. Diese
Kinasen waren weiter in verschiedene strukturelle verbundene Gruppen unterteilt. Eine dieser neu definierten
Gruppen wurde als STE20-Familie bezeichnet, um sein Griindungselement STE20 zu reprasentieren, welches
eine Proteinkinase ist, die in dem Hefepheromon-Antwortweg, der eine Proteinkinasekaskade als Antwort auf
ein durch ein G-Protein vermitteltes Signal startet, involviert ist. S. cerevesiae hat zwei zusatzliche Elemente
dieser Familie, CLA4 und YOL113W (HRAB55).

[0103] Verschiedene Saugetierhomologe sind kirzlich identifiziert worden, die zu der STE20-Familie geho-
ren, einschlieBlich SOK-1 (menschliches STE20), GC-Kinase, KHS, HPK1, NIK, SLK, GEK, PAK1, PAK65,
MST1 und CDC7. Des weiteren haben die Drosophila und die C. elegans Genom-Anstrengungen zusatzliche
Proteinkinasen identifiziert, welche zu der STE20-Familie gehéren, wobei sie bis jetzt strukturell einzigartige
extra katalytische Domains, einschlief3lich ZC504.4 und SULU-Kinasen von C. elegans und NINAC von Dro-
sophila, haben.

[0104] STE20 bezogene Proteinkinasen schliefien die Regulierung einer Vielzahl von zellularen Antworten,
einschlieBlich der Antwort auf Wachstumsfaktoren oder Cytokine, Oxidative-, UV- oder strahlungsbezogene
Stresswege, Entziindungssignale (d.h. TNFa), apoptopische Stimulanz (d.h. Fas), T- und B-Zellen Co-Stimu-
lation, die Kontrolle von cytoskeletaler Architektur und zellulare Transformation, mit ein. Typischerweise dienen
die STE20 bezogenen Kinasen als Stromaufwartsregulatoren von MAPK Kaskaden. Die Beispiele beinhalten:
HPK1, eine Protein-Serin/Threonin-Kinase (STK), die eine STE20 ahnliche Kinase-Domain besitzt, die einen
Protein-Kinaseweg aktiviert, der zu der stressaktivierten Proteinkinase SAPK/JNK flihrt; PAK1, ein STK mit ei-
ner Stromaufwarts CDC42-Bindungsdomain, die mit Rac wechselwirkt und eine Rolle in der zellularen Trans-
formation durch den Ras-MAPK-Weg spielt und murine NIK, welche mit Stromaufwartsrezeptortyrosinkinasen
wechselwirkt und mit Stromaufwarts-STE11-Familienkinasen verbunden ist.

[0105] Die STE20-Kinasen besitzen eine Vielzahl nicht katalytischer Domains, von denen angenommen wird,
dass sie mit Stromaufwarts-Regulatoren wechselwirken. Beispiele beinhalten Prolin-reiche Domains fur die
Wechselwirkung mit SH3-haltigen Proteinen oder spezifische Domains fur die Wechselwirkung mit Rac, Rho
und Rab kleinen G-Proteinen. Diese Wechselwirkungen kénnen einen Mechanismus fir die Kreuzkommuni-
kation zwischen unterschiedlichen biochemischen Wegen als Antwort auf externe Stimuli, wie z.B. die Aktivie-
rung einer Vielzahl von Zelloberflachenrezeptoren, einschlieBlich Tyrosin-Kinasen, Cytokin-Rezeptoren, TNF
Rezeptor, Fas, T-Zellrezeptoren, CD28 oder CD40, sein.

I. Die Nukleinsauren der Erfindung

[0106] Beinhaltet in dem Umfang dieser Erfindung sind die funktionalen Aquivalente der hier beschriebenen
isolierten Nukleinsauremolekiile. Die Degeneration des genetischen Codes ermdglicht die Substitution be-
stimmter Kodons durch andere Kodons, die dieselbe Aminosaure spezifizieren und damit zum selben Protein
fuhren. Die Nukleinsduresequenz kann substantiell variieren, da, mit der Ausnahme von Methionin und Tryp-
tophan, die bekannten Aminosauren von mehr als einem Codon kodiert werden kénnen. Somit kénnten Teile
oder die gesamten Kinasegene der Erfindung synthetisiert werden, um eine Nukleinsduresequenz zu ergeben,
die sich signifikant von der, die in SEQ ID Nr. 1 gezeigt ist, unterscheidet. Die kodierte Aminosauresequenz
davon wirde jedoch bewahrt werden.

[0107] Zusatzlich kann die Nukleinsduresequenz eine Nukleotidsequenz umfassen, die aus der Addition, Be-

seitigung oder Substitution von wenigstens einem Nukleotid an dem 5'-Ende und/oder 3'-Ende der Nukleinsdu-
reformel, die in SEQ ID Nr. 1 gezeigt ist, oder eines Derivates davon resultiert. Irgendein Nukleotid oder Poly-
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nukleotid kann in diesem Zusammenhang verwendet werden, vorausgesetzt, dass seine Addition, Beseitigung
oder Substitution nicht die Aminosauresequenz von SEQ ID Nr. 2, welche durch die Nukleotidsequenz kodiert
ist, andert. Zum Beispiel ist in der vorliegenden Erfindung beabsichtigt, irgendeine Nukleinsduresequenz ein-
zuschliel3en, die aus der Addition von ATG als ein Startcodon an dem 5'-Ende der erfindungsgemafRen Nukle-
insduresequenz oder dessen Derivats oder durch die Addition von TTA, TAG oder TGA als ein Endcodon am
3'-Ende der erfindungsgemafien Nukleotidsequenz oder dessen Derivat resultiert. AuBerdem kann das Nukle-
insduremolekul der vorliegenden Erfindung wenn notwendig Restriktionsendonuclease-Erkennungsseiten ha-
ben, die an sein 5'-Ende und/oder 3'-Ende hinzugefiigt wurde.

[0108] Diese funktionalen Abanderungen einer gegebenen Nukleinsduresequenz erfordern eine Mdglichkeit,
um die Sekretion und/oder die Verarbeitung heterologer Proteine, die fir fremde Nukleidsduresequenzen, die
daran fusioniert sind, kodieren, zu unterstutzen. Alle Variationen der Nukleotidsequenz der Kinasegene der Er-
findung und Fragmente davon, die durch den genetischen Code erlaubt sind, sind deshalb in dieser Erfindung
beinhaltet.

[0109] Des Weiteren ist es moglich, Codons zu entfernen oder ein oder mehrere Codons mit Codons mit Aul3-
nahme von degenerativen Codons zu substituieren, um ein strukturell modifiziertes Polypeptid zu herzustellen,
aber eines, das im wesentlichen dieselbe Verwendung oder Aktivitat wie das durch das unmodifizierte Nukle-
insduremolekul hergestellte Polypeptid hat. Wie im Stand der Technik erkennbar, sind die zwei Polypeptide
funktional &quivalent, wie es die zwei Nukleinsduremolekiile sind, die zu ihrer Herstellung fihren, obwohl ge-
rade die Unterschiede zwischen den Nukleinsauremolekiilen nicht mit der Degeneration des genetischen Co-
des verbunden sind.

Saugetier STLK2

[0110] Die menschliche STLK2 cDNA ganzer Lange (SEQ ID Nr. 1) ist 3268 bp lang und besteht aus einem
1248 bp offener Leserahmen (ORF) flankiert von einer 181 bp 5' nicht Ubersetzten Region (UTR; 1-181) und
einem 1784 bp 3' UTR (1433-3216), die von einer polyadenylierten Region mit 52 Nukleotiden gefolgt wird. Ein
Polyadenylisierungssignal (AATAAA) wird an den Positionen (3193-3198) gefunden. Die Sequenz, die das ers-
te ATG flankiert, passt zu dem Kozak Consensus (Kozak, M., Nucleic Acids Res. 15, 8125-8148 (1987)) flr ein
initierendes Methionin und man nimmt an, dass es die translationale Startseite fir STLK2 ist. Des Weiteren
bewahren menschliches STLK2 und die verbundenen SOK-1 und MST3 Proteine die Aminosauresequenz so-
fort im Anschluss an dieses vorausgesetzte initiierende Methionin.

[0111] Verschiedene EST-Fragmente Gberspannen die vollstandige STLK2-Sequenz mit AA191319 an dem
5'Ende und W16504 an dem 3'Ende.

[I. Nukleinsduresonden, Verfahren und Kits zur Bestimmung von STE20-bezogenen Kinasen

[0112] Eine Nukleinsduresonde der vorliegenden Erfindung kann verwendet werden, um eine chrosomale
oder cDNA Bibliothek durch gewoéhnliche Hybridisierungsverfahren zu untersuchen, um andere Nukleinsaure-
molekile der vorliegenden Erfindung zu erhalten. Eine chromosomale DNA oder cDNA Bibliothek kann aus
geeigneten Zellen gemaf im Stand der Technik anerkannten Verfahren hergestellt werden. (siehe. ,Molecular
Cloning: A Laboratory Manual", Second Edition, Cold Spring Harbor Laboratory, Sambrook, Fritsch & Maniatis,
eds., 1989).

[0113] Alternativ kann eine chemische Synthese durchgefiihrt werden, um Nukleinsduresonden mit Nukleo-
tidsequenzen zu erhalten, welche mit den N-endstandigen und C-endstandigen Teilen der Aminosaurese-
quenz des Polypeptids von Interesse korrespondieren. Die synthetisierten Nukleinsduresonden kénnen als Pri-
mer in einer Polymerase-Kettenreaktion (PCR), die in Ubereinstimmung mit anerkannten PCR-Techniken
durchgefiihrt wird, im wesentlichen gemaf den PCR-Protokollen, ,,A Guide to Methods and Applications”, Aca-
demic Press, Michael, et al., eds. 1990, verwendet werden, wobei die geeignete chromosomale oder cDNA
Bibliothek verwendet wird, um das Fragment der vorliegenden Erfindung zu erhalten.

[0114] Der Durchschnittsfachmann kann schnell diese Sonden, die auf der hier offenbarten Sequenz basie-
ren, unter Verwendung von Verfahren der Computerausrichtung und Sequenzanalyse, die im Stand der Tech-
nik bekannt sind (,Molecular Cloning: A Laboratory Manual", 1989, supra) entwerfen. Die Hybridisierungsson-
den der vorliegenden Erfindung kénnen durch Standardmarkierungstechniken, wie z.B. Radiomarkierung, En-
zymmarkierung, Fluoreszenzmarkierung, Biothin-Avidin Markierung, Chemielumineszenz und ahnliches mar-
kiert werden. Nach der Hybridisierung kénnen die Sonden unter Verwendung bekannter Verfahren visualisiert
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werden.

[0115] Die Nukleinsduresonden der vorliegenden Erfindung beinhalten RNA- als auch DNA-Sonden, wobei
die Sonden unter Verwendung von im Stand der Technik bekannten Techniken hergestellt werden. Die Nukle-
insduresonde kann auf einem festen Trager immobilisiert werden. Beispiele dieser festen Trager beinhalten,
sind aber nicht darauf beschrankt, Kunststoffe, wie z.B. Polycarbonat, Komplexkohlenwasserstoffe, wie z.B.
Agarose und Sepharose, und Acrylharze, wie z.B. Polyacrylamid und Latexkiigelchen. Techniken zum Koppeln
der Nukleinsaduresonden an diese festen Trager sind im Stand der Technik gut bekannt.

[0116] Die Testproben, die fiur Nukleinsdureuntersuchungsverfahren der vorliegenden Erfindung geeignet
sind, beinhalten z.B. Zellen oder Nukleinsdureextrakte von Zellen oder biologische Flussigkeiten. Die in den
oben beschriebenen Verfahren verwendeten Proben werden, basierend auf dem Assay-Format, dem Detekti-
onsverfahren und der Natur der Gewebe, Zellen oder Extrakte, die untersucht werden sollen, variieren. Ver-
fahren zur Herstellung von Nukleinsdureextrakten von Zellen sind im Stand der Technik gut bekannt und kon-
nen leicht angepasst werden, um eine Probe zu erhalten, die mit dem verwendeten Verfahren kompatibel ist.

[0117] Ein Verfahren zur Bestimmung des Vorhandenseins von Nukleinsduren der Erfindung in einer Probe
umfasst (a) das In-Kontakt-bringen der Probe mit der oben beschriebenen Nukleinsduresonde unter Bedingun-
gen, so dass Hybridisierung auftritt, und (b) das Detektieren des Vorhandenseins der an das Nukleinsduremo-
lekdl gebundenen Sonde. Der Durchschnittsfachmann wiirde die Nukleinsduresonde gemaft dem im Stand der
Technik bekannten Techniken wie oben beschrieben auswahlen. Proben, die getestet werden sollen, beinhal-
ten RNA-Proben von menschlichem Gewebe, sollten aber nicht darauf beschrankt sein.

[0118] Ein Kit zum Bestimmen des Vorhandenseins von Nukleinsduren der Erfindung in einer Probe umfasst
wenigstens ein Behaltermittel, wobei darin die oben beschriebene Nukleinsduresonde enthalten ist. Das Kit
kann weiter andere Behalter umfassen, die ein oder mehrere der folgenden umfassen: Waschreagenzien und
Reagenzien, die das Vorhandensein von gebundener Nukleinsduresonde bestimmen kénnen. Beispiele von
Detektionsreagenzien beinhalten, sind aber nicht darauf beschrankt, radiomarkierte Sonden, enzymatisch
markierte Sonden (Merretichperoxidase, Alkaliphosphatase) und affinitdtsmarkierte Sonden (Biotin, Avidin
oder Steptavidin).

[0119] Im Detail beinhaltet ein in Abteilungen aufgeteiltes Kit irgendein Kit, in welchem Reagenzien in ge-
trennten Behaltern enthalten sind. Diese Behalter beinhalten kleine Glasbehalter, Plastikbehalter oder Streifen
von Plastik oder Papier. Diese Behalter ermoéglichen den wirksamen Transfer der Reagenzien aus einem Abteil
zu einem anderen Abteil, so dass die Proben und Reagenzien nicht kreuzkontaminiert werden und die Agen-
zien oder Losungen eines jeden Behalters in einer quantitativen Art und Weise von einem Abteil in das andere
gegeben werden kénnen. Diese Behalter werden einen Behalter beinhalten, der die Testprobe annehmen wird,
einen Behalter, der die Sonde oder die Primer, die in dem Assay verwendet werden, enthalt, Behalter, die
Waschreagenzien (wie z.B. Phosphat-gepufferte Kochsalzlésung, Tris-Puffer und ahnliches) enthalten und Be-
halter, die die Reagenzien enthalten, die verwendet werden, um die hybridisierte Sonde, den gebundenen An-
tikdrper, das amplifizierte Produkt oder dhnliches zu detektieren. Der Durchschnittsfachmann wird leicht erken-
nen, dass die in der vorliegenden Erfindung beschriebenen Nukleinsduresonden leicht in eines der etablierten
Kitformate, die im Stand der Technik gut bekannt sind, eingefiigt werden kénnen.

[Il. DNA-Konstruktionen, die ein STE20-bezogenes Nukleinsduremolekil und Zellen, die diese Konstruktionen
enthalten, umfassen

[0120] Die vorliegende Erfindung betrifft ein rekombinantes DNA-Molekil, das 5' bis 3', einen Promoter, der
wirksam die Transkription in einer Wirtszelle beginnen kann und die oben beschriebenen Nukleinsduremole-
kile umfasst. Zusatzlich betrifft die vorliegende Erfindung ein rekombinantes DNA-Molekdl, das einen Vektor
und ein oben beschriebenes Nukleinsduremolekil umfasst. Die vorliegende Erfindung betrifft ebenfalls ein Nu-
kleinsduremolekil, das eine transkriptionale Region, die einer Zelle funktional ist, eine Sequenz, die einer
RNA-Sequenz, die fir eine Aminosauresequenz, die dem oben beschriebenen Polypeptid entspricht, kodiert,
komplementér ist und eine transkriptionale Endregion, die in der Zelle funktional ist, umfasst. Die oben be-
schriebenen Molekile kénnen isolierte und/oder gereinigte DNA-Molekdle sein.

[0121] Die vorliegende Erfindung betrifft ebenfalls eine Zelle oder einen Organismus, der ein oben beschrie-
benes Nukleinsduremolekdl enthalt und dabei ein Polypeptid exprimieren kann. Das Polypeptid kann aus Zel-
len, die verandert wurden, um das Polypeptid zu exprimieren, gereinigt werden. Eine Zelle ist ,verandert um
ein gewlnschtes Polypeptid zu exprimieren", wenn die Zelle durch genetische Manipulation dazu gebracht
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wird, ein Protein herzustellen, welches sie normalerweise nicht herstellt oder welches die Zelle normalerweise
mit niedrigem Niveau erzeugt. Der Durchschnittsfachmann kann die Verfahren zur Einflihrung und Exprimie-
rung von entweder genomischen, cDNA oder synthetischen Sequenzen in entweder eukaryotische oder pro-
karyotische Zellen leicht anpassen.

[0122] Ein Nukleinsduremolekul, wie z.B. DNA, ist ,in der Lage zu exprimieren" ein Polypeptid, wenn es Nu-
kleotidsequenzen enthalt, die transkriptionale und translationale regulatorische Information enthalt und solche
Sequenzen sind ,operativ verbunden" mit Nukleotidsequenzen, die fir ein Polypeptid kodieren. Eine operable
Verbindung ist eine Verbindung, bei der die regulatorische DNA-Sequenzen und die DNA-Sequenz, die expri-
miert werden soll, auf eine solche Art und Weise verbunden werden, damit sie die Gensequenzexprimierung
ermoglichen. Die exakte Natur der regulatorischen Regionen, die flir Gensequenzexprimierung bendtigt wird,
kann von Organismus zu Organismus variieren, sollte aber im allgemeinen eine Promoter-Region beinhalten,
welche in Prokaryoten sowohl den Promotern (der den Start der RNA-Transkription dirigiert) als auch die
DNA-Sequenzen, die, wenn sie in die RNA transkribiert werden, den Synthesebeginn signalisieren werden,
enthalten. Diese Regionen werden normalerweise diese 5'-nichtkodierenden Sequenzen, die mit dem Start der
Transkription und Translation verbunden sind, wie z.B. die TATA Box, Kap-Sequenz, CAAT-Sequenz und &hn-
liches, beinhalten.

[0123] Wenn notwendig kann die nicht-kodierende Region 3' zu der Sequenz, die fir die Kinase der Erfindung
kodiert, durch die oben beschriebenen Verfahren erhalten werden. Diese Region kann fur ihre transkriptionalen
Endegulatorsequenzen, wie z.B. Beendigung und Polyadnylierung, aufrecht erhalten werden. Somit kdnnen
durch Aufrechterhalten der 3'-Region, die naturlicherweise der DNA-Sequenz, die fiir die Kinase der Erfindung
kodiert, folgt, die transkriptionalen Endsignale bereitgestellt werden. Wo die transkriptionalen Endsignale nicht
bei der Exprimierung der Wirtszelle ausreichend funktional sind, kann dann eine 3' Region funktional in die
Wirtszelle substituiert werden.

[0124] Zwei DNA-Sequenzen (wie z.B. Promoterregionsequenz und eine Sequenz, die fur die Kinase der Er-
findung kodiert) sind operativ verbunden, wenn die Natur der Verbindung zwischen den beiden DNA-Sequen-
zen nicht (1) in der EinfUhrung einer Rahmen-Shift Mutation resultiert, (2) mit der Fahigkeit der Promoter-Re-
gion-Sequenz interferiert, die Transkription einer Gensequenz, die fir die Kinase der Erfindung kodiert, zu di-
rigieren, oder (3) mit der Fahigkeit der Gensequenz der Kinase der Erfindung interferiert, durch die Promoter-
regionsequenz transkribiert zu werden. Somit wiirde eine Promoterregion operativ mit einer DNA-Sequenz ver-
bunden sein, wenn der Promoter die Transkription der DNA-Sequenz beeinflussen kann. Somit sind transkrip-
tionale und translationale Signale, die von einem geeigneten Wirt erkannt werden, notwendig, um ein Gen, das
fur die Kinase der Erfindung kodiert, zu exprimieren.

[0125] Die vorliegende Erfindung umfasst die Exprimierung eines Gens, das fur die Kinase der Erfindung
(oder ein funktionales Derivat davon) entweder in prokaryotischen oder eukaryotischen Zellen kodiert. Proka-
ryotische Wirte sind im allgemeinen sehr effizient und angemessen fiir die Herstellung von rekombinanten Pro-
teinen und sind deshalb ein Typ eines bevorzugten Exprimierungssystems fiir Kinasen der Erfindung. Proka-
ryoten werden am haufigsten durch verschiedene Stamme von E. coli reprasentiert. Andere mikrobielle Stam-
me kdénnen ebenfalls verwendet werden, einschlieRlich anderer bakterieller Stamme.

[0126] In prokaryotischen Systemen kdnnen Plasmidvektoren, die die Replikationsseiten und Kontrollse-
quenzen, die sich aus einer Spezies, die mit dem Wirt kompatibel ist, ableiten, verwendet werden. Beispiele
geeigneter Plasmidvektoren kénnen pBR322, pUC118, pUC119 und ahnliches beinhalten; geeignete phage
oder bakteriophage Vektoren kénnen ygt10, ygt11 und &hnliches beinhalten; und geeignete Virusvektoren kén-
nen pMAM-neo, pKRC und &hnliches beinhalten. Bevorzugt hat der ausgewahlte Vektor der vorliegenden Er-
findung die Kapazitat, um in der ausgewahlten Wirtszelle repliziert zu werden.

[0127] Anerkannte prokaryotische Wirte beinhalten Bakterien, wie z.B. E. coli, Bazillus, Streptomycen, Pseu-
domonas, Salmonella, Serratia und &hnliche. Unter diesen Bedingungen werden die Polypeptide jedoch nicht
glycosyliliert. Der prokaryotische Wirt muss mit dem Replikon und den Kontrollsequenzen in dem Exprimie-
rungsplasmid kompatibel sein.

[0128] Um die Kinase der Erfindung (oder ein funktionelles Derivat davon) in einer prokaryotischen Zelle zu
exprimieren, ist es notwendig, die Sequenz, die firr die Kinase der Erfindung kodiert, an einen funktionalen pro-
karyotischen Promoter operativ zu binden. Diese Promoter kénnen entweder konstitutiv oder bevorzugter re-
gulierbar sein (d.h. induzierbar oder derepressibel). Beispiele fir konstitutive Promoter beinhalten den int Pro-
moter der Bakteriophage A, den bla Promoter der B-Lactamase Gensequenz von pBR322 und den cat Promo-
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ter der Chloramphenicolacetyltransferase-Gensequenz von pPR325 und ahnliche. Beispiele von induzierba-
ren prokaryotischen Promotern beinhalten die Hauptrechts- und Linkspromoter der Bakteriophage A (P, und
Pg), die trp, recA, AacZ, Aacl und gal Promotern von E. coli, der a-Amylase (Ulmanen et al., J. Bacteriol.
162:176-182, 1985) und die (-28 spezifischen Promoter von B. subtilis (Gilman et al., Gene Sequence
32:11-20, 1984), den Promotern der Bakteriophage von Bacillus (Gryczan, In: The Molecular Biology of the Ba-
cilli, Academic Press, Inc., NY, 1982), and Streptomyces Promoter (Ward et al., Mol. Gen. Genet. 203:468-478,
1986). Prokaryotische Promoters werden von Glick rezensiert (Ind. Microbiot. 1:277-282, 1987), Cenatiempo
(Biochimie 68:505-516, 1986) und Gottesman (Ann. Rev. Genet. 18:415-442, 1984).

[0129] Eine saubere Exprimierung in einer prokaryotischen Zelle erfordert ebenfalls das Vorhandensein eines
Aufstroms einer Ribosom-Bindungsseite der Gensequenz-Kodierungssequenz. Diese Ribosom-Bindungssei-
ten werden zum Beispiel von Gold et al. offenbart (Ann. Rev. Microbiol. 35:365-404, 1981). Die Auswahl von
Kontrollsequenzen, Exprimierungsvektoren, Transformationsverfahren und ahnliches sind vom Typ der Wirts-
zelle, die verwendet wird, um das Gen zu exprimieren, abhangig. Wie hier verwendet kbnnen ,Zelle", ,Zelllinie"
und ,Zellkultur" austauschbar verwendet werden und alle diese Bezeichnungen beinhalten Vermehrung. Somit
beinhalten die Worte ,Transformanten" oder ,transformierte Zellen" die hauptsachlichen Gegenstandszelle und
-kulturen, die sich davon ableiten, ohne Blick auf die Anzahl der Transfers. Es ist ebenfalls verstandlich, dass
alle Vermehrung nicht prazise mit dem DNA-Gehalt identisch ist, aufgrund freisetzender oder versehentlicher
Mutationen. Mutantvermehrung hat jedoch, wie definiert, die gleiche Funktionalitat, wie die der urspringlich
transformierten Zelle.

[0130] Wirtszellen, die in den Exprimierungssystemen der vorliegenden Erfindung verwendet werden kénnen,
sind nicht streng limitiert, vorausgesetzt, dass sie fir die Verwendung bei der Exprimierung des Kinase-Poly-
peptids von Interesse geeignet sind. Geeignete Wirte kdnnen oft eukaryotische Zellen beinhalten. Bevorzugte
eukaryotische Wirte beinhalten z.B. Hefe, Pilz, Insektenzellen, Saugetierzellen entweder in vivo oder in Zell-
kulturen. Saugetierzellen, die als Wirte verwendbar sind, beinhalten HeLa Zellen, Zellen von fibroplastischem
Ursprung, wie z.B. VERO oder CHO-K1, oder Zellen lymphoiden Ursprungs und ihre Derivate. Bevorzugte
Saugetierwirtszellen beinhalten SP2/0 und J558L, als auch Neuroblastomazelllinien, wie z.B. IMR 332, die
bessere Kapazitaten flur das richtige posttranslationale Verfahren bereitstellen.

[0131] Zuséatzlich sind Pflanzenzellen und Kontrollsequenzen, die mit Pflanzenzellen kompatibel sind, wie
z.B. der Blumenkohimosaikvirus 35S und 19S und Nopalinsynthasepromoter und Polyadenylierungssignalse-
quenzen ebenfalls als Wirte verfugbar. Ein anderer bevorzugter Wirt ist eine Insektenzelle, wie z.B. die Droso-
phila Larve. Bei Verwendung von Insektenzellen als Wirte kann der Drosophila-Alkoholdehydrogenase-Promo-
ter verwendet werden (Rubin, Science 240:1453, 1988). Alternativ kdnnen Baculovirus-Vektoren konstruiert
werden, um groRe Mengen der Kinasen der Erfindung in Insektenzellen zu exprimieren (Jasny, Science
238:1653, 1987; Miller et al., In: Genetic Engineering, Vol. 8, Plenum, Setlow et al., eds., pp. 277-297, 1986).

[0132] Irgendeines aus einer Serie von Hefeexrimierungssystemen kann verwendet werden, welche die Pro-
moter- und Terminationselemente aus den aktiv exprimierten Sequenzen, die fur glycolytische Enzyme, die in
groRen Mengen hergestellt werden, wenn Hefe in Glucose-reichen Medien geziichtet werden, kodieren, ein-
fiigen. Bekannte glykolytische Gensequenzen kdnnen ebenfalls sehr effiziente transkriptionale Kontrollsignale
bereitstellen. Hefe stellt wesentliche Vorteile bereit, in dem sie ebenfalls posttranslationale Modifikationen
durchfihren kann. Eine Anzahl von rekombinaten DNA-Strategien existieren, die starke Promoter-Sequenzen
und eine hohe Kopieranzahl von Plasmiden, die fir die Herstellung der gewlinschten Proteine in der Hefe ver-
wendet werden kénnen, verwenden. Hefe erkennt die Fihrungssequenzen bei geklonten Saugetiergenen und
sekretiert Peptide, die Flihrungssequenzen tragen (d.h. Pre-peptide). Verschiedene mdgliche Vektorsysteme
sind flr die Exprimierung der Kinase der Erfindung bei einem Saugetier-Wirt erhaltlich.

[0133] Eine groRe Vielzahl von transkriptionalen und translationalen Regulatorsequenzen kdnnen verwendet
werden, abhangig von der Natur des Wirts. Die transkriptionalen und translationalen Regulatorsignale kénnen
aus viralen Quellen, wie z.B. einem Adenovirus, Rind Papillomavirus, Cytomegalovirus, Simianvirus oder ahn-
liches, bei denen die Regulatorsignale mit einer bestimmten Gensequenz, die einen hohen Grad an Exprimie-
rung hat, verbunden sind, abgeleitet werden. Alternativ kénnen Promoter aus Saugetierexrimierungsproduk-
ten, wie z.B. Actin, Collagen, Myosin und ahnliches verwendet werden. Transkriptionale Anfangsregulatorsig-
nale kénnen ausgewahlt werden, die Repression und Aktivierung erméglichen, so dass die Exprimierung der
Gensequenzen moduliert werden kann. Von Interesse sind regulatorische Signale, die temperaturempfindlich
sind, so dass durch Variieren der Temperatur Exprimierung unterdriickt oder gestartet werden kann oder sind
Gegenstand chemischer Regulierung (wie z.B. Metabolite).
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[0134] Exprimierung der Kinase der Erfindung in eukaryotischen Wirten erfordert die Verwendung von euka-
ryotischen Regulatorregionen. Diese Regionen werden im allgemeinen eine Promoter-Region enthalten, die
ausreichend ist, um den Start der RNA-Synthese zu dirigieren. Bevorzugte eukaryotische Promoter beinhalten
z.B. die Promoter der Mausmetallothionein | Gensequenz (Hamer et al., J. Mol. Appl. Gen. 1:273-288, 1982);
den TK-Promoter des Herpesvirus (McKnight, Cell 31:355-365, 1982); den SV40 Frihpromoter (Benoist et al.,
Nature (London) 290:304-31, 1981); und den Hefe ga14 Gensequenzpromoter (Johnston et al., Proc. Natl,
Acad. Sci. (USA) 79:6971-6975, 1982; Silver et al., Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 81:5951-5955, 1984).

[0135] Translation von eukaryotischer mRNA wird an dem Codon, welches fur das erste Methionin codiert,
gestartet. Aus diesem Grund ist es bevorzugt, sicherzustellen, dass die Bindung zwischen einem eukaryoti-
schen Promoter und einer DNA-Sequenz, die fir eine Kinase der Erfindung (oder ein funktionelles Derivat da-
von) kodiert, keine Zwischencodons enthalt, die fur ein Methionin (d.h. AUG) kodieren kénnen. Das Vorhan-
densein dieser Kodons resultiert entweder in der Bildung eines Fusionsproteins (wenn das AUG-Codon im sel-
ben Leserahmen wie die Kinase der erfindungsgemaflen kodierungssequenz ist) oder einer Rahmen-Shift Mu-
tation (wenn das AUG-Codon nicht in dem selben Leserahmen wie die Kinase der erfindungsgemafen Kodie-
rungssequenz ist).

[0136] Ein Nukleinsduremolekiil, das fir die Kinase der Erfindung kodiert, und ein operabel verbundener Pro-
moter kdnnen in eine prokaryotische oder eukaryotische Empfangerzelle entweder als ein nicht replizierendes
DNA- oder RNA-Molekiil, welches entweder ein lineares Molekil oder bevorzugt ein geschlossenes kovalen-
tes zirkulares Molekil ist, eingefuihrt werden. Da diese Molekule keine autonome Replikation durchfiihren kon-
nen, kann die Exprimierung des Gens durch die transiente Exprimierung der eingefligten Sequenz auftreten.
Alternativ kann permanente Exprimierung durch die Integration der eingefiihrten DNA-Sequenz in das Wirts-
chromosom auftreten.

[0137] Ein Vektor kann verwendet werden, der die gewlinschten Gensequenzen in das Wirtszellchromosom
integrieren kann. Zellen, die die eingefiihrte DNA stabil in ihre Chromosome integriert haben, kdnnen ausge-
wahlt werden, indem ebenfalls einer oder mehrere Marker eingefiihrt werden, die die Selektion der Wirtszellen,
die den Exprimierungsvektor enthalten, erlauben. Der Marker kann Prototropie fir einen auxotrophen Wirt, Bi-
ocidbestandigkeit, z.B. Antibiotika, oder Schwermetalle, wie z.B. Kupfer oder &hnliches, bereitstellen. Die wahl-
bare Markergensequenz kann entweder direkt an die DNA Gensequenzen, die exprimiert werden sollen, ge-
bunden werden oder in die gleiche Zelle durch Co-Transfektion eingefiihrt werden. Zusatzliche Elemente kdn-
nen ebenfalls fir eine optimale Synthese von mRNA bendétigt werden. Diese Elemente kdnnen Verbindungs-
signale als auch Transkriptionspromoter, Verstarker und Endsignale beinhalten. cDNA Exprimierungsvektoren,
die diese Elemente einfuhren, beinhalten die von Okayama beschriebenen (Mol. Cell. Biol. 3:280-, 1983).

[0138] Das eingefuhrte Nukleinsduremolekil kann in ein Plasmid oder einen viralen Vektor, der autonome Re-
plikation in dem Empfangerwirt durchfiihren kann, eingefligt werden. Jeder einer Vielzahl von Vektoren kann
fur diesen Zweck verwendet werden. Faktoren von Wichtigkeit beim Auswahlen eines bestimmten Plasmids
oder viralen Vektors beinhaltet: die Leichtigkeit mit der die Empfangerzellen, die den Vektor enthalten, erkannt
werden kénnen und von diesen Empféangerzellen, die den Vektor nicht enthalten, ausgewahlt werden kénnen;
die Anzahl der Kopien des Vektors, die in einem bestimmten Wirt benétigt werden; und ob es Wiinschenswert
ist, den Vektor zwischen Wirtszellen unterschiedlicher Spezies ,pendeln" zu kénnen.

[0139] Bevorzugte prokaryotische Vektoren beinhalten Plasmide, wie z.B. die, die in E. coli replizieren kdbnnen
(wie z.B. pBR322, ColEl, pSC101, pACYC 184, mVX; ,Molecular Cloning: A Laboratory Manual", 1989, supra).
Bacillus Plasmide beinhalten pC194, pC221, pT127 und ahnliches (Gryczan, in: The Molecular Biology Of the
Bacilli, Academic Press, NY, S. 307-329, 1982). Geeignete Streptomyces Plasmide beinhalten p1J101 (Ken-
dall et al., J. Bacteriol. 169:4177-4183, 1987), und Streptomyces Bakteriophagen wie z.B. ®C31 (Chater et al.,
in: Sixth International Symposium on Actinomycetales Biology, Akademiai Kaido, Budapest, Hungary, S. 45-54,
1986). Pseudomonas Plasmide werden von John et al. rezensiert (Rev. Infect. Dis. 8:693-704, 1986) und |zaki
(Jpn. J. Bacteriol. 33:729-742, 1978).

[0140] Bevorzugte eukaryotische Plasmide beinhalten z.B. BPV, Vaccinia, SV40, 2-Mikron Kreis und ahnliche
oder ihre Derivate. Diese Plasmide sind im Stand der Technik gut bekannt (Botstein et al., Miami Wntr. Symp.
19:265-274, 1982; Broach, in: ,The Molecular Biology of the Yeast Saccharomyces: Life Cycle and Inheri-
tance", Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY, S. 445-470, 1981; Broach, Cell 28:203-204,
1982; Bollon et al., J. Clin. Hematol. Oncol. 10:39-48, 1980; Maniatis, in: Cell Biology: A Comprehensive Tre-
atise, Vol. 3, Gene Sequence Expression, Academic Press, NY, S. 563-608, 1980).
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[0141] Wenn der Vektor oder das Nukleinsduremolekiil, das die Konstruktion(en) enthalt, einmal fiir Exprimie-
rung hergestellt wurde, kann die DNA-Konstruktion(en) in eine geeignete Wirtszelle durch irgendeine Vielzahl
geeigneter Mittel, d.h. Transformation, Transfektion, Konjugation, Protoplast-Fusion, Elektroporation, Teil-
chenkanonentechnologie, Calciumphosphatausfallung, direkte Mikroinjektion und ahnliches, eingefihrt wer-
den. Nach der Einfihrung des Vektors werden die Empfangerzellen in einem ausgewahlten Medium, das fur
das Wachstum der vektorhaltigen Zellen ausgewahlt ist, gezuichtet werden. Exprimierung des/der geklonten
Gens(e) resultiert in der Herstellung der Kinase der Erfindung oder von Fragmenten davon. Dies kann in den
transformierten Zellen als solches stattfinden oder im Anschluss an die Induktion dieser Zellen sich aufzuteilen
(z.B. durch Verabreichung von Bromodeoxyuracil an Neuroplastomazellen oder dhnliche). Eine Vielzahl von
Inkubationsbedingungen kann verwendet werden, um das Peptid der vorliegenden Erfindung zu bilden. Die be-
vorzugtesten Bedingungen sind die, die physiologische Bedingungen imitieren.

IV. Die Proteine der Erfindung

[0142] Eine Vielzahl von im Stand der Technik bekannten Methoden kann verwendet werden, um das Poly-
peptid der vorliegenden Erfindung zu erhalten. Das Polypeptid kann aus Geweben oder Zellen, die normaler-
weise das Polypeptid erzeugen, gereinigt werden. Alternativ kdnnten die oben beschriebenen isolierten Nuk-
leinsaurefragmente verwendet werden, um die Kinase der Erfindung in irgendeinem Organismus zu exprimie-
ren. Die Proben der vorliegenden Erfindung beinhalten Zellen, Proteinextrakte oder Membranextrakte von Zel-
len oder biologische Flissigkeiten. Die Proben werden basierend auf dem Assay-Format, dem Bestimmungs-
verfahren und der Natur der Gewebe, Zellen oder Extrakte, die als die Probe verwendet werden, variieren.

[0143] Irgendein eukaryotischer Organismus kann als Quelle fur das Polypeptid der Erfindung verwendet
werden, solange die Organismusquelle natirlicherweise dieses Polypeptid enthalt. Wie hier verwendet, betrifft
»0Organismusquelle" den Original-Organismus, aus dem sich die Aminosauresequenz der Untereinheit ableitet,
wobei die Untereinheit unabhangig von dem Organismus darin exprimiert und ultimativ davon isoliert wird.

[0144] Der Durchschnittsfachmann kann leicht den bekannten Verfahren fiir die Isolierung von Proteinen fol-
gen, um die Polypeptide, die frei von naturlichen Verunreinigungen sind, zu erhalten. Diese beinhalten, sind
aber nicht darauf beschrankt: eine GréRenexklusionschromatographie, HPLC, lonenaustauschchromatogra-
phie und Immuno-Affinitdts-Chromatographie.

Saugetier STLK2

[0145] Die Analyse der abgeleiteten Aminosauresequenz sagt voraus, dass STLK2 eine intrazellulare Se-
rin/Threonin-Kinase ist, der sowohl eine Signalsequenz als auch eine Transmembrandomain fehlt. STLK2 ent-
halt eine N-endstandige Domain mit 21 Aminosauren, eine katalytische Domain mit 253 Aminosauren mit all
den Motiven, die fur eine Serin-Threonin Kinase charakteristisch sind, gefolgt von einer C-endstandigen Do-
main mit 142 Aminosauren.

[0146] STLK2 betrifft am ehesten menschliche STE20-Unterfamilien Kinasen, MST3 (GB:AF024636) und
SOK-1 (GB:X99325) und eine C. elegans Kinase yk34b11.5 (GB:U53153), die 72.7%, 68.7% bzw. 69.3% Ami-
nosaureidentitat teilen.

[0147] Die N-endstandige Domain mit 21 Aminosauren menschliches STLK2 ist zu 71.4% mit dem N-Ende
von MST3 (GB:AF024636) identisch. Der menschlichen STLK2 fehlt ein Glycinrest an Position 2 und kann sich
deshalb wahrscheinlich keiner Myristylation unterziehen. Eine Smith-Waterman-Suche der nicht redundanten
Proteindatenbasis zeigt keinerlei signifikanten Homologien an, die eine potentielle Funktion fiir diese Domain
vorschlagen kénnten.

[0148] Die katalytische Domain mit 253 Aminosauren menschlicher STLK2 betrifft am meisten menschliche
SOK-1 (X99325), MST3 (GB:AF024636), C. elegans yk32b11.5 (GB:U53153), und STLKS, die 88.9%, 87.4%,
78.3% bzw. 49% Aminoidentitat teilen, wobei sie diese in die STLK-Unterfamilie der STE20-verwandten Kina-
sen platziert. Die STLK2-Kinase-Domain zeigte weniger Homologie zu anderen STE20-verwandten Kinasen,
einschlieBlich: 55.9% zu menschlichem MST2 (GB: U26424), 49.2% zu menschlichem GCK (GB: U07349),
49.2% zu menschlichem KHS1 (GB: U77129) und 44.2% zu menschlichem HPK1 (GB: U66464). Die Aktivie-
rungsschleife der katalytischer Domain von menschlicher STLK2 ist identisch zur menschlichen SOK-1 und
MST3, einschliel3lich des Vorhandenseins von vier potentiellen Threonin Phosporelierungsseiten, die eine au-
toregulatorische Rolle bei der Kinaseaktivitat spielen kénnten.
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[0149] Die C-Enddomain mit 142 Aminosauren menschlicher STLK2 betrifft am meisten menschliche SOK-1
(X99325), MST3 (GB:AF024636) und C. elegans yk32b11.5 (GB:U53153), die 39.9%, 39.9% bzw. 33.3% Ami-
nosaureidentitat teilt. Diese C-Enddomain teilt eine signifikante Aminosaureahnlichkeit der C-Enddomains der
verwandten menschlichen STLK3 und STLK4.

[0150] Das C-Ende der verwandten menschlichen SOK-1 Kinase (GB:X99325) hat gezeigt, dass es fir die
katalytische Aktivitat dieser Kinase inhibitorisch ist (Pombo, C.M., Bonventre, J.V., Molnar, A., Kyriakis, J. und
Force, T. EMBO J. 15, 4537-4546 (1996)). Basierend auf der Sequenzidentitat zwischen dem C-Ende mensch-
lichem SOK-1 (GB: X99325) und menschlichem STLK2 (39.2%) kann das C-Ende des menschlichen STLK2
ebenso als eine inhibitorische Domain fiir dessen Kinase dienen.

V. Antikérper, Hybridome, Methoden der Verwendung und Kits zur Bestimmung von STE20-verwandten Kina-
sen

[0151] Die vorliegende Erfindung betrifft einen Antikoérper mit Bindungsaffinitat an die Kinase der Erfindung.
Das Polypeptid kann die Aminosauresequenz von SEQ ID Nr. 2 oder eines funktionellen Derivats davon oder
wenigstens 9 aufeinanderfolgende Aminosauren davon (bevorzugt wenigstens 20, 30, 35 oder 40 oder mehr
aufeinanderfolgende Aminosauren davon) haben.

[0152] Die vorliegende Erfindung betrifft ebenfalls einen Antikdrper mit spezifischer Bindungsaffinitat an die
Kinase der Erfindung. Dieser Antikdrper kann durch Vergleichen seiner Bindungsaffinitat an die Kinase der Er-
findung mit seiner Bindungsaffinitat an andere Polypeptide isoliert werden. Diejenigen, die selektiv an die Ki-
nase der Erfindung binden, wirden fir die Verwendung bei Verfahren, die einen Unterschied zwischen der Ki-
nase der Erfindung und anderen Polypeptiden erfordern, ausgewahlt. Diese Verfahren kdnnten beinhalten,
sollten aber nicht darauf beschrankt sein, die Analyse von veranderter Kinaseexprimierung in Gewebe, das an-
dere Polypeptide enthalt.

[0153] Die STE20-verwandte Kinase der vorliegenden Erfindung kann in einer Vielzahl von Prozessen und
Verfahren, wie z.B. fir die Erzeugung von Antikérpern, fur die Verwendung bei der |dentifizierung pharmazeu-
tischer Zusammensetzungen und fir das Studium der DNA/Proteinwechselwirkung, verwendet werden.

[0154] Die Kinase der vorliegenden Erfindung kann verwendet werden, um Antikérper oder Hybridoma zu er-
zeugen. Der Durchschnittsfachmann wird erkennen, dass wenn ein Antikdrper benétigt wird, ein solches Pep-
tid wie hier beschrieben erzeugt werden kann und als ein Immunogen verwendet werden kann. Die Antikérper
der vorliegenden Erfindung beinhalten monoklonale und polyklonale Antikérper, als auch Fragmente dieser
Antikoérper und humanisierte Formen. Humanisierte Formen der Antikorper der vorliegenden Erfindung kénnen
unter Verwendung von einem der im Stand der Technik bekannten Verfahren, wie z.B. die Chimerisation oder
das CDR-Pfropfen, hergestellt werden.

[0155] Die vorliegende Erfindung betrifft ebenfalls ein Hybridom, das den oben beschriebenen monoklonalen
Antikorper erzeugt oder Fragmente davon bindet. Ein Hybridom ist eine immortalisierte Zelllinie, die einen spe-
zifischen monoklonalen Antikorper sekretieren kann.

[0156] Im allgemeinen sind Techniken zur Herstellung monoklonaler Antikérper und Hybridoma im Stand der
Technik gut bekannt (Campbell, ,Monoclonal Antibody Technology: Laboratory Techniques in Biochemistry and
Molecular Biology, "Elsevier Science Publishers, Amsterdam, The Netherlands, 1984; St. Groth et al., J. Im-
munol. Methods 35:1-21, 1980). Jedes Tier (Maus, Hase und ahnliches), das bekannt ist, Antikdrper herzustel-
len, kann mit dem ausgewahlten Polypeptid immunisiert werden. Verfahren zur Immunisierung sind im Stand
der Technik gut bekannt. Diese Verfahren beinhalten subkutane oder intraperitoneale Injektion des Polypep-
tids. Der Durchschnittsfachmann wird erkennen, dass die Menge des Polypeptids, das fur die Immunisierung
verwendet wird, auf Basis des Tieres, das immunisiert ist, der Antigenizitat des Polypeptids und der Injektions-
seite variieren wird.

[0157] Das Polypeptid kann modifiziert werden oder in einem Hilfsstoff verabreicht werden, um die Peptidan-
tigenizitat zu erhdhen. Verfahren zur Steigerung der Antigenizitat eines Polypeptids sind im Stand der Technik
gut bekannt. Diese Verfahren beinhalten das Koppeln des Antigens mit einem heterologen Protein (wie z.B.
Globulin oder B-Galactosidase) oder durch den Einschluss eines Hilfsstoffs wahrend der Immunisierung.

[0158] Fur monoklonale Antikérper werden Milzzellen aus den immunisierten Tieren entfernt, mit Myelo-
ma-Zellen, wie z.B. SP2/0-Agl4 Myelomazellen, fusioniert und kébnnen monoklonale Antikérper, die Hybrido-
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ma-Zellen erzeugen, werden. Jedes einer Vielzahl von Verfahren, die im Stand der Technik gut bekannt sind,
kann verwendet werden, um die Hybridomazelle, die einen Antikdrper mit den gewiinschten Charakteristika
erzeugt, zu identifizieren. Dies beinhaltet das Screenen der Hybridoma mit einem ELISA-Assay, Wes-
tern-Plot-Analyse oder Radio-Immunoassay (Lutz et al., Exp. Cell Res. 175:109-124, 1988). Hybridoma, die
die gewlinschten Antikorper sekretieren, sind geklont und die Klasse und Unterklasse werden unter Verwen-
dung von im Stand der Technik bekannten Verfahren bestimmt (Campbell, ,Monoclonal Antibody Technology:
Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular Biology", supra, 1984).

[0159] Fur polyklonale Antikérper wird antikérperhaltiges Antiserum aus dem immunisierten Tier isoliert und
nach dem Vorhandensein von Antikérpern mit der gewlinschten Spezifitat unter Verwendung eines der oben
beschriebenen Verfahren gescreent. Die oben beschriebenen Antikdrper kdnnen dedektierbar markiert sein.
Antikérper kdnnen durch die Verwendung von Radioisotopen, Affinitdtsmarkierungen (wie z.B. Biotin, Avidin
und ahnliche), enzymatische Markierungen (wie z.B. Merretich-Peroxidase), Alkaliphosphatase und ahnli-
ches), Fluoreszenzmarkierungen (wie z.B. FITC oder Rhodamin und dhnliches), paramagnetische Atome und
ahnliches dedektierbar markiert werden. Verfahren zur Ausfihrung dieser Markierungen sind im Stand der
Technik gut bekannt, siehe z.B. Stemberger et al. J. Histochem. Cytochem. 18:315, 1970; Bayer et al., Meth.
Enzym. 62:308-, 1979; Engyval et al., Immunol. 109:129-, 1972; Goding, J. Immunol. Meth. 13:215-, 1976. Die
markierten Antikdrper der vorliegenden Erfindung kdnnen fir in vitro, in vivo, und in situ Assays verwendet wer-
den, um Zellen oder Geweben, die ein spezifisches Peptid exprimieren, zu identifizieren.

[0160] Die oben beschriebenen Antikdrper kdnnen ebenfalls auf einem festen Trager immobilisiert werden.
Beispiele dieser festen Trager beinhalten Kunststoffe, wie z.B. Polycarbonat, komplexe Kohlenwasserstoffe,
wie z.B. Agarose und Sepharose, Acrylharze, wie z.B. Polyacrylamid und Latexkigelchen. Techniken zum
Koppeln von Antikdrpern an feste Trager sind im Stand der Technik gut bekannt (Weir et al., "Handbook of Ex-
perimental Immunology" 4" Ed., Blackwell Scientific Publications, Oxford, England, Kapitel 10, 1986; Jacoby
et al.,, Meth. Enzym. 34, Academic Press, N.Y., 1974). Die immobilisierten Antikdrper der vorliegenden Erfin-
dung kénnen flr in vitro, in vivo und in situ Assays als auch bei Immunochromatographie verwendet werden.

[0161] Des Weiteren kann der Durchschnittsfachmann momentan erhaltliche Verfahren, als auch die Techni-
ken, Verfahren und Kits, die hier in Bezug auf Antikérper offenbart sind, leicht anpassen, um Peptide zu erzeu-
gen, die an eine spezifische Peptidsequenz binden kdnnen, um verninftig konstruierte Antipeptid-Peptide zu
erzeugen (Hurby et al., "Application of Synthetic Peptides: Antisense Peptides", in Synthetic Peptides, A User's
Guide, W.H. Freeman, NY, S. 289-307, 1992; Kaspczak et al., Biochemistry 28:9230-9238, 1989).

[0162] Antipeptid-Peptide kdnnen durch Ersetzen der Grundaminosaurereste, die in den Peptidsequenzen
der Kinase der Erfindung gefunden werden, durch saure Reste erzeugt werden, wahrend hydrophobe und un-
geladene polare Gruppen beibehalten werden. Zum Beispiel werden Lysin-, Arginin- und/oder Histidin-Reste
durch Asparaginsaure oder Glutamatsaure ersetzt und Glutamatsaurereste werden durch Lysin, Arginin oder
Histidin ersetzt.

[0163] Die vorliegende Erfindung umfasst ebenfalls ein Verfahren zur Bestimmung eines STE20-verwandten
Kinase-Polypeptids in einer Probe, das umfasst: (a) In-Kontakt-bringen der Probe mit einem oben beschriebe-
nen Antikdrper unter Bedingungen, so dass sich ein Immunokomplex bilden und (b) Bestimmen des Vorhan-
denseins des Antikorpers, der an das Polypeptid gebunden ist. Im Detail umfassen die Verfahren das Inkubie-
ren einer Testprobe mit einem oder mehreren Antikérpern der vorliegenden Erfindung und das Untersuchen
ob der Antikdrper an die Testprobe bindet. Geanderte Niveaus der Kinase der Erfindung in einer Probe, vergli-
chen mit normalen Niveaus, kénnen eine Krankheit aufzeigen.

[0164] Bedingungen fir die Inkubation eines Antikdrpers mit einer Testprobe variieren. Inkubationsbedingun-
gen hangen von den in dem Assay verwendeten Format, dem verwendeten Detektionsverfahren und der Art
und Natur des in dem Assay verwendeten Antikdrpers ab. Der Durchschnittsfachmann wird erkennen, dass
irgendeines der herkdmmlich erhaltlichen immunologischen Assay-Formate (wie z.B. Radioimmunoassays,
Enzym-verbundene Immunosorbent Assays, auf Diffusion basierendes Ouchterlony oder Rocket Immunofluo-
reszenz Assays) leicht angepasst werden kann, um die Antikérper der vorliegenden Erfindung zu verwenden.
Beispiele dieser Assays kdnnen bei Chard (,An Introduction to Radioimmunoassay and Related Techniques"
Elsevier Science Publishers, Amsterdam, The Netherlands, 1986), Bullock et al. ("Techniques in Immunocyto-
chemistry", Academic Press, Orlando, FL Vol. 1, 1982; Vol. 2, 1983; Vol. 3, 1985), Tijssen ("Practice and The-
ory of Enzyme Immunoassays: Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular Biology", Elsevier Sci-
ence Publishers, Amsterdam, The Netherlands, 1985) gefunden werden.
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[0165] Die immunologischen Assay-Testproben der vorliegenden Erfindung beinhalten Zellen, Proteine oder
Membranextrakte von Zellen oder biologische Flissigkeiten, wie z.B. Blut, Serum, Plasma oder Urin. Die in
dem oben beschriebenen Verfahren verwendeten Testproben werden basierend auf dem Assay-Format, der
Natur des Bestimmungsverfahrens und der Gewebe, Zellen oder Extrakte, die als die Probe, die untersucht
werden soll, verwendet werden, variieren. Verfahren zur Herstellung von Proteinextrakten oder Membranex-
trakten von Zellen sind im Stand der Technik gut bekannt und kénnen leicht angepasst werden, um eine Probe,
die mit dem verwendeten System untersuchbar ist, zu erhalten.

[0166] Ein Kit enthalt alle notwendigen Reagenzien, um die zuvor beschriebenen Verfahren der Detektion
auszufuhren. Das Kit kann umfassen: (i) ein erstes Behaltermittel, das einen oben beschriebenen Antikdrper
enthalt und (ii) ein zweites Behaltermittel, das ein Konjugat enthalt, das einen Bindungspartner des Antikorpers
und eine Markierung umfasst. In einer anderen bevorzugten Ausfihrungsform kann das Kit des Weiteren einen
oder mehrere andere Behalter umfassen, die eines oder mehrerer der folgenden umfassen: Waschreagenzien
und Reagenzien, die das Vorhandensein eines gebundenen Antikérpers bestimmen kénnen.

[0167] Beispiele fir Detektionsreagenzien beinhalten, sind aber nicht darauf beschrankt, markierte sekunda-
re Antikérper oder alternativ, wenn der primare Antikdrper markiert ist, die chromophoren, enzymatischen oder
antikdrperbindenden Reagenzien, die mit dem markierten Antikdrper reagieren kénnen. Der in Abteilungen
aufgeteilte Kit kann wie oben beschrieben fir Nukleinsduresonde-Kits sein. Der Durchschnittsfachmann wird
leicht erkennen, dass die in der vorliegenden Erfindung beschriebenen Antikérper leicht in eines der eingefiihr-
ten Kitformate, die alle im Stand der Technik gut bekannt sind, eingefiigt werden kann.

VI. Isolierung von Verbindungen, die mit STE20-verwandten Kinasen wechselwirken

[0168] Die vorliegende Erfindung betrifft ebenfalls ein Verfahren zur Bestimmung einer Verbindung, die an die
STE20-verwandte Kinase der Erfindung binden kann, wobei es das Inkubieren der Verbindung mit der Kinase
der Erfindung und das Bestimmen des Vorhandenseins der Verbindung, die an die Kinase gebunden ist, um-
fasst. Die Verbindung kann in einer Komplexmischung, z.B. Serum, Koérperflissigkeit oder Zellextrakte, vorlie-
gen.

[0169] Die vorliegende Erfindung betrifft ebenfalls ein Verfahren zur Bestimmung eines Agonisten oder Ant-
agonisten mit Kinaseaktivitat oder Kinasebindungspartneraktivitat, das das Inkubieren der Zellen, die die Kina-
se der Erfindung herstellen, in Gegenwart einer Verbindung und das Bestimmen der Veranderung in dem Ni-
veau der Kinaseaktivitat oder Kinasebindungspartneraktivitdt umfasst. Die somit identifizierten Verbindungen
wirden eine Veranderung in der Aktivitat erzeugen, die flr das Vorhandensein der Verbindung hinweisend ist.
Die Verbindung kann in einer Komplexmischung, z.B. Serum, Kdrperflussigkeit oder Zellextrakte vorliegen.
Wenn die Verbindung einmal identifiziert ist, kann sie unter Verwendung von im Stand der Technik gut bekann-
ter Techniken isoliert werden.

[0170] Die vorliegende Erfindung umfasst ebenfalls ein Verfahren zum Agonisieren (Stimulieren) oder Anta-
gonisieren von Kinaseverbundener Aktivitat in einem Saugetier, das die Verabreichung eines Agonisten oder
Antagonisten zu der Kinase der Erfindung in einer Menge, die ausreicht, um Agonismus oder Antagonismus
zu bewirken, an ein Saugetier umfasst. Ein Verfahren zur Behandlung von Erkrankungen in einem Saugetier
mit einem Agonisten oder Antagonisten mit STE20-verwandter Kinaseaktivitat, das die Verabreichung des
Agonisten oder Antagonisten an das Saugetier in einer Menge, die ausreicht, um die STE20-verwandten Ki-
nase-verbundenen Funktionen zu agonisieren oder antagonisieren, ist ebenfalls in der vorliegenden Anmel-
dung umfasst.

[0171] Bei Anstrengungen, neue Behandlungen fir Erkrankungen zu entdecken, haben biomedizinische For-
scher und Chemiker Moleklle entworfen, synthetisiert und getestet, die die Funktion von Proteinkinasen inhi-
bieren. Einige kleine organische Molekule bilden eine Klasse von Verbindungen, die die Funktion der Protein-
kinasen modulieren. Beispiele fur Molekile, die die Funktion von Proteinkinasen inhibieren sollen beinhalten,
sind aber nicht darauf beschrankt, bismonocyclische, bicyclische oder heterocyclische Arylverbindungen (PCT
WO 92/20642, veréffentlicht am 26. November 1992 von Maguire et al.), Vinylen-Azaindolderivative (PCT WO
94/14808, veroffentlicht am 07. Juli 1994 von Ballinari et al.), 1-Cyclopropyl-4-pyridyl-chinole (U.S. Patent No.
5,330,992), Styrolverbindungen (U.S. Patent No. 5,217,999), Styrol-substituierte Pyridylverbindugen (U.S. Pa-
tent No. 5,302,606), bestimmte Chinazolinderivative (EP Anmeldung Nr.. 0 566 266 A1), Seleoindole und Se-
lenide (PCT WO 94/03427, veroffentlicht am 17. Februar 1994 von Denny et al.), tricyclische Polyhydroxylver-
bindungen (PCT WO 92/21660, veroffentlicht am 10. Dezember 1992 von Dow) und Benzylphosphonsaure-
verbindungen (PCT WO 91/15495, verdffentlicht am 17. Oktober 1991 von Dow et al).
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[0172] Verbindungen, die Zellmembranen durchqueren und resistent gegenuber saurer Hydrolyse sind, sind
potentiell vorteilhaft als Therapeutika, da sie eine hohe Bioverfiigbarkeit haben, nachdem sie oral an Patienten
verabreicht worden sind. Viele dieser Proteinkinaseinhibitoren inhibieren jedoch die Funktion von Proteinkina-
sen nur schwach. Zusatzlich inhibieren viele eine Vielzahl von Proteinkinasen und werden zahlreiche Neben-
effekte als Therapeutika fiir Erkrankungen verursachen.

[0173] Einige Indolinon-Verbindungen bilden jedoch Klassen von saureresistenten und Membran-durchlassi-
gen organischen Molekulen. WO 96/22976 (verdffentlicht 01. August 1996 von Ballinari et al.) beschreibt was-
serlosliche Indolinon-Verbindungen, die Tetralin-, Naphtalin-, Chinolin- oder Indol-Substituenten, die an den
Oxindol-Ring gebunden sind, beherbergen. Diese bicyclischen Substituenten sind im Gegensatz dazu mit po-
laren Einheiten, die hydroxyliertes Alkyl, Phosphat- und Ethereinheiten beinhalten, substituiert. Die US-Paten-
tanmeldungen Serien-Nummern 08/702,232, eingereicht am 23. August 1996, mit dem Titel ,Indolinone Com-
binatorial Libraries and Related Products and Methods for the Treatment of Disease" von Tang et al. (Lyon &
Lyon Aktennummer 221/187) und 08/485,323, eingereicht am 07. Juni 1995, mit dem Titel ,Benzylidene-Z-In-
dolinone Compounds for the Treatment of Disease" von Tang et al (Lyon & Lyon Aktennummer 223/298) und
die Internationale Patentanmeldung WO 96/22976, verdffentlicht am 01. August 1996 von Ballinari et al., ein-
schlielich aller Zeichnungen, beschreiben chemische Indolinon-Bibliotheken von Indolinon-Verbindungen, die
andere bicyclische Einheiten als auch monocyclische Einheiten, die an den Oxindol-Ring gebunden sind, be-
herbergen. Die Anmeldungen 08/702,232, eingereicht am 23. August 1996, mit dem Titel ,Indolinone Combi-
natorial Libraries and Related Products and Methods for the Treatment of Disease" von Tang et al. (Lyon &
Lyon Aktennummer 221/187), 08/485,323, eingereicht am 07. Joni 1995, mit dem Titel ,Benzylidene-Z-Indoli-
none Compounds for the Treatment of Disease" von Tang et al. (Lyon & Lyon Akten-Nr. 223/298) und WO
96/22976, veroffentlicht am 01. August 1996 von Ballinari et al. Lehren Uber Verfahren von Indolinon-Synthe-
sen, Verfahren zum Testen der biologischen Aktivitat von Indolinon-Verbindungen in Zellen und die Inhibie-
rungsmuster von Indolinon-Derivaten.

[0174] Andere Beispiele von Substanzen, die Kinase-Aktivitdt modulieren kdnnen, beinhalten, sind aber nicht
darauf beschrankt, Tyrphostine, Chinazoline, Chinoxoline und Chinoline. Die Chinazoline, Tyrphostine, Chino-
line und Chinoxoline, auf die oben Bezug genommen wird, beinhalten gut bekannte Verbindungen, wie die in
der Literatur beschriebenen. Reprasentative Veréffentlichungen, die Chinazoline beschreiben, beinhalten zum
Beispiel Barker et al., EPO Veroffentlichungsnr. 0 520 722 A1; Jones et al., U.S. Patent Nr. 4,447,648; Kabbe
et al., U.S. Patent Nr. 4,757,072; Kaul und Vougioukas, U.S. Patent Nr. 5,316,553; Kreighbaum und Comer,
U.S. Patent Nr. 4,343,940; Pegg und Wardleworth, EPO Veroffentlichungsnr. 0 562 734 A1; Barker et al., Proc.
of Am. Assoc. for Cancer Research 32:327 (1991); Bertino, J.R., Cancer Research 3:293-304 (1979); Bertino,
J.R. Cancer Research 9 (2 part 1):293-304 (1979); Curtin et al., Br. J. Cancer 53:361-368 (1986); Fernandes
et al., Cancer Research 43:1117-1123 (1983); Ferris et al. J. Org. Chem. 44(2):173-178; Fry et al., Science
265:1093-1095 (1994); Jackman et al., Cancer Research 51:5579-5586 (1981); Jones et al. J. Med. Chem.
29(6):1114-1118; Lee und Skibo, Biochemistry 26(23):7355-7362 (1987); Lemus et al., J. Org. Chem.
54:3511-3518 (1989); Ley und Seng, Synthesis 1975:415-522 (1975); Maxwell et al., Magnetic Resonance in
Medicine 17:189-196 (1991); Mini et al., Cancer Research 45:325-330 (1985); Phillips und Castle, J. Hetero-
cyclic Chem. 17(19):1489-1596 (1980); Reece et al., Cancer Research 47(11):2996-2999 (1977); Sculier et al.,
Cancer Immunol. and Immunother. 23:A65 (1986); Sikora et al., Cancer Letters 23:289-295 (1984); Sikora et
al., Analytical Biochem. 172:344-355 (1988).

[0175] Chinoxaline wurden von Kaul und Vougioukas, U.S. Patent Nr. 5,316,553 beschrieben.

[0176] Chinoline werden von Dolle et al., J. Med. Chem. 37:2627-2629 (1994); MaGuire, J. Med. Chem.
37:2129-2131 (1994); Burke et al., J. Med. Chem 36:425-432 (1993); und Burke et al. BioOrganic Med. Chem.
Letters 2:1771-1774 (1992) beschrieben.

[0177] Tyrphostine werden von Allen et al., Clin. Exp. Immunol. 91:141-156 (1993); Anafi et al., Blood
82:12:3524-3529 (1993); Baker et al., J. Cell Sci 102:543-555 (1992); Bilder et al., Amer. Physiol. Soc. S.
6363-6143:C721-C730 (1991); Brunton et al., Proceedings of Amer. Assoc. Cancer Rsch. 33:558 (1992);
Bryckaert et al., Experimental Cell Research 199:255-261 (1992); Dong et al., J. Leukocyte Biology 53:53-60
(1993); Dong et al., J. Immunol. 151(5):2717-2724 (1993); Gazit et al., J. Med. Chem. 32:2344-2352 (1989);
Gazit et al., J. Med. Chem. 36:3556-3564 (1993); Kaur et al., Anti-Cancer Drugs 5:213-222 (1994), King et al.,
Biochem. J. 275:413-418 (1991); Kuo et al., Cancer Letters 74:197-202 (1993); Levitzki, A., The FRSEB J.
6:3275-3282 (1992); Lyall et al., J. Biol. Chem. 264:14503-14509 (1989); Peterson et al., The Prostate
22:335-345 (1993); Pillemer et al., Int. J. Cancer 50:80-85 (1992); Posner et al., Molecular Pharmacology
45:673-683 (1993); Rendu et al., Biol. Pharmacology 44(5):881-888 (1992); Sauro und Thomas, Life Sciences
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53:371-376 (1993); Sauro und Thomas, J. Pharm. and Experimental Therapeutics 267(3):119-1125 (1993);
Wolbring et al., J. Biol. Chem. 269(36):22470-22472 (1994); und Yoneda et al., Cancer Research
51:4430-4435 (1991) beschrieben.

[0178] Andere Verbindungen, die als Modulatoren verwendet werden kénnen, beinhalten Oxindolinone, wie
z.B. die, die in der US-Patentanmeldung mit der Seriennummer 08/702,232, die am 23. August 1996 einge-
reicht wurde, beschrieben sind.

VII. Biologische Signifikanz, Anwendungen und klinische Relevanz neuer STE20-verwandter Kinasen von
menschlichem STLK2

[0179] STLK2 gehort zu einer sich ausdehnenden Familie intrazelluldrer STKs, die einen variierenden Grad
an Sequenzhomologie zu SOK-1, einer Kinase, die mit oxidativen Stressagenzien verbunden ist (Pombo, CM
et al, EMBO J. (17) 4537-4546, 1996), haben. Unsere Daten zeigen, dass STLK2 in hematopoetischen Zellen
stark exprimiert wird. Deshalb kann STLK2 beim oxidativen Antwortweg wahrend der Entziindung teilnehmen.
Zusatzlich kénnte STLK2 ebenfalls eine mdgliche Verbindung bei Signalwegen, die zur T-Zellenaktivierung
fuhren, sein. Hohe Niveaus an STLK2 in verschiedenen Tumorzelllinien kénnten ebenfalls andeuten, dass
STLK2 in Turmoreginese involviert ist.

[0180] STLK2 betrifft am meisten zwei menschliche STE20-Unterfamilien-Kinasen: MST3 und SOK-1. MST3
ist eine cytoplasmische Kinase mit 52.000 Daltons, die tiberall exprimiert wird, wobei ihre hdchsten Niveaus an
Exprimierung im Herzen, der Skelettmuskulatur und der Bauchspeicheldrise gefunden werden. Die Se-
rin/Threonin Kinase-Aktivitdt von MST3 wird durch Phosphorylierung aktiviert. Anders als SOK-1 bevorzugt
MST3 Mn™ gegeniiber Mg*™ und kann sowohl als GTP als auch ATP als Phosphatdonor verwendet werden.
MST3 kann sich einer Dimerisierung unterziehen. Keine Agonisten sind bis jetzt identifiziert worden, die MST3
aktivieren. Der Stromabwarts-Signalmechanismus dieser Kinase ist unbekannt (Schinkmann, K und Blenis, J.
(1997), J. Biol. Chem. 272, 28695-28703).

[0181] SOK-1 ist eine cytoplasmische Kinase mit 50.000 Daltons, die vorwiegend in Testis, groRtenteils im
Darm, Gehirn und Magen und in geringerem Maf3e im Herz und in der Lunge exprimiert wird. SOK-1 wird eben-
falls in der germinalen Center-B-Zelllinie (RAMOS) und einer reifen B-Zelllinie (HS Sultan) exprimiert. Die Se-
rin/Threonin Kinase-Aktivitdt von SOK-1 wird durch Phosphorylierung aktiviert. Das C-Ende von SOK-1 hat
sich als inhibitorisch fir die katalytische Aktivitat dieser Kinase gezeigt. Die einzigen Agonisten, von denen be-
kannt ist, dass sie SOK-1 aktivieren, sind Oxidationsmittel, wie H,O, und Menadion, ein Chinon, das ein poten-
ter intrazellularer Generator von reaktiven Sauerstoffspezies ist (Pombo, C.M. et al. EMBO J. 15, 4537-4546).
SOK-1 wird ebenfalls durch chemische Anoxie durch die Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies und die Frei-
setzung von Calcium in das Cytoplasma von intrazellularen Lagern aktiviert. SOK-1 kann deshalb eine wichtige
Rolle bei Ischemie, der Ursache von Myocardialinfarkt, Schlaganfall und akutem Nierenversagen spielen
(Pombo, C.M. et al. J. Biol. Chem. 272, 29372-29379 (1997)). Die Aktivitdt von SOK-1 bei der Antwort auf oxi-
dativen Stress ist umgekehrt mit der Aktivitat der stressaktivierenden Proteinkinasen (SAPKs) verbunden: ge-
steigerte SOK-1-Aktivitat korreliert mit der Abwesenheit von SAPK-Aktivitat und umgekehrt. SOK-1 aktiviert
keinen der vier MAP-Kinasewege, SAPKs, p38, ERK-1 oder MEK-5/ERK-5 (Pombo, C.M. et al. EMBO J. 15,
4537-4546). Der Stromabwarts-Signalmechanismus dieser Kinase bleibt unbekannt.

[0182] STLK2 wird in einer groRen Vielzahl von Immunzelltypen und Geweben, einschlieRlich Thymus, Den-
drozyten, Mastzellen, Monozyten, B-Zellen (primar, Jurkat, RPMI, SR), T-Zellen (CD8/CD4+, TH1, TH2, CEM,
MOLT4) und Megacaryozyten (K562) exprimiert. Konsequenterweise kann dieses STK bei oxidativen Antwort-
wegen wahrend Entziindungen, Reperfusionsverletzungen (Schlaganfall, chirurgische Behandlung, Schock),
TNFa-vermittelte Signale, Insulin-Desensibilisierung, Atheriogenese, vaskulare Verletzung, T- oder B-Zel-
len-Co-Stimulation teilnehmen oder alternativ bei anderen MAPK-verwandten Signallibertragungsverfahren
teilnehmen.

[0183] Der hohe Grad an Sequenzhomologie bei dem C-Ende von SOK-1 und STLK2 drangt die Mdglichkeit

auf, das dieses neue STK, wie z.B. SOK-1, Gegenstand von Autoinhibierung durch ein konserviertes C-End-
motiv sein kann.
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Klinische Anwendungen
Menschliches STLK2

[0184] Homologe der STLK Unterfamilie von STE20 Proteinkinasen, wie z.B. STLK4, kdnnen eine wichtige
Rolle als Mediatoren der Immunantwort spielen. Somit sind sie Targets fir die Entwicklung von spezifischen
Inhibitoren kleiner Molekile, um immunologische Erkrankungen, einschlieRlich, aber nicht darauf beschrankt,
rheumatoide Arthritis, chronische entziindliche Magenerkrankungen (z.B. Crohn's Erkrankung), chronische
entzundliche Beckenerkrankungen, multiple Sklerose, Asthma, Osteoarthritis, Psoriase, Atherosclerose, Rhi-
nitis und Autoimmunitat, zu behandeln, als auch bei organischen Transplantationen. Andere Erkrankungen be-
inhalten kardiovaskulare Erkrankungen.

[0185] Die menschlichen STLKs kénnen ebenfalls eine wichtige Rolle bei der Regulierung des Zellwachstums
spielen. Somit sind sie Targets fur die Entwicklung von Kinase Inhibitoren kleiner Molekiile fiir die Behandlung
von Krebs und Metastasen.

[0186] Die potentielle Rolle von menschlichem STLK2 bei der Vermittlung von oxidativem Stress deutet stark
darauf hin, dass Arzneimittel, die diese Kinase als Target haben, sich ebenso bei der Behandlung von Myocar-
dialinfarkt, Arrhytmie und anderen Kardiomyopathien, Schlaganfall, Nierenversagen, mit oxidativem Stress
verbundenen neurodegenerativen Erkrankungen, wie z.B. amyothrophisches Lateralsklerose, Parkinsons' Er-
krankung und Leigh-Syndrom, einer nekrotisierende mitochondriale Encophalopathie, als nitzlich erweisen
kdénnen.

VIIl. Transgene Tiere

[0187] Eine Vielzahl von Verfahren sind fiir die Herstellung von transgenen Tieren, die mit dieser Erfindung
verbunden sind, erhaltlich. DNA kann in den Pronucleus eines befruchteten Eis vor der Verschmelzung der
mannlichen und weiblichen Pronuclei injiziert werden oder kann in den Kern einer embryonischen Zelle (z.B.
der Kern eines zweizelligen Embryos) im Anschluf3 an den Start der Zellteilung injiziert werden (Brinster et al.,
Proc. Nat. Acad. Sci. USA 82: 4438-4442, 1985). Embryonen kénnen mit Viren infiziert werden, insbesondere
Retroviren, die modifiziert sind, um anorganische lonenrezeptor-Nukleotidsequenzen der Erfindung zu tragen.

[0188] Pluripotente Stammzellen, die sich von der inneren Zellmasse des Embryos ableiten und in Kultur sta-
bilisiert sind, kdnnen in Kultur manipuliert werden, um Nukleotidsequenzen der Erfindung einzufihren. Ein
transgenes Tier kann aus solchen Zellen durch Implantierung eines Blastozysten, der in eine Fostermutter im-
plantiert wird und gedeihen soll, hergestellt werden. Tiere, die fur transgene Experimente geeignet sind, kdn-
nen aus Standard-kommerziellen Quellen, wie z.B. Charles River (Wilmington, MA), Taconic (Germantown,
NY), Harlan Sprague Dawley (Indianapolis, IN) etc. erhalten werden.

[0189] Die Verfahren zur Manipulierung vom Nagetierembryo und zur Mikroinjektion von DNA in den Pro-Nu-
cleus der Zygote sind dem Durchschnittsfachmann gut bekannt (Hogan et al., supra). Mikroinjektionsverfahren
fur Fische, amphibische Eier und Vdgel sind bei Houdebine und Chourrot detailliert erlautert (Experientia
47:897-905, 1991). Andere Verfahren zur Einfuhrung von DNA in Gewebe von Tieren sind im US-Patent Nr.
4,945,050 (Sandford et al., 30. Juli, 1990) beschrieben.

[0190] Nur beispielhaft werden weibliche Mause zu einem Superovulat gebracht, um eine transgene Maus zu
erzeugen. Weibchen werden mit Mannchen zusammengebracht und die gepaarten Weibchen werden mit CO,,
Asphyxiation oder zervikaler Dislokation geopfert und die Embryos werden aus dem ausgeschiedenen Oviduk-
ten wiedergewonnen. Umgebenden Kumulus-Zellen werden entfernt. Embryos mit Pro-Kern werden dann ge-
waschen und gelagert, bis zum Zeitpunkt der Injektion. Zufallig cyclisierende erwachsene weibliche Mause
werden mit vasektomysierten Mannchen gepaart. Empfangerweibchen werden zur selben Zeit als Do-
nor-Weibchen gepaart. Die Embryos werden dann operativ entfernt. Das Verfahren zur Erzeugung transgener
Ratten ist dem von Mausen ahnlich (Hammer et al., Cell 63:1099-1112, 1990).

[0191] Verfahren zur Kultivierung von embryonalen Stammzellen (ES) und die folgende Herstellung von
transgenen Tieren durch die Einfihrung von DNA in ES-Zellen unter Verwendung von Verfahren wie z.B. Elek-
troporation, Calciumphosphat/DNA-Ausfallung und direkte Injektion sind dem Durchschnittsfachmann eben-
falls gut bekannt (Teratocarcinomas and Embryonic Stem Cells, A Practical Approach, E.J. Robertson, ed., IRL
Press, 1987).
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[0192] Fur den Fall, der zuféllige Genintegration involviert, wird ein Klon, der die Sequenz(en) der Erfindung
enthalt, mit einem Gen, das fur Widerstand kodiert, transfiziert. Alternativ wird das Gen, das fur Neomycin-Wi-
derstand kodiert, physikalisch an die Sequenz(en) der Erfindung gebunden. Transfektion und Isolierung von
gewunschten Klonen werden durch eines von mehreren Verfahren, die dem Durchschnittsfachmann gut be-
kannt sind, durchgefihrt (E.J. Robertson, supra).

[0193] DNA-Molekile, die in ES-Zellen eingefihrt wurden, kénnen ebenfalls in das Chromosom durch das
Verfahren der homologen Rekombination integriert werden (Capecchi, Science 244:1288-1292, 1989). Verfah-
ren zur positiven Auswahl des rekombinanten Ereignisses (d.h. Neo-Widerstand) und der zweifache positiv-ne-
gativ-Auswahl (d.h. Neowiderstand und Gancyclovir-Widerstand) und die folgende ldentifizierung der ge-
wiinschten Klone durch PCR sind von Capecchi, supra und Joyner et al. (Nature 338:153-156, 1989) beschrie-
ben worden. Die Endphase des Verfahrens ist es, Target-ES-Zellen in Blastozyten zu injizieren und die Blas-
tozyten in pseudoschwangere Weibchen zu transferieren. Die resultierenden chimeren Tiere werden gebritet
und der Beginn wird durch Southern Blotting analysiert, um die Individuen, die das Transgen tragen, zu iden-
tifizieren. Verfahren fir die Herstellung von Nichtnagetier-Saugetieren und anderen Tieren ist von anderen dis-
kutiert worden (Houdebine und Chourrout, supra; Pursel et al., Science 244:1281-1288, 1989; und Simms et
al., Bio/Technology 6:179-183, 1988).

[0194] Somit stellt die Erfindung transgene, nicht-menschliche Saugetiere bereit, die ein Transgen, das flr
die Kinase der Erfindung kodiert, oder ein Gen, das die Exprimierung der Kinase beeinflusst, enthalten. Diese
transgenen nicht-menschlichen Saugetiere sind besonders verwendbar als ein in vivo Testsystem fiir das Stu-
dium der Wirkungen der Einfihrung einer. Kinase oder der Regulierung der Expremierung einer Kinase (d.h.
durch die Einflihrung von zuséatzlichen Genen, Antisense-Nukleinsduren oder Ribozymen).

[0195] Ein ,transgenes Tier" ist ein Tier mit Zellen, die DNA enthalten, die kinstlich in die Zelle eingefihrt wur-
den, wobei die DNA Teil des Genoms des Tieres, das sich aus der Zelle entwickelt, wird. Bevorzugte transgene
Tiere sind Primaten, Mause, Ratten, Kiihe, Schweine, Pferde, Ziegen, Schafe, Hunde und Katzen. Die trans-
gene DNA kann fur menschliches STLK2 kodieren. Urspriingliche Exprimierung in einem Tier kann durch Be-
reitstellen einer Menge von Anti-Sense RNA oder DNA, die die Exprimierung des Rezeptors wirksam verrin-
gert, verringert werden.

IX. Gentherapie

[0196] STLK2 oder dessen genetische Sequenzen werden ebenfalls bei der Gentherapie verwendbar sein
(rezensiert von Miller, Nature 357:455-460, 1992). Miller behauptet, dass Fortschritte bei praktischen Versu-
chen bei menschlicher Gentherapie erzielt worden sind, die positive Anfangsergebnisse gezeigt haben. Die
grundsatzliche Wissenschaft der Gentherapie wird bei Mulligan beschrieben (Science 260:926-931, 1993).

[0197] In einer bevorzugten Ausflihrungsform wird ein Exprimierungsvektor, der die STLK2-Kodierungsse-
quenz enthalt, in Zellen eingefugt, die Zellen werden in vitro geziichtet und dann in eine gro3e Anzahl von Pa-
tienten eingefiihrt. Bei einer anderen bevorzugten Ausflihrungsform wird ein DNA-Segment, das einen Promo-
ter der Wahl (z.B. einen starken Promoter) enthalt, in Zellen, die ein endogenes Gen, das fiir die Kinase der
Erfindung kodiert, auf eine solche Art und Weise transferiert, dass das Promoter-Segment in die Exprimierung
des endogenen Kinase-Gens verstarkt (z.B. wird das Promoter-Segment zu der Zelle transferiert, so dass es
direkt mit dem endogenen Kinase-Gen verbunden wird).

[0198] Die Gentherapie kann die Verwendung eines Adenovirus, der Kinase cDNA enthalt, die auf einen Tu-
mor gerichtet ist, eines systemischen Kinaseanstieg, der auf die Implantierung von bearbeiteten Zellen gerich-
tet ist, die Injektion mit Kinase kodierenden Viren oder die Injektion von nackter Kinase DNA in geeignetes Ge-
webe beinhalten.

[0199] Target-Zellen Populationen kdénnen durch Einfihren veranderter Formen von einer oder mehreren
Komponenten der Proteinkomplexe modifiziert werden, um die Aktivitat dieser Komplexe zu modulieren. Zum
Beispiel kann durch Reduzieren oder Inhibieren einer Komplexkomponentenaktivitat innerhalb der Target-Zel-
len ein abnormales Signalweitergabeereignis, das zu einer Bedingung flihrt, verringert, inhibiert oder umge-
kehrt werden. Die Entfernung oder die falsche Wahrnehmung von Mutanten einer Komponente, die die Fahig-
keit mit anderen Komponenten der Proteinkomplexe wechsel zu wirken beibehalt, aber nicht als Signalweiter-
gabe fungieren kann, kann verwendet werden, um ein abnormales, verschlechterndes Signalweitergabeereig-
nis zu inhibieren.
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[0200] Die Exprimierung von Vektoren, die sich aus Viren ableiten, wie z.B. Retroviren, Vaccinavirus, Adeno-
virus, Adenoverbundene Viren, Herpesviren, verschiedene RNA-Viren oder Rind Papilloma Virus kdnnen zur
Abgabe der Nukleotidsequenzen (z.B. cDNA), die flr die rekombinante Kinase des Erfindungsproteins kodie-
ren, in die Target-Zellen-Population (z.B. Tumorzellen) verwendet werden. Verfahren, die dem Durchschnitts-
fachmann gut bekannt sind, kdnnen verwendet werden, um rekombinante virale Vektoren herzustellen, die die
Kodierungssequenzen enthalten (Maniatis et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory, N.Y., 1989; Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing Associates
and Wiley Interscience, N.Y., 1989). Alternativ kdnnen rekombinante Nukleinsduremolekule, die fur Proteinse-
quenzen kodieren, als nackte DNA oder in einem wiederhergestellten System, z.B. Liposome oder andere Li-
pidsysteme zur Abgabe der Target-Zellen, verwendet werden (z.B. Felgner et al., Nature 337:387-8, 1989) ver-
wendet werden. Verschiedene andere Verfahren fur den direkten Transfer von Plasmid-DNA in Zellen existiert
fur die Verwendung bei der menschlichen Gentherapie und beinhaltet das Abzielen auf DNA auf Rezeptoren
auf Zellen durch Komplexieren der Plasmid-DNA an Proteine (Miller, supra).

[0201] In seiner einfachsten Form kann der Gentransfer durch einfaches Injizieren geringer Mengen von DNA
in den Kern einer Zelle durch ein Verfahren der Mikroinjektion durchgefiihrt werden (Capecchi, Cell 22:479-88,
1980). Wenn die rekombinanten Gene einmal in eine Zelle eingefihrt sind, kdnnen sie durch den normalen
Mechanismus der Zelle fiir Transkription und Translation erkannt werden und ein Genprodukt wird exprimiert
werden. Andere Verfahren sind ebenfalls zum Einfiihren von DNA in gréf3eren Anzahlen in Zellen versucht wor-
den. Diese Verfahren beinhalten: die Transfektion, wobei DNA mit CaPO, ausgefallt wird und durch Pinocytose
in Zellen aufgenommen wird (Chen et al., Mol. Cell Biol. 7:2745-52, 1987); Elektroporation, wobei Zellen star-
ken Voltimpulsen ausgesetzt werden, um Lécher in die Membran einzufiihren (Chu et al., Nucleic Acids Res.
15:1311-26, 1987); Lipofektions-/Liposomfusion, wobei DNA in lipophile Vesikel gepackt werden, die mit einer
Target-Zelle fusionieren (Felgner et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 84:7413-7417, 1987) und Teilchenbombarde-
ment unter Verwendung von DNA, die an kleine Projektile gebunden ist (Yang et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
87:9568-9572, 1990). Ein anderes Verfahren zur Einfuhrung von DNA in Zellen ist es, die DNA an chemisch
modifizierte Proteine zu koppeln.

[0202] Es hat sich ebenfalls gezeigt, dass Adenovirus-Proteine Endosome destabilisieren kdnnen und die
Aufnahme von DNA in Zellen steigern kénnen. Die Mischung von Adenovirus in Losungen, die DNA-Komplexe
enthalten, oder das Binden von DNA am Polylysin, das kovalent an Adenovirus angebunden ist, unter Verwen-
dung von Protein-vernetzende Agenzien verbessert substantiell die Aufnahme und Exprimierung des rekom-
binanten Gens (Curiel et al., Am. J. Respir. Cell. Mol. Biol., 6:247-52, 1992).

[0203] Wie hier verwendet bedeutet "Gentransfer" das Verfahren des Einfiihrens eines fremden Nukleinsau-
remolekdls in eine Zelle. Gentransfer wird gewdhnlich durchgefliihrt, um die Exprimierung eines bestimmten
Produktes, das fur das Gen kodiert, zu erméglichen. Das Produkt kann ein Protein, Polypeptid, Anti-Sense
DNA oder RNA oder enzymatisch aktive RNA beinhalten. Gentransfer kann in kultivierten Zellen oder durch
direkte Verbreichung an Tiere durchgefiihrt werden. Im allgemeinen beinhaltet Gentransfer das Verfahren des
Nukleinsaurekontaktes mit einer Target-Zelle durch nichtspezifische oder Rezeptor-vermittelte Wechselwir-
kungen, die Aufnahme von Nukleinsaure in die Zelle durch die Membran oder durch Endozytose und die Frei-
setzung von Nukleinsaure in das Zytoplasma aus der Plasmamembran oder dem Endosom. Die Exprimierung
kann zusatzlich die Bewegung der Nukleinsdure in dem Kern der Zelle und das Binden der geeigneten Kern-
faktoren fur Transkription erfordern.

[0204] Wie hier verwendet ist ,Gentherapie" eine Form des Gentransfers und ist in der Definition von Gen-
transfer, wie hier verwendet, beinhaltet und betrifft insbesondere Gentransfer, um ein therapeutisches Produkt
aus einer Zelle in vivo oder in vitro zu exprimieren. Gentransfer kann ex vivo auf Zellen, die dann in einen Pa-
tienten transplantiert werden, durchgefiihrt werden oder kann durch direkte Verabreichung der Nukleinsaure
oder des Nukleinsaureproteinkomplexes an den Patienten durchgefiihrt werden.

[0205] In einer anderen bevorzugten Ausfiihrungsform wird ein Vektor mit Nukleinsauresequenzen, die fiir ein
STLK2 Polypeptid kodieren, bereitgestellt, bei dem die Nukleinsauresequenz nur in spezielle Gewebe expri-
miert wird. Verfahren zum Erreichen der gewebespezifischen Genexprimierung werden in der Internationalen
Anmeldung Nr. WO 93/09236, eingereicht am 03. November 1992 und veréffentlicht am 13. Mai 1993, gezeigt.

[0206] Bei all den vorher genannten Vektoren, die oben gezeigt sind, ist ein weiterer Aspekt der Erfindung der,

dass die Nukleinsduresequenz, die in dem Vektor enthalten ist, Zusatze, Léschungen oder Modifikationen von
einigen oder allen Sequenzen der Nukleinsaure, wie oben definiert, beinhalten kénnen.
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[0207] In einer anderen bevorzugten Ausfiihrungsform wird ein Verfahren zur Genersetzung gezeigt. ,Gener-
setzung", wie hier verwendet, bedeutet Liefern einer Nukleinsauresequenz, die in vivo in einem Tier exprimiert
werden kann und dabei die Funktion eines endogenen Gens, das in dem Tier fehlt oder fehlerhaft ist, bereit-
stellt oder steigert.

X. Verabreichung der Substanzen

[0208] Verfahren zur Bestimmung der Dosierungen von Verbindungen, die an einen Patienten verabreicht
werden sollen, und die Arten der Verabreichung der Verbindungen an einen Organismus sind in der US-An-
meldung Seriennr. 08/702,282, eingereicht am 23. August 1996, und der Internationalen Patentanmeldung WO
96/22976, verdffentlicht 01. August 1996, offenbart. Der Durchschnittsfachmann wird anerkennen, dass diese
Beschreibungen fiir die vorliegende Erfindung anwendbar sind und leicht daran angepasst werden kénnen.

[0209] Die genaue Dosierung hangt von verschiedenen Faktoren, wie z.B. der Art der zu behandelnden Er-
krankung, der bestimmten zu verwendenden Zusammensetzung und die Grofe und der physiologische Zu-
stand des Patienten, ab. Therapeutisch wirksame Dosen fir die hier beschriebenen Verbindungen kénnen an-
fanglich aus Zellkultur und Tiermodellen abgeschatzt werden. Zum Beispiel kann eine Dosis in Tiermodellen
formuliert werden, um einen zirkulierenden Konzentrationsbereich zu erreichen, der anfanglich den IC;,, wie in
Zellkulturassays bestimmt, berlicksichtigt. Die Daten des Tiermodells kénnen verwendet werden, um die ver-
wendbaren Dosen beim Menschen genauer zu bestimmen.

[0210] Die Plasmahalbwertszeit und die Bioverteilung des Arzneimittels und der Metabolite in dem Plasma,
den Tumoren und den Hauptorganen kdnnen ebenfalls bestimmt werden, um die Auswahl der Arzneimittel, die
zur Inhibierung einer Erkrankung am besten geeignet sind, zu erleichtern. Diese Messungen kénnen durchge-
fuhrt werden. Zum Beispiel kann eine HPLC-Analyse auf dem Plasma eines Tieres, das mit dem Arzneimittel
behandelt worden ist, durchgefuhrt werden und der Ort der radiomarkierten Verbindungen kann unter Verwen-
dung von Detektionsverfahren, wie z.B. Réntgenstrahlen, CAT-Scan und MRI, bestimmt werden. Verbindun-
gen, die eine wirksame inhibitorische Aktivitat bei den Screening-Assays zeigen, aber schlechte pharmakoki-
netische Charakteristika haben, kénnen durch Verandern der chemischen Struktur und erneutes Testen opti-
miert werden. In diesem Zusammenhang kénnen Verbindungen, die gute pharmakokinetische Charakteristika
zeigen, als ein Modell verwendet werden.

[0211] Toxizitatsstudien kénnen ebenfalls durchgefihrt werden durch Messen der Blutzellenzusammenset-
zung. Zum Beispiel kdnnen Toxizitatsstudien in einem geeigneten Tiermodell wie folgt durchgeflihrt werden: 1)
die Verbindung wird an Mause (eine unbehandelte Kontrollmaus sollte ebenfalls verwendet werden) verab-
reicht; 2) Blutproben werden periodisch aus der Schwanzvene aus einer Maus in jeder Behandlungsgruppe
erhalten und 3) die Proben werden beziglich roter und weilter Blutzellenzahlen, der Blutzellzusammensetzung
und des Prozentsatzes an Lymphozyten gegenulber polymorphonuklearen Zellen analysiert. Ein Vergleich der
Ergebnisse fir jede Dosierungskur mit den Kontrollen zeigt an, ob Toxizitat vorliegt.

[0212] Am Ende jeder Toxizitatsstudie kénnen weitere Studien durch Opfern der Tiere (bevorzugt in Uberein-
stimmung mit dem American Veterinary Medical Association Guidelines Report of the American Veterinary Me-
dical Assoc. Panel on Euthanasia, Journal of American Veterinary Medical Assoc., 202:229-249, 1993) durch-
geflhrt werden. Reprasentative Tiere aus jeder Behandlungsgruppe kénnen dann durch grobe Leichenschau
fur sofortigen Beweis von Metastasen, ungewdhnlicher Krankheit oder Toxizitat untersucht werden. Grobe Ab-
normitaten im Gewebe werden notiert und die Gewebe werden histologisch untersucht. Verbindungen, die eine
Reduktion des Koérpergewichts oder der Blutkomponenten verursachen, sind weniger bevorzugt, als Verbin-
dungen mit Nebeneffekten auf Hauptorgane. Im Allgemeinen ist die Verbindung weniger bevorzug, je grofier
die Nebenwirkung ist.

[0213] Fur die Behandlung von Krebs liegt die erwartete tagliche Dosis an hydrophoben pharmazeutischen
Agenzien zwischen 1 bis 500 mg/Tag, bevorzugt 1 bis 250 mg/Tag und am bevorzugtesten 1 bis 50 mg/Tag.
Arzneimittel kbnnen weniger haufig abgegeben werden, vorausgesetzt die Plasmaniveaus der aktiven Einheit
sind ausreichend, um die therapeutische Wirksamkeit aufrecht zu erhalten.

[0214] Die Plasmaniveaus sollten die Potenz des Arzneimittels widerspiegeln. Im Aligemeinen sind die Plas-
maniveaus, die notwendig ist, um Effizienz zu erreichen, niedriger, je potenter die Verbindung ist.
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Beispiele

[0215] Die unten aufgefiihrten Beispiele sind nicht begrenzend und sind nur reprasentativ fir verschiedene
Aspekte und Merkmale der vorliegenden Erfindung. Die Beispiele unten zeigen die Isolierung und Charakteri-
sierung von STE20-verwandten Kinase der Erfindung.

Beispiel 1: Isolierung von cDNAs, die fir Saugetier STE20-verwandte Proteinkinasen kodieren
Materialien und Verfahren
Identifikation neuer Klone

[0216] Gesamt-RNAs wurden unter Verwendung des Guanidin-Salze/Phenol-Extraktionsprotokolls von
Chomczynski und Sacchi (P. Chomczynski und N. Sacchi, Anal. Biochem. 162, 156 (1987)) aus priméaren
menschlichen Tumoren, normalen und Tumorzelllinien, normalem menschlichen Gewebe und aus sortierten
menschlichen hematophoetischen Zellen isoliert. Diese RNAs wurden verwendet, um einstrangige cDNA unter
Verwendung des Superscript Preamplification Systems (GIBCO BRL, Gaithersburg, MD; Gerard, GF et al.
(1989), FOCUS 11, 66) unter Bedingungen, die von dem Hersteller vorgeschlagen werden, zu erzeugen. Eine
typische Reaktion verwendete 10 ug Gesamt-RNA mit 1.5 pg Oligo(dT),,_,, in einem Reaktionsvolumen von 60
pl. Das Produkt wurde mit RNaseH behandelt und auf 100 pl mit H,O verdinnt. Fir die folgende PCR-Ampli-
fikation wurden 1-4 yl dieses sscDNA bei jeder Reaktion verwendet.

[0217] Degenerierte Oligonukleotide wurden an einem Applied Biosystems 3948 DNA Synthetisierer unter
Verwendung etablierter Phosphoramiditchemie synthetisiert, mit Ethanol ausgefallt und ungereinigt fur PCR
verwendet. Die Sequenz von einigen der degenerierten oligonukleotiden Primer und des Aminosauremotivs,
fur das sie kodieren, ist wie folgt:

TRK1 5'-CTGAATTCGGNGCNTTYGGNAARGT-3' GAFGKYV (sense)

TRK4 5'-GCTGGATCCYTCNGGNGGCATCCA-3' WMPPE (antisense)

ROS1 5'-GCNTTYGGNGARGTNTAYGARGG-3' AFGEVYEG (sense)

CCK4b 5-GCTGGATCCYTCNGGNSWCATCCA-3' WMSPE (antisense)

CCK4c 5'-GAGTTYGGNGARGTNTTYYTNGC-3' EFGEVYEG (sense)

[0218] Diese Primer werden von den Sense- und Antisense-Strangen konservierter Motive innerhalb der ka-
talytischen Domain verschiedener Proteinkinasen abgeleitet. Degenerierte Nukleotidrestbezeichnungen sind
N=A C,G,oderT;R=AoderG;Y=CoderT,H=A, CoderT nicht G; D =A, G oder T nicht C; S = C oder
Gund W=AoderT.

[0219] PCR-Reaktionen werden unter Verwendung von degenerierten Primern, die an multiple einstrangige
cDNAs angebracht sind, durchgefihrt. Die Primer werden mit einer Endkonzentration von jeweils 5 yM zu einer
Mischung, die 10 mM TrisHCI, pH 8.3, 50 mM KCl, 1.5 mM MgCl,, jeweils 200 pm Deoxynukleosidtriphosphat,
0.001% Gelatine, 1.5 U AmpliTag DNA Polymerase (Perkin-Elmer/Cetus) und 1-4 pl cDNA enthalt, hinzugege-
ben. Im Anschluss an 3 min Denaturation bei 95°C waren die Zyklisierungsbedingungen 94°C fiir 30 s, 50°C
fir 1 min und 72°C fiir 1 min 45 s fir 35 Zyklen. PCR-Fragmente, die zwischen 300-350 bp migrieren, wurden
aus 2% Agarosegels unter Verwendung des GeneClean Kit (Bio101) isoliert und T-A geklont in den pCRII-Vek-
tor (Invitrogen Corp. U.S.A.), gemal des Protokolls des Herstellers.

[0220] Die Kolonien wurden fur Miniplasmid DNA-Zubereitungen unter Verwendung von Quiagen-Kolonnen
ausgewahlt und die Plasmid-DNA wurde unter Verwendung eines Zyklus-Sequenz-Farbstoffsterminatorkits mit
AmpliTag DNA-Polymerase, FS (ABI, Foster City, CA) entschlisselt. Sequenzreaktionsprodukte wurden an ei-
nem ABI Prism 377 DNA Sequenzer durchgefiihrt und unter Verwendung des BLAST Alignment-Algorithmus
analysiert (Altschul, S.F. et al., J. Mol. Biol. 215:403-10).

[0221] Zusatzliche PCR-Strategien wurden verwendet, um verschiedene PCR-Fragmente oder ESTs, die ex-

akte oder nahezu exakte Olignukleotidprimer, wie in der Ergebnissektion fiir jede cDNA detailliert beschrieben,

zu verbinden. Die PCR-Bedingungen waren wie oben beschrieben, mit der Ausnahme, das abkihlende Tem-

peraturen fur jedes Oligopaar, unter Verwendung der Formel: Tm = 4(G + C) + 2(A + T), berechnet.
Isolierung von cDNA-Klonen:

[0222] Menschliche cDNA-Bibliotheken wurden mit PCR oder EST-Fragmenten, die STE20-verwandten Ge-
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nen entsprechen, untersucht. Die Sonden waren durch zufélliges Priming **P-markiert und wurden mit 2x10°
cpm/ml im Anschluf3 an Standardtechniken fir Bibliotheks-Screening verwendet. Prehybridisierung (3 h) und
Hybridisierung (Uber Nacht) wurden bei 42°C in 5 X SSC, 5X Denhart's Losung, 2.5% Dextransulfat, 50 mM
Na,PO,/NAHPO,, pH 7.0, 50 % Formamid mit 100 mg/ml denaturierte Lachssperma-DNA durchgeflhrt. Strikte
Waschungen wurden bei 65°C in 0.1X SSC und 0.1% SDS durchgefiihrt. Das DNA-Sequentialisieren wurde
an beiden Strangen unter Verwendung eines Zyklus-Sequenz-Farbstoff-Terminator-Kits mit AmpliTaqg DNA-Po-
lymerase, FS (ABI, Foster City, CA) durchgefuihrt. Die Sequenzreaktionsprodukte wurden an einem ABI Prism
377 DNA-Sequenzer durchgefiihrt.

Makegene Bioinformatics EST Assembler

[0223] Die EST-Berichte wurden von ncbi (www.ncbi-nim.nih.gov) heruntergeladen. Nach Entkomprimieren
der Files wurde das Programm 'report2est’ ausgefiihrt, um die folgende Information zu extrahieren: 1) EST Na-
men, 2) GenBank Zugangsnummern, 3) GenBank Gi-Nummern, 4) Klon Id-Nummern, 5) die Nukleotidsequen-
zen der ESTs, 6) der Organismus, 7) der Bibliotheksname, 8) der Name des Labors und 9) der Institution. Der
Output von 'report2est’ ist ein File im FASTA-Format mit all den oben aufgelisteten Informationen in erster Linie
von jedem Eintrag, mit Ausnahme der Sequenz, die in der zweiten Linie jedes Eintrags aufgelistet ist. Das re-
sultierende File wird fir BLAST formatiert unter Verwendung von 'pressdb' (erhaltlich als Teil des ncbi Werk-
zeug-Kits).

[0224] Um ein Gen oder ein Teil eines Gens aus ESTs zu bilden, wurde das Programm 'makegene' entwickelt.
Input zu diesem Programm ist eine Abfragesequenz und der/die Organismus/Spezies fir welchen ein Gen ge-
bildet werden soll. Eine Anfangssuche nach der formatierten EST-Datenbank, wie oben beschrieben, wird un-
ter Verwendung von BLAST (blastn) durchgefiihrt. Irgendein Ergebnis, das Warnungen enthalt, wie z.B. po-
lyA-Schwanze oder andere Widerholungselemente werden aus den zukiinftigen Anfragen eliminiert. Das Pro-
gramm 'blast_parse_reports' wurde entwickelt, um die FASTA Header Line aus den Suchergebnissen zu ex-
trahieren und der Output wird dann gefiltert, um nur die FASTA Header Lines fir die gewiinschten Spezies zu
extrahieren.

[0225] Die Anfangsergebnisse, die bezuglich Warnungen und Spezies gefiltert worden sind, gehen in eine
Schleife, bei der Suchen gegentber der Datenbank wiederholt werden, bis keine neuen ESTs gefunden wer-
den. Die Schleife besteht aus den folgenden Schritten: 1) wenn mdglich werden die Namen von beiden Enden
des ESTs aus der Datenbank durch Suchen unter Verwendung des 'Clone Id'-Feldes oder des Teils des
'EST-Namen'-Feldes, vor dem .r oder .s Postcript, extrahiert, 2) irgendwelche ESTs, die als Anfrage in vorher-
gehenden Schleifen verwendet worden ist, wird aus der gegenwartigen Anfrage durch das Programm 'subtract'
entfernt, 3) die resultierende Liste von ESTs wird verwendet, um die Sequenzen aus der Datenbank durch das
Programm batch_parse_fasta zu extrahieren, 4) BLAST wird erneut gegentber der Datenbank unter Verwen-
dung jeder Sequenz ausgefihrt, 5) die Outputfiles von BLAST, die Warnungen enthalten, werden entfernt, 6)
die Ergebnisse werden nach Spezien gefiltert und 7) die Schleife wird wieder betreten, wenn neue ESTs in dem
vorhergehenden Lauf durch die Schleife gefunden wurden.

[0226] Die ESTs, die von 'makegene' ausgewahlt wurden, werden als Input fiir das Programm 'mpd2_cluster'
(Hide, W., Burke, J, und Davison, D. U. aus Houston, unveréffentlicht) verwendet, wobei die Cluster die Se-
quenzen uberlappen. Die Programme 'contig' (Kerlavage, T., TIGR, unverdffentlicht), 'gde2mult' und 'gde2sing’
(Smith, S.W., et al., CABIOS 10, 671-675 (1994)) werden verwendet, um die Ausrichtung und die Konsens-Se-
quenz der Uberlappenden ESTs herzustellen.

ERGEBNISSE
cDNA-Klonen und Charakterisierung von STLK2

[0227] Die menschliche STLK2 cDNA-Sequenz ist aus zwei tberlappenden EST-Fragmenten, AA191319 und
W16504, zusammengesetzt, die unter Verwendung einer Smith-Waterman-Suche der EST-Datenbank mit
STLK1 (MST3 GB:AF024636) als eine Anfrage identifiziert werden. Die vollstdndige Sequenz beider Klone
wurde bestimmt und verwendet, um die menschliche STL2-Sequenz ganzer Lange zu generieren.

[0228] Der EST-Klon AA191319 enthalt einen 1327 bp-Einsatz und einen ORF von 1146 bp (382 Aminosau-

ren). Der FST-Klon W16504 enthalt einen 2474 bp Einsatz (nicht einschlieRlich des Poly-A-Schwanzes) und
einen ORF von 687 bp (382 Aminosauren).
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[0229] Die menschliche STLK2 cDNA (SEQ ID NO.1) ganzer Lange ist 3268 bp lang. AA191319 Uberspannt
die Positionen 1-1327 und W16504 die Positionen 743-3216. Die Uberlappung zwischen diesen beiden Klonen
zeigt 100 Sequenzidentitat. Die menschliche STLK2 cDNA enthélt einen 1248 bp ORF, der von einem 181 bp
5'"UTR (1-181) und einem 1784 bp 3' UTR (1433-3216) flankiert ist, der von einer 52 Nukleotid polyadenylierten
Region gefolgt wird. Ein Polyadenylierungssignal (AATAAA) wird bei den Positionen 3193-3198 gefunden. Die
Sequenz, die das erste ATG flankiert, bildet zu dem Kozak-Konsens fur ein Anfangs-Methionin und man nimmt
an, dass es die Translationsstartseite fir STLK2 ist. Des Weiteren bewahren menschliches STLK2 und die ver-
wandten SOK-1 und MST3-Proteine die Aminosauresequenz unmittelbar im Anschluss an dieses vermutete
Anfangsmethionin.

[0230] Verschiedene EST-Fragmente Uiberspannen die vollstandige STLK2-Sequenz mit AA191319 am 5'En-
de und W16504 an dem 3' Ende.

[0231] Alle Suchen gegeniber der 6ffentlichen Nukleinsduredatenbank (NRN) und Proteindatenbank (NRP)
wurden unter Verwendung des Smith-Waterman Gap Alignment Programms durchgefihrt (Smith, TF und Wa-
terman, MS (1981) J. Mol. Biol, 147, 195-197.) mit der PAM100 Matrix und einem offenen Zwischenraum bzw.
Extensionsstrafen von 14:1.

Beispiel 2: Exprimierungsanalyse von Saugetier STE20-verwandten Protein-Kinasen
Materialien und Verfahren
Quantitative PCR-Analyse

[0232] RNA wurde aus einer Vielzahl von normalen menschlichen Geweben und Zelllinien isoliert. Einstran-
gige cDNA wurde aus 10 pg jeder RNA wie oben beschrieben unter Verwendung des Superscript Preamplifi-
cation System (GibcoBRL) synthetisiert. Diese einstrangigen Template wurden dann in einer PCR Reaktion mit
25 Zyklen mit Primern, die fir jeden Klon spezifisch sind, verwendet. Die Reaktionsprodukte wurden an 2%
Agarosegelen elektrophoresiert, mit Ethidiumbromid gebeizt und in einer UV-Lichtbox photographiert. Die re-
lative Intensitat der 5TK-spezifischen Banden wurde fir jede Probe bestimmt.

DNA-Anordnungen, die auf Exprimierungsanalyse basieren

[0233] Plasmid-DNA-Anordnungsblots wurden durch Beladen von 0.5 pg denaturiertem Plasmid fir jede
STE20-verwandte Kinase auf eine Nylon-Membran hergestellt. Die [a*P]dCTP markierte einstrangigen
DNA-Sonden wurden aus der Gesamt-RNA, die aus verschiedenen menschlichen Immungewebequellen oder
Tumorzellen (Thymus, Dendrocyten, Mastzellen, Monozyten, B-Zellen (primare, Jurkat, RPMI8226, SR),
T-Zellen (CD8/CD4+, TH1, TH2, CEM, MOLT4), K562 (Megakoryocyten) isoliert wurden, synthetisiert. Hybri-
disierung wurde bei 42°C flr 16 Stunden in 6X SSC, 0.1% SDS, 1X Denhardt's Lésung, 100 pg/ml denaturierte
Heringssperma-DNA mit 10° cpm/ml einer [a**P]dCTP markierten einstrangigen Sonde durchgefiihrt. Die Filter
wurden in 0.1X SSC/0.1% SDS bei 65°C gewaschen und fiir quantitative Analyse auf einem Molekular Dyna-
mics Phosphorimager ausgesetzt.

Ergebnisse
Verteilung der STE20-verwandten Gentranskripte bei normalen Geweben und Tumorzelllinien.

[0234] Exprimierung der gesamten STE20-verwandten Kinasen wurde in einer Platte mit menschlichen Im-
mungeweben/Zellen durch Hybridisierung an einen DNA-Anordnungsblot, der Plasmide, die fir jedes dieser
Gene kodieren, enthalt, durchgefuhrt. STLK2 wurde weitestgehend bei allen 14 Immunproben exprimiert, wo-
bei STLK4 und PAK4 in einem Untersatz von 6-7 der Proben besonders exprimiert wurden (Tabelle 3). Mehrere
andere Kinasen (SULU3, ZC4, KHS2) hatten eine restriktivere Exprimierung, wahrend andere in nur einer ein-
zigen Immunquelle (STLK3, Thymus; ZC1, Dendrozyten; ZC3, Monozyten; PAK5, Mastzellen und MOLT4) ex-
primiert wurden und mehrere von all den Immunquellen, die untersucht wurden, abwesend waren (GEK2,
SULU1, ZC2, STLKS). Diese Exprimierungsmuster waren recht unterschiedlich zwischen den Mitgliedern der-
selben Unterfamilie (d.h. ZC1, ZC2, ZC3 und ZC4 oder PAK1, PAK2, PAK3, PAK4, PAKS5). Diese Analyse
schlagt vor, dass einige dieser Kinasen Kandidat-Targets flir verschiedene Immunerkrankungen sein kénnen
und das einige, die starker exprimiert wurden, Funktionen vermitteln kénnen, die der Grundbiologie der meis-
ten proliferativen Zellen gegenuber vital sind.
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Tabelle 3: STE20-verwandte Kinase-Exprimierung in einem menschlichen Immunpanel

Dendrozyten |Mastzellen |{Monozyten B- CD8+
KINASE | Thymus Zallen| CD4+ ; TH1 | TH2
GEK2 350 350 350 350 350 350 | 350 | 350
SULU1 350 350 350 350 350 350 | 350 | 350
SULU3 350 350 350 350 12149 350 {5115 350
STLK2 | 117770 13771 27620 92036 18305 | 391095408 3564
STLK3 | 8624 350 350 350 350 350 | 350 | 350
STLK4 | 8524 350 350 350 350 8685 {5642 | 350
STLK5 XXX XXX Xxx Xxx 350 350 | 350 | xxx
ZC1 350 3377 350 350 350 350 | 350 | 350
ZC2 350 350 350 350 350 350 [ 350 | 350
2C3 350 350 350 20156 350 350 | 350 | 350
ZC4 Xxx Xxx Xxx Xxx 350 350 350 | x=xx
KHS2 8766 2508 350 56575 350 350 | 350 | 350
PAK4 32658 7684 3729 100948 350 350 350 | 1604
PAKS 350 350 4905 350 350 350 | 350 | 350
CEM MOLT4 JURKAT RPMI8226 SR K562
KINASE | (T-Zelle) | (T-Zelle) | (B-Zelle) | (B-Zelle) | (B-Zelle) (M0)
GEK2 350 350 350 350 350 350
SULU1 350 350 350 350 350 350
SULU3 350 350 350 350 350 350
STLK2 47236 53262 47605 22560 65936 30350
STLK3 350 350 350 350 350 350
STLK4 3648 350 26772 1570 350 350
STLKS 350 350 350 XXX 350 350
Zc1 350 350 350 350 350 350
ZC2 350 350 350 | 350 350 350
ZC3 350 350 350 350 350 350
ZC4 1094 7813 14945 XXX 350 6385
KHS2 350 350 350 350 350 350
PAK4 350 10246 350 3229 350 350
PAKS 350 12672 350 350 350 350
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Transkriptionsgrof3e von Northern-Daten

Kinase (kb)
STLK2 3.8

. STLK4 5.0
ZC1 6.9/4.7
ZC2 6.0/8.0
ZC4 5
KHS2 4.4
SULU1 4.5
SULU3 10.0
GEK2 5.5
PAK4 4.8
PAKS 3.5

STLK2 wird weitgehend exprimiert. Die héchsten Exprimierungsniveaus wurden in der Plazenta, der Milz und
PBL gefunden.

STLK4 wird ebenfalls weithin in normalen Geweben einschliellich Herz, Gehirn, Plazenta, Lunge, Leber, Ske-
lettmuskel, Niere, Pankreas, Milz, Thymus, Prostata, Hoden, Eierstock, Dinndarm, Dickdarm und periphere
Blutlymphozyten exprimiert. STLK4 wurde ebenfalls Jurkat T-Zellen dedektiert.

ZC2 wird im Gehirn und den Hoden exprimiert.

SULU 3 zeigte ein weites Muster an Exprimierung in dem normalen Gewebspanel von RNAs.

GEK2 wurde in der Milz, dem Thymus und dem Hoden exprimiert.

PAK4 wurde in den normalen Geweben exprimiert: Gehirn, Hoden und Prostata.

PAKS zeigte schwache Exprimierungsniveaus in den normalen Geweben: Gehirn, Hoden, Blase, Dickdarm,
Nebennierenmark, Milz, fétale Leber, Brust, Zerebralkortex, Cerebellum, Thymus, Speicheldriise, Lunge, Ma-
gen, Duodenum, Uterus, Prostata, Skelettalmuskel und Plazenta.

Beispiel 4: Generierung von spezifischen Immunoreagenzien auf STE20-verwandten Proteinkinasen
Materialien und Verfahren

[0235] Spezifische Immunoreagenzien wurden in Kaninchen gegentiber KLH- oder MAP-konjugierte synthe-
tischen Peptiden, die den menschlichen STE20-verwandten Kinasen entsprechen, aufgezogen. C-endstandi-
ge Peptide wurden an KLH mit Glutaraldehyd konjugiert, wobei ein freies C-Ende offengelassen wurde. Interne
Peptide wurden mit einem blockierten N-Ende MAP-konjugiert. Zusatzliche Immunoreagenzien kénnen eben-
falls durch Immunisieren von Kaninchen mit dem bakteriell exprimierten GST-Fusionsproteinen, die die cyto-
plasmischen Domains jedes neuen STK enthalten, hergestellt werden.

[0236] Die verschiedenen Immunseren werden zuerst fur ihre Reaktivitat und Selektivitat auf rekombinantes
Protein, vor dem Testen fur endogene Quellen, getestet.

Western Blots

[0237] Proteine in SDS PAGE werden zur Immobilon-Membran transferiert. Der Waschpuffer ist PBST (Stan-
dard-Phosphat gepufferte Kochsalzlésung pH 7.4 + 0.1% Triton x 100). Block- und Antikdrperinkubationspuffer
ist PBST +5% Milch. Antikérperverdiinnungen variieren von 1:1000 bis 1:2000.

Ergebnisse
[0238] Drei SULU1 Antiseren (gegen sowohl 539A und 540A) und zwei SULU3 Antiseren (542A) reagierten
spezifisch mit den Peptid-Antigenen. Antiserenbindung war mit dem Peptid in Konkurrenz. Experimente mit Ex-
trakten aus Zellen, die mit Epitop-tagged SULU1- und SULU3-Genen transfiziert waren, sind laufend.
[0239] Antiseren gegen das PAK4 C-endstandige Peptid 554A reagierte mit gereinigtem Gst-PAK4 und de-
dektierte ein Protein des korrekten Molekulargewichts aus Gewebskulturzellen. Spezifische Immunonieder-

schlagsexperimente sind anhaltend, um die Reaktivitat mit natlirlichem Protein zu bestimmen.

[0240] Ahnliche Immunisierung und Antiseren-Testexperimente sind laufend fiir jedes der anderen neuen
STE20-Kinasen.
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STE20 bezogene Proteinkinasepeptidimmunogene und ihre Spezifitdt bei der Erkennung endogener Proteine
durch Western Blots oder Immunoausfallungen.

Protein Sequenz Da Cenj. West. Ip
Positionen

STLK2 EKFQKCSADESP 405-416 KLH Y Y
STLK4 SISNSELFPTTDPVGT 252-267 KLH Y Y
SULU1 LDFPKEDYR 890-898 KLH Y Y
SULU1 HGDPRPEPRPTQ 409-420 KLH Y Y
SULU3 PSTNRAGSLKDPEC 2-14 KLH N ND
SULU3 DPRTRASDPQSPPQVSRHK 411-429 KLH ND ND
PAK4 CLVPLIQLYRKQTSTC 666-680 KLH ND

PAKS PLMRONRTR 390-398 KLH

PAKS SGDRRRAGPEKRPKSS 148-163 KLH

PAKS (C) RRKSLVGTPYWMAPE 471-485 KLH ND

ND = bis jetzt nicht durchgeflhrt

STE20 bezogene GST Fusion Proteinkinase-GST-Fusionsproteinimmunogene und ihre Spezifitat bei der Er-

kennung endogener Proteine durch Western Blots oder Immunoausfallungen.

Protein Domain Aa Positionen West. Ip
ZC1 Coiled- 350-867 Y Y
coil/pro/B/C
2C1 B 615-732 Y Y
2Cc2 Coiled-coil 348-762 ND ND
/pro/B
2C2 B 658-762 Y Y
PAK4 Nterm 252-426 ND ND
PAK4 Kinase/Cterm 350-681 ND Y
PAK5 A/Nterm 53-330 ND ND
PAKS5 A/Nterm 53-309 ND ND

ND = bis jetzt nicht durchgefihrt

[0241] Das 50kD STLK2 Protein wurde stark exprimiert bei verschiedenen hematopoetischen Zelllinien ein-
schlieBlich Jurkat, pGL10, Ramos, A20, WEHI-231, K562, HEL und frisch isolierte Thymozyten aus C57/BL6
Mausen. Hohe Niveaus an STLK2 Exprimierungen wurden ebenfalls bei verschiedenen Tumorzelllinien ein-
schliellich Calu6, Colo205, LS180, MDAM231 und A549 dedektiert.

[0242] Das 160 kD ZC1 Protein wurde in Jurkat T-Zellen, Colo205, HCT116, RIE-1, 293T, MDAMB231 und
SK-MEL28 dedektiert.

[0243] Das 170 kD ZC2 Protein wurde in SK-Mel28 und UACC-62 dedektiert.

[0244] Erhohte Niveaus des 64 kD PAKS Proteins wurden bei Brustkrebszelllinien MDA-231 und MCF-7 und
bei der Lungenkrebszelllinie A549 bestatigt.
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Beispiel 5: Rekombinante Exprimierung und biologische Assays fur STE20-verwandte Proteinkinasen
Materialien und Verfahren
Transiente Exprimierung der STE20-verwandten Kinase bei Saugetierzellen

[0245] Die pcDNA Exprimierungsplasmide (10 pg DNA/100 mm Platte), die die STE20-verwandten Kinase-
konstrukte enthalten, werden in 293 Zellen mit Lipofectamin (Gibco BRL) eingefiihrt. Nach 72 Stunden wurden
die Zellen in 0.5 ml Lésungspuffer (20 mM HEPES, pH 7.35, 150 mM NaCl, 10% Glycerol, 1% Triton X-100,
1.5 mM MgCl,, 1 mM EGTA, 2 mM Phenylmethylsulfonylfluorid, 1 pg/ml Aprotinin) geerntet. Die Probenaliquots
wurden durch SDS Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE) an 6% Acrylamid/0.5% Bis-Acrylamidgelen wie-
der aufgeldst und elektrophoretisch zu Nitrozellulose transferiert. Nicht-spezifisches Binden wurde durch Vor-
inkubierungs-Blots in Blotto (Phosphat-gepufferte Kochsalzlésung, die 5% w/v nichtfette getrocknete Milch und
0.2% v/v nonidet P-40 (Sigma) enthalt) blockiert und rekombinantes Protein wurde unter Verwendung der ver-
schiedenen Antipeptid- oder Anti-GST-fusionsspezifischen Antiseren dedektiert.

In vitro Kinaseassays

[0246] Drei Tage nach der Transfektion mit den STE20-verwandten Kinase-Exprimierungskonstrukten wurde
eine 10 cm Platte mit 293 Zellen mit PBS gewaschen und auf Eis mit 2 ml PBSTDS, das Phosphateinhibitoren
(10 mM NaHPO,, pH 7.25, 150 mM NaCl, 1% Triton X-100, 0.5% Deoxycholat, 0.1% SDS, 0.2% Natriumazid,
1 mM Naf, 1 mM EGTA, 4 mM Natriumorthovanadat, 1% Aprotinin, 5 ug/ml Leupeptin) enthalt, aufgelést. Zel-
lablagerungen wurden durch Zentrifugieren (12000 x g, 15 min, 4°C) entfernt und das Lysat wurde durch zwei
aufeinanderfolgende Inkubationen mit 50 pL einer 1:1 Aufschlemmung eines Proteins A Sepharose fir jeweils
1 Stunde vorgereinigt. Ein halber ml des gereinigten Uberstandes wurde mit 10uL Protein A gereinigte Kina-
se-spezifische Antiseren (erzeugt aus der GST Fusionsprotein oder Antipeptid-Antiseren) plus 50 L einer 1:1
Aufschlemmung einer Protein A-Sepharose fur 2 h bei 4°C umgesetzt. Die Kigelchen wurden dann 2 Mal in
PBSTDS und 2 Mal in HNTG (20 mM HEPES, pH 7.5/150 mM NacCl, 0.1% Triton X-100, 10% Glycerol) gewa-
schen.

[0247] Die Immuno-gereinigten Kinasen aus Sepharosekugelchen wurden wieder in 20 yL HNTG plus 30 mM
MgCl,, 10 mM MnCl, und 20 pCi [a**P]ATP (3000 Ci/mmol) suspendiert. Die Kinasereaktionen wurden fir 30
min bei Raumtemperatur durchgefiihrt und durch Zugabe von HNTG, das mit 50 mM EDTA erganzt wurde, ge-
stoppt. Die Proben wurden 6 Mal in HNTG gewaschen, 5 Minuten in SDS Probenpuffer gekocht und durch 6%
SDS-PAGE gefolgt von Autoradiographie analysiert. Phosphroamino-Saureanalyse wurde durch Standard
2D-Verfahren auf *P-markierten Banden, die aus dem SDS-PAGE Gel entfernt wurden, durchgefiihrt.

[0248] Ahnliche Assays wurden auf bakteriell exprimierten GST-Fusionskonstrukten der Kinasen durchge-
fuhrt.

ZC1 Assay-Puffer: 20 mM Tris pH 7.4, 200 mM NaCl, 0.5 mM DTT, 3 mM MgCl,, 0.3 mM MnCl,, 100pM
2PyATP.

Substrate: Myelin-Grundprotein (MBP) mit 0.28 mg/ml und phosphoryliertes ZC1 Peptid RTV-
GRRNTFTGT-PPYWMAPE bei 17 pM (die schrag unterstrichelten Reste zeigen eine Seite der Phosphorylie-
rung).

[0249] Bei héheren Konzentrationen von MgCl, (3 mM) ist die Aktivitat von ZC1 (sowohl der Kinasedomain
ganzer Lange und der rekombinanten Kinasedomain) um das 10-fache gréRer gegentiber exogenem Subst-
rat-MBP. Im Gegensatz dazu sind die Autophosphorylierung und die Phosphorylierung des Aktivierungsschlei-
fen-Peptidsubstrats beide inhibiert. Mn++ inhibiert die Autophosphorylierung und die Peptidphosphorylierung
durch die abgeschnittene Kinasedomainform nicht. Sowohl die MBP-Phosphorylierung, Mn++-verwandte Ak-
tivitat und die Autophosphorylierung, Mg++-verwandte Aktivitat sind jedoch mit Mutation des ATP-Bindungsly-
sins in ZC1 (Lys54Ala), das anzeigt, das beide Aktivitaten zu der ZC1 Kinasedomain zuordbar sind, eliminiert.
SULU1 Assay Puffer: Dieser Puffer ist dem fur ZC1 identisch, mit Ausnahme von 5 mM MgCI2. Unter diesen
Bedingungen werden andere STE20 Familienmitglieder (PAK4, ZC1) fir Autophosphorylierung inhibiert und
erfordern die Verringerung des [Mn] auf < 0.3 mM fir eine effiziente Autophosphorylierungsreaktion.
Substrate: MBP, Phosvitin oder a-Casein mit 0.28 mg/ml.

PAK4, PAKS5 Assay Puffer: 20 mM Hepes pH 7.2, 130 mM KCI, 10 mM MgClI2, 1 mM NaF, 20 mM B-Glycerol-
phosphat, 0.5 mM DTT, 50 uM ATP, 0.5 uCi **PyATP.

Substrate: MBP mit 0.28 mg/ml und Peptidsubstrate, die sich von der PAK5 Aktivierungsschleife mit 2.5 yM
ableiten.

36/49



DE 699 26 742 T2 2006.06.14

STLK2 Assay Puffer: Ahnlich zu den oben beschriebenen, mit Ausnahme der Einbeziehung von 5 mM MgCl,,

5 mM MnCl, und 5 uCi 2PyATP.

Ergebnisse
[0250]
Proteinexprimierung und Kinaseaktivitat von neuen STE20-verwandten Proteinkinasen
Protein becbachtete |vorhergesagte in vitro endogene
GréBe (kD) GriéBe (kD) Kinase- Kinase-
. aktivitat aktivitat
STLK2 50 46 y Y
STLK4 55 50 y ND
zC1 160 140 v
ZC2 170 150 y
KHS2 ND 101 ND ND
SULU1 119 105 y y
SULU3 140 115 ND y
PAK4 80 75 v
PAKS 64 64 y

[0251] Der Durchschnittsfachmann wird leicht anerkennen, dass die vorliegende Erfindung sehr leicht ange-
passt werden kann, um die Gegenstande auszufiihren und die Enden und Vorteile, die genannt sind, als auch
die, die inharent sind, zu erhalten. Die molekularen Komplexe und die Verfahren, Prozeduren, Behandlungen,
Molekiile, spezifischen Verbindungen, die hier beschrieben sind, sind vorliegend Reprasentanten der bevor-
zugten Ausfiihrungsformen, die beispielhaft sind, und sind nicht beabsichtigt als Beschrankungen des Um-
fangs der Erfindung zu dienen. Veranderungen darin und andere Verwendungen werden dem Durchschnitts-
fachmann begegnen, welche innerhalb des Umfangs der Erfindung umfasst sind und durch den Umfang der
Anspriche definiert sind.

[0252] Es wird dem Durchschnittsfachmann leicht verstandlich sein, dass variierende Substitutionen und Mo-
difikationen der hier offenbarten Erfindung durchgefiihrt werden kénnen, ohne sich von dem Umfang und dem
Geist der Erfindung zu entfernen.

[0253] Alle Patente und Publikationen, die in der Beschreibung genannt sind, sind fiir das Niveau des Durch-
schnittsfachmanns, an den sich die Erfindung richtet, hinweisend.

[0254] Die Erfindung, die hier illustrativ beschrieben ist, kann geeigneterweise in Abwesenheit irgendeines
Elements oder von Elementen, Beschrankung oder Beschrankungen, die nicht spezifisch hier offenbart sind,
ausgefiihrt werden. Somit kann z.B. in jedem Beispiel hier irgendeiner der Begriffe ,umfassen”, ,besteht im we-
sentlichen aus" und ,besteht aus" mit einem der anderen beiden Begriffe ersetzt werden. Die Begriffe und Aus-
driicke, die hier verwendet wurden, werden als Begriffe der Beschreibung und nicht der Beschrankung verwen-
det und es gibt keine Absicht, dass in der Verwendung dieser Begriffe und Ausdriicke irgendwelche Aquiva-
lente der Merkmale, die gezeigten und beschrieben sind, oder Teile davon ausgeschlossen sind, aber es sollte
anerkannt sein, dass verschiedene Modifikationen innerhalb des Umfangs der beanspruchten Erfindung még-
lich sind.

[0255] Insbesondere ist die Erfindung beabsichtigt, ebenfalls die Endformulierung, die durch die Kombination
der Arzneistofftrager gebildet wird, abzudecken, obwohl einige hier beschriebene Formulierungen durch die
Arzneistofftrager, die zu den Formulierungen hinzugegeben wurden, identifiziert worden sind. Im Speziellen
beinhaltet die Erfindung Formulierungen, bei denen alle der hinzugefligten Arzneistofftrager sich wahrend der
Formulierung einer Reaktion unterziehen und nicht I&nger in der Endformulierung oder in den modifizierten
Formen vorliegen.
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[0256] Zusatzlich, wo Merkmale oder Aspekte der Erfindung in Hinblick auf Markush Gruppen beschrieben
werden, wird der Durchschnittsfachmann erkennen, dass die Erfindung ebenfalls dabei im Hinblick auf ir-
gendein individuelles Mitglied oder eine Untergruppen der Mitglieder der Markush Gruppe beschrieben sind.
Zum Beispiel sind, wenn X als aus der Gruppe, die aus Brom, Chlor und Jod besteht, ausgewahlt beschrieben
wird, Anspruche fiir X, dass Brom ist, und Anspriiche fir X, dass Brom und Chlor ist, vollstandig beschrieben.

[0257] Andere Ausfiihrungsformen liegen innerhalb der folgenden Anspriche.

SEQUENZ-LISTE

<110> SUGEN, INC.

<120> STE20-verwandte Proteinkinasen
<130> 240/300-PCT

<140>. zu Ubertragen

<141> hiermit

<150> US 60/081,784
<151> 14.04.1998

<160> 2

<170> FastSEQ fur Windows Version 3.0
<210> 1

<211> 3268

<212> DNA

<213> S8ugetier- (menschliches)-STLK2
<400> 1
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taacagecea
tgteetceea
gagecagteo
catggeccad
dgaagaactg
aggaattgat
cgaagatgaan
datatgtasca
atacctgygyge
gaktgetace
aattcaccga
tgatgatitt
gggaacteca
tgacattigg
cyatatgeat
tggagacttt
-atttegtect
gacttettal
tgatgatgaa
teatectgaa
tggggcaqaq
attigetgaa
actcgagaaa
gaagaaacta

ttattggett
aatgettaac
gaagctatta
gtaaggaata
grrogeteet
tctttagtty
agetttigta
gtaaasatga
taagtaaagt
atattccagg
caatgtacag
agaggeaatt
ggataggtgt
asaakceest
atoaaatate
ataaattgte
tcagttigtt
ccatagtaca
cacttatatt
tattatgoeer
attcagtitt
aagtcattta
aggaatacag
atacttgaga
attgtaacaa
cetgctgtgh
ttttgcaact
ataaattgat
tattecattat
aggggttitg
azasdaanaz

cctoctagee
ggcecegate
gaaceciagy
tegeoggtgy
ticacazaat
ageogtacee
atagaagaca
aaatactaty
ggtggttcag
atgctaaaqgqg
gacataaaaq
ggagttgetyg
ttttggatayg
tcattggyaa
ccaatgagag
actaagtett
acagcaaaag
ctgactgaac
totgatroeg
tggagettta
caagatetty
cttzaacage
agtatigetyg
attgaszaaat

ctgtetteata
ccatgagete
aactatttty
agteetaata
aagtatocct
adgtctacagt
asattatcaaqg
ctattggtay
cttttaaaty
cagoteaatyg
caacsgaggt
ttaceettat
ttggtaatgt
actatctger
tgatéascag
ctataaacta
gtttttaasa
ggatgattte
tatggtacta
gectaagtte
gatagetaat
ansazataetg
trtragtea
aagttgtigt
ttatitttaa
aactgaaaca
catgttargg
ratttgasac
agetattcgt
amsataaata
aaagaasaaa
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ccgggetacg cgocgeeage
gaaaagoety gyagggecqe
£geeagegee 9oagalgeyy
ctgtecaagt goctygggatg
tagagegest tgggaaagyc
agcaagtegt tgctattaaa
ttoageaaga aatasctgte
ggteatattt asaggggtet
cactggatet tottogaget
eaaattttaaa aggtoetggac
ctgecaatgt cttgetetea
gtoagetgac agatacacay
ctectgaagt tattcaacay
tractgetat tyaactagee
ttctyrtict tattceccaaa
ttaaggagtt'tattgatqct
aacttetgaa dcacaaattc
tgatagatcg ttttaagaga
agggetotga tteggaarer
ccacegtacg aaagaagect
tgcaaaccot gagttgtteg
aggacgagaa taacgctage

ccagtaacee cacktitgty
cgaactasse €CYgagygag
agegagygcag cattegeste
cagsataaca tagetgatec
tecatttgggy aagtittcaa
atcatagace ttgaggaage
ttgagtoaat gtgacagete
aaattatgga taataatgga
ggtecattty atgagtteca
tatctgeatt cagaaaagaa
gaacaaggag atgttaaact
attaasaagaa atacetitgk
teagattatg acteaaaage
aagggagage cacctascho
aacaatccte caactettgt
tgcctgaaca aagatccate
attgtaaaaa attcaaagaa
tggaagqeag aaggacacaqg
aceageaggg aaaacaatac
gatceazaga aagtacagaa
tetatgataa teacasetge
aggaatcagg cgattgzaga

tggctgaage cgcetgtece ggeateacag
ttcaaaagtg tteagcagac gaatecceot

tygacccaqa
catgtgeett
tgatggegtt
etatagttte
attictiaag
catgaaacat
cttcaaaaag
ggaggtgtaa
adacctgtaa
atratcacat
acetottyggt
ttecacatgat
tgagggagtt
tggatttgga
gtatgaatat
tttatatatt
ggatatttaa

tgtocacaca.

ttatgtgggt
£gaactyg9y
gtitaattgt
agtaattgte
aagtggeecat
ggtgtigtat
tgcattgtatk
caattacagt
gttaaatgaa
tttacaacac
cckgtastet
tttaaattie
agaaaaan

gagcceoace
ttggatertt
tatcakttra
acetgtatte
tracgaggat
acaggtettt
ckitttttta
ataagtcata
aaglattgac
ttgagaceet
gtatagtatt
tagaaattta
agtctggett
gagecasaaa
aacttazatc
cetgtretee
gtgageattt
aaggttaaat
gatgeetttt
stgtatttes
ttggatetge
aaatattaaa
tacatcetet
gccaagaaaa
tttgaagtaa
ttataateat
tatttrtgta
aattgcatece
gtttctaggt
acagteaaaa

aaacctacge
gcaacactga
tatttigaaa
tagtaaatgt
gaataceett
caaagteatt
daaaaaaala
cctitctiaaa
tettctacea
gtgtitgaag
tacattetet
aageaagate
catgttttac
ataaagctga
ageatarele
atastlatea
tctagtteat
tagattgoac
tocttttaage
gtagrtgtag
acagttiggt
agasagatat
trrtaattta
rtecettrat
cggttcagtt
¢tgtagaagt
agagtaaaag
caaatacaaa
gaagcatact
aazaaanana
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ataaaatggt
aagaaactta

caagattaac
agatttggan
ggatkatttt
tgagacaceg
cacatrttga

ctcoaatatte

catgeatatt
acagaaaatt
agttggtatg
catttacagg
tttaggtaga
atttacccaa
atcttesact
ttgteatqty
ftgecatggta
ctaataagea
atgaaaataa
agttaatttt
coagtasata
aattatrgat
ttttgcacaa
tettectgta
cataatacag
Tggtgectat
aaatttttes
ctggagatasa
caacaaattt
ttgtattgen
coagrgtttt
4RaaRAAAIA

0
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
120
780
B40
900
960

1020
1080
1140
1200

1260

1320
1380
1440

1500
1560
1620
1680
1740
1800
1660
1320
13680
2440
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2540
3000
3060
3120

. 3180

3240
3368
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<210> 2

<211> 416

<212> PRT

<213> Sdugetier- (menschliches)-~STLK2
<400> 2

Het Alx Ris Ser Pro Val Ala Val Gln Val Pro Gly Mel Gln Asn Asn
1 5 £ : 15

Ile Ala Asp Pxo Glu Glu Leu Phe Thr Lys Lew Glu Arg Ile Gly Lys
20 25 30

Gly Sex Fhe Gly Glu Val Fhe Lys Gly Ile Asp Asn Arg Thr Gln Gla
38 40 45

val Val Ala Ile Lys Ile Ile Rsp Lea Glu Glu Ala Glu Asp Glu Jle
50 55 60

Giu Asp Ile Gin Gin Glu Ils Thr Val Leu Ser Gla Cys Asp Ser Ser
65 70 5 80

Tyr Val Thr Lys Tyr Tyr Gly Ser Tyr Leu Lys Gly Ser Lys Leu Tip
85 50 9%

Ile Ile Mot Glu Tyr Leu Gly Gly Gly Ser Ala Leu Asp Leu Leu Axg
100 ) 105 118

Ala Gly Pro Phe Asp Glu Phe Gln Ile Ala Thr Met Leu Lys Glu Ile
115 126 125

Leu Lys Gly Leu Asp Tyr Leu His Ser Glu Lys Lys Ile His Arg Asp
130 135 . 140

Ile Lys Ala Ala Asn Val Leu Leu Set Glu Gln Gly Asp Vel Lys Leu
145 150 155 150

Ala Asp Phe Gly Vil Ala Gily Glm Leu Thr Asp Thr Gin lle Lys Arg
165 170 175

Asn Thr Phe Val Gly Thx Pro Phe Trp Met Ala Pro Glu Val Ile Gin
180 185 130
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Gln Ber Ala Tyr Asp Ser Lys Ala Asp Ile Trp Ser Leu Gly Ile The
195 200 205

Ala Ile Glu Leu Ala lLys Gly Glu Pro Pro Asn Ser Asp Met His Pro
210 215 . 220

Met Arg Val Leu Phe Leu lle Pro Lys Asn Asn Pro Pro Thr Leu Val
225 230 235 240

Gly Asp Phe Thr Lys Ser Phe Lys Giu Phe Ile Asp Ala Cys Leu Asn
245 250 283

Lys Asp Pro Ser Phe Arg Pro Thr Ala Lys Glu Leu Leu Lys His lys
260 265 2K

Phe 1le Val Lys Asn Ser Lys Lys Thr Ser Tyr Leu Thy Glu Leu Ile
215 280 285

Asp Arg Phe Lys Arg Trp Lys Ala Glu Gly His Ser Asp Asp Glu Ser
238 2595 300 .

Asp Ser Glu Gly Ser Asp Sexr Glu Ser Thr Ser Arg Glu Asa Asn Thr
365 310 ns 320

His Pro Glu Trp Ser Phe Thr Thr Val Arg Lys Lys Pro Asp Pro Lys
325 330 335

Lys Val Gln Asn Gly Ala Glu Gln Asp Leu Va) Gin Thr lLea Ser Cys
- 340 345 350

Leu Ser Met Ile Ile Thr Pro Ala Phe Ala Glu Leu Lys Gln Gla ARsp
355 360 365

Glu Asn Asn Ala Ser Rrg Rsn Gln Ala Ile Glu Glu Leu Glu Lys Ser
370 315 380

Ile Ala Val Ala ¢lu Ala Ala Cys Pro Gly Ile Thr Asp Lys Met Val
385 390 335 400

Lys Lys Lsu Ile Glu Lys Phe Gln Lys Cys Ser Ala Asp Glu Ser Pro
405 410 115

Patentanspriiche

1. Einisoliertes, angereichertes oder gereinigtes Nukleinsauremolekiil, das fiir ein STLK2 Kinasepolypep-
tid kodiert, wobei das Nukleinsduremolekdil eine Nukleotidsequenz umfasst, die:
(a) fur die vollstandige Aminosauresequenz wie in SEQ ID Nr.5 gezeigt kodiert;
(b) das Komplement der gesamten Nukleotidsequenz von (a) ist;
(c) fur wenigstens 40 aufeinanderfolgende Aminosauren der in SEQ ID Nr.5 gezeigten Aminosauresequenz
kodiert und Kinaseaktivitat hat;
(d) das Komplement der gesamten Nukleotidsequenz von (c) ist;
(e) fur ein Polypeptid mit Kinaseaktivitat kodiert, das die in SEQ ID Nr.5 gezeigte Aminosauresequenz mit der
Ausnahme umfasst, dal dieser einer oder mehrere der Bereiche, die durch die Aminosauresegmente 1-21
oder 275-416 von SEQ ID Nr.5 definiert sind, fehlen;
(f) das Komplement der gesamten Nukleotidsequenz von (e) ist.

2. Das Nukleinsauremolekul nach Anspruch 1, wobei das Nukleinsduremolekil aus einem Saugetier iso-
liert, angereichert oder gereinigt ist.

3. Das Nukleinsauremolekul nach Anspruch 2, wobei das Saugetier ein Mensch ist.
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4. Das Nukleinsduremolekul nach einem der Anspriiche 1 bis 3, das weiter einen Vektor oder Promotor um-
fasst, um die Transkription in einer Wirtszelle zu starten.

5. Eine Nukleinsduresonde zum Nachweis einer Nukleinsaure, die fir ein STLK2 Kinasepolypeptid kodiert,
in einer Probe, wobei die Probe spezifisch an ein Nukleinsduremolekdl hybridisiert, das fiir die vollstandige in
SEQ ID Nr.5 gezeigte Aminosauresequenz kodiert oder fir wenigstens 40 aufeinanderfolgende Aminosauren
der in SEQ ID Nr.5 gezeigten Aminosauresequenz kodiert und eine Kinaseaktivitat hat.

6. Eine rekombinante Zelle, die ein Nukleinsauremolekil umfasst, das fir ein STLK2 Kinasepolypeptid,
das die vollstandige in SEQ ID Nr.5 gezeigte Aminosauresequenz hat, kodiert oder fur wenigstens 40 aufein-
anderfolgende Aminosauren der in SEQ ID Nr.5 gezeigten Aminosauren kodiert und Kinaseaktivitat hat.

7. Einisoliertes, angereichertes oder gereinigtes STLK2 Kinasepolypeptid mit derin SEQ ID Nr.5 gezeigten
Aminosauresequenz oder ein Fragment davon, da® wenigstens 40 aufeinanderfolgende Aminosauren der
SEQ ID Nr.5 umfasst und Kinaseaktivitat hat.

8. Einisoliertes, angereichertes oder gereinigtes STLK2 Kinasepalypeptid mit derin SEQ ID Nr.5 gezeigten
Aminosauresequenz, mit der Ausnahme, daf} dieser einer oder mehrere der Bereiche, die durch die Amino-
sauresegmente 1-21 oder 275-416 der SEQ ID Nr.5 definiert sind, fehlen, und mit Kinaseaktivitat.

9. Das Kinasepolypeptidmolekll nach Anspruch 7 oder Anspruch 8, wobei das Polypeptid aus einem Sau-
getier isoliert, angereichert oder gereinigt ist.

10. Das Kinasepolypeptidmolekil nach Anspruch 9, wobei das Saugetier ein Mensch ist.

11. Ein Antikdérper oder ein Antikdrperfragment mit einer spezifischen Bindungsaffinitat an ein STLK2 Kina-
sepolypeptid mit der vollstandigen in SEQ ID Nr.5 gezeigten Aminosauresequenz, wobei ein Fragment davon
wenigstens 40 aufeinanderfolgende Aminosauren der SEQ ID Nr.5 umfasst und Kinaseaktivitat hat oder die in
SEQ ID Nr.5 gezeigte Aminosauresequenz hat, mit der Ausnahme, dal} dieser einer oder mehrere der Berei-
che, die durch die Aminosauresegmente 1-21 oder 275-416 der SEQ ID Nr.5 definiert sind, fehlen.

12. Ein Hybridom, das einen Antikorper, der eine spezifische Bindungsaffinitat an ein STLK2 Kinasepoly-
peptid mit der vollstandigen in SEQ ID Nr.5 gezeigten Aminosauresequenz hat, erzeugt, wobei ein Fragment
davon wenigstens 40 aufeinanderfolgende Aminosauren der SEQ ID Nr.5 umfasst und Kinaseaktivitat hat oder
die in SEQ ID Nr.5 gezeigte Aminosauresequenz hat, mit der Ausnahme, dal® dieser einer oder mehrere der
Bereiche, die durch die Aminosauresegmente 1-21 oder 275-416 der SEQ ID Nr.5 definiert sind, fehlen.

13. Ein Verfahren zur Identifizierung einer Substanz, die Kinaseaktivitdt moduliert, das die Schritte um-
fasst:
(a) In-Kontakt-bringen eines STLK2 Polypeptids mit der vollstandigen in SEQ ID Nr.5 gezeigten Aminosaure-
sequenz, wobei ein Fragment davon wenigstens 40 aufeinanderfolgende Aminosauren der SEQ ID Nr.5 um-
fasst und Kinaseaktivitat hat oder die in SEQ ID Nr.5 gezeigte Aminosauresequenz hat, mit der Ausnahme, das
dieser einer oder mehrere der Bereiche, die durch die Aminosauresegmente 1-21 oder 275-416 der SEQ ID
Nr.5 definiert sind, fehlen, mit einer Testsubstanz;
(b) Messen der Aktivitat des Polypeptids; und
(c) Bestimmen, ob die Substanz die Aktivitat des Polypeptids moduliert.

14. Ein Verfahren zur ldentifizierung einer Substanz, die Kinaseaktivitdt moduliert, das die Schritte um-
fasst:
(a) Exprimieren in einer Zelle eines STLK2 Kinasepolypeptids mit der vollstandigen in SEQ ID Nr.5 gezeigten
Aminosauresequenz, wobei ein Fragment davon wenigstens 40 aufeinanderfolgende Aminosauren der SEQ
ID Nr.5 umfasst und Kinaseaktivitat hat oder die in SEQ ID Nr.5 gezeigte Aminosauresequenz hat, mit der Aus-
nahme, das dieser einer oder mehrere der Bereiche, die durch die Aminosauresegmente 1-21 oder 275-416
der SEQ ID Nr.5 definiert sind, fehlen;
(b) Hinzufligen einer Testsubstanz zu der Zelle; und
(c) Uberwachen einer Veranderung im Zellphanotyp oder der Wechselwirkung zwischen dem Polypeptid und
einem naturlichen Bindungspartner.

15. Ein Verfahren zum Nachweis eines STLK2 Kinasepolypeptids in einer Probe als ein diagnostisches
Werkzeug flr eine Erkrankung oder Funktionsstérung, wobei das Verfahren umfasst:
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(a) In-Kontakt-bringen der Probe mit einer Nukleinsduresonde, die spezifisch hybridisiert, unter Hybridisie-
rungsbedingungen, die wenigstens so streng sind wie die Hybridisierung in 50% Formamid, 5x SSC, 50 mM
NaH,PO,, pH 6.8, 0.5% SDS, 0.1 mg/ml mit Ultraschall behandelte Lachssperma-DNA und 5x Denhart-Lésung
bei 42°C; waschen uber Nacht mit 2x SSC, 0.1% SDS bei 45°C und waschen mit 0.2x SSC, 0.1% SDS bei
45°C, mit einer STLK2 Kinasenukleinsauretaxgetregion, die fur die vollstandige in SEQ ID Nr.5 gezeigte Ami-
nosauresequenz kodiert oder das Komplement der gesamten Nukleotide davon ist, fiir wenigstens 40 aufein-
anderfolgende Aminosauren der in SEQ ID Nr.5 gezeigten Aminosauresequenz kodiert und Kinaseaktivitat
oder das Komplement der gesamten Nukleotide davon hat oder fiir ein Polypeptid mit Kinaseaktivitat kodiert,
das die in SEQ ID Nr.5 gezeigte Aminosauresequenz umfasst, mit der Ausnahme, dal dieser einer oder meh-
rere der Bereiche, die durch die Aminosauresegmente 1-21 oder 275-416 von SEQ ID Nr.5 definiert sind, feh-
len oder das Komplement der gesamten Nukleotide davon ist; und

(b) Nachweisen des Vorhandenseins des Sonde:Targetregionhybrids als eine Indikation der Erkrankung.

16. Das Verfahren nach Anspruch 15, wobei die Erkrankung oder die Funktionsstérung aus der Gruppe,
die aus immunbezogenen Erkrankungen und Funktionsstérungen, Organtransplantation, Herzinfarkt,
Herz-Kreislauf-Erkrankungen, Schlaganfall, Niereninsuffizienz, oxidative stressbezogene neurodegenerative
Erkrankungen und Krebs besteht, ausgewahlt werden.

17. Ein Verfahren zum Nachweis eines STLK2 Kinasepolypeptids in einer Probe als ein diagnostisches
Werkzeug fur eine Erkrankung oder eine Funktionsstérung, wobei das Verfahren umfasst:
(a) Vergleichen einer Nukleinsauretargetregion, die flir das STLK2 Kinasepolypeptid kodiert, in einer Probe,
wobei das Kinasepolypeptid eine in SEQ ID Nr.5 gezeigte Aminosauresequenz hat, wenigstens 40 aufeinan-
derfolgende Aminosauren davon und Kinaseaktivitat hat oder die in SEQ ID Nr.5 gezeigte Aminosauresequenz
hat, mit der Ausnahme, das dieser einer oder mehrere der Bereiche, die von den Aminoséduresegmenten 1-21
oder 275-416 von SEQ ID Nr.5 definiert werden, fehlen, mit einer Kontrollnukleinsaure-Targetregion, die fir das
STLK2 Kinasepolypeptid kodiert; und
(b) Nachweisen der Unterschiede in der Sequenz oder der Menge zwischen der Targetregion und der Kontroll-
targetregion als eine Indikation der Erkrankung oder der Funktionsstorung.

18. Das Verfahren nach Anspruch 17, wobei die Erkrankung oder die Funktionsstérung aus der Gruppe,
die aus immunbezogenen Erkrankungen und Funktionsstérungen, Organtransplantation, Herzinfarkt,
Herz-Kreislauf-Erkrankungen, Schlaganfall, Niereninsuffizienz, oxidative stressbezogene neurodegenerative
Erkrankungen und Krebs besteht, ausgewahlt werden.

Es folgen 6 Blatt Zeichnungen
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oL bid
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SEQ ID MO: S STLKZ human Nterm=1-21 kin=22-274

(term=275-416
MAHSPVAVQVPGHQNNIADPEELFTKLERIGKGSFGEVFKGIDNRTQQVVALKIIDLEEA
EDEIEDIQQEITVLSOCDSSYVTKYYGSYLKGSKLWIIMEYLGGGSALDLLRAGPFDEF)
IATMLKEILKGLOYLHSEKKTHRDIKAANVLLSEQGDVKLADFGVAGQLTOTQIKRNTFV
GTPFEMAPEVIQQSAYDSKADIHSLGITATELAKGEPPNSDMHPHRVLFLIPKNNPPTLY
GOFTKSFKEFIDACLNKOPSFRPTAKELLKHKFIVKNSKKTSYETELIDRFKRWKAEGHS
DDESDSEGSDSESTSRENNTHPEWSFTTVRKKPOPKKVONGAEQDLVQTLSCLSMIITPA
FAELKQQDENNASRNQATEELEKSTAVAEAACPGITOKMVKKLIEKFQKCSADESP

Fig. 2
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SEQ ID NO: 1 STLKZ HUMAN

TAACAGCCCACCTCCTAGCCCCGGGLTACGCGCCGCCAGCCCAGTARCCCCACTTTTATG
TETCCTCCCAGGCCCCRATCOAAAAGCLTOGEAGGUCCOCCOAACTACCCLCGEAGGGAG
GAGCCAGTCCGAACCCARGGLGCCACCOUCGLAGAAGCOGAGCGAGGCAGCATTCGLCTC
CATGGCCCACTCGCCGETORCTETCCAAGTGCCTGGGATGCAGAATAACATAGCTCATCC
AGAAGAACTGTTCACAAAATTAGAGCOCATTGGGAAAGGCTCATTTGGGGAAGTTTTCAA
AGGAATTGATAACCGTACCCAGCRAGTCGTTGCTATTAAAATCATAGACCTTGAGGAAGC
COAAGATGARATAGAAGACATTCAGCAAGAAATAACTGTCTTOAGTCAATGTGACAGETC
ATATGTAACAAAATACTATGGGOTCATATTTAAAGGGGTCTAAATTATGGATAATAATGGA
ATACCTGGGLGGTGRTTCAGCACTOOATCTTCTTCOAGCTGGTCCATTTGATGAGTTCCA
GATTGCTACCATGCTAAAGGAAATTTTAAAAGGTCTGGACTATCTGCATTCAGAARAGAA
AATTCACCGAGACATAAAAGLTGCCAATGTCTTGCTCTCAGAACAAGGAGATGTTAAACT
TGCTGATTTTGGAGTTGUTGOTCAGCTGACAGATACACAGATTAAAAGAAATACCTTTGT
GGOAACTCCATTTTGOATGGCTCCTGAAGTTATTCAACAGTCAGCTTATGACTCAAAAGC
TGACATTTQGTCATTGOGAATTACTGCTATTGAACTAGCCAAGGGAGAGCCACCTAACTC
CGATATGCATCCAATGAGAGTTCTSTTTCTTATTCCCAARAACAATCCTCCAACTCTTGT
TGGAGACTTTACTAAGTCTTITAAGGAGTTTATTGATGCTTGCCTGAACAAAGATCLATC
ATTTCGTCCTACAGCAAAAGAACTTCTGAAACACAAATTCATTGTAAARAATTCARAGAA
GACTTCTTATCTGACTOAACTGATAGATCGTTTTAAGAGATGGAAGGCAGAAGGACACAG
TGATGATGAATCTGATTCCGAGGACTCTOATTCGRAATCTACCAGCAGGGAARACAATAL
TCATCCTGAATGGAGCTTTACCACCOTACGAAAGAAGCCTOATCCAAAGAAAGTACAGAA
TGGGGCAGAGCAAGATCTTGTGCARACCCTGAGTTOTTTGTETATGATAATCACACCTGC
ATTTGCTGAACTTAAACAGCAGGACGAGAATAACGCTAGCAGGAATCAGGCGATTGAAGA
ACTCCAGAAAAGTATTGCTGTGGCTGAAGCCGCCTGTCCCGGUATCACAGATAAAATGLT
GAAGAAACTAATTGAAAAATTTCAAAAGTGTTCAGCAGACGAATCCCCCTAAGAAACTTA
TTATTGGCTTCTGTTTCATATUGACCCAGAGAGCCCCACCAAACCTACGTCAAGATTAAL
AATGCTTAACCCATGAGCTCCATGTGCCTTTTGOATCTTTGCAACACTGAAGATTTGGAA
GAAGCTATTAAACTATTTTGTGATGGCGTTTATCATTTTATATITTGAAAGGATTATTTY
GTAAGGAATAACTTTTAATACTATAGTTTCACCTGTATTCTAGTAAATGTTGAGACALCE
TITTGCTTTTAAGTATCCCTATTTCTTAAGTTACGAGGATGAATACCTTTCACATTTTGA
TCTTTAGTTGACTCTACAGTCATGAAACATACAGGTCTTTCAAAGTCATTCTCAATATTC
AGCTTTTGTAAATTATCAAGCTTCAAARAGCTTTTTTTTAAAAARRAAAACATGCATATT
CTAAMAATGACTATTGGTGGGGAGGTGTAAATARGTCATACCTTCTTAAAACAGARAATT
TAAGTAAAGTCTTTTAAATGAAACCTGTAAAAGTATTGACTCTTCTACCAAGTTOOTATG
ATATTCCAGGCAGCTCAATGATTATCACATTTGAGACCCTGTOTTTGAAGCATTTACAGE
CAATGTACAGCAACAGAGGTACCTCTTGGTGTATAGTATTTACATTCTCTTTTAGGTAGA
AGAGGCAATTTTACCCTTATTTCACATGGTTAGARATTTAAAGCAAGATCATTTACCCAA

Fig. 3A
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GGATAGGTGTTTGGTAATGTTGAAGGAGTTAGTCTGGCTTCATGTTTTACATCTTCAACT
AAAATCCCATACTATCTGCTTGGATTTGGAGAGCCAAAAAATAAAGCTGATTGTCATGTG
ATTAAATATCTGATCAACAGGTATGAATATAACTTAAATCAGCATATTITTGCCATRGTA
ATAAATTRTCCTATAAACTATTTATATATITTTGTTCTTCATAATTATCACTAATAAGCA
TCAGTTTGTTOTYTITAAAAGGATATTTAAGTGAGCATTTTCTAGTTCATATGAAAATAA
COATAGTACAGGATGATTTCTCTCCACACAAAGGTTAAATTAGATTGCACAGTTAATTTT
CACTTATATTTATGGTACTATTATGTGGGTCATGCCTTTTTCTTITAAGCCCAGTACATA
TATTATGCCTECCTAAGTTCTGAACTGGGOCTETATTTCAGTAGTTGTAGAATTATTGAT
ATTTAGTTTTGATAGCTAATGTTTAATTGTTTGGATLTGCACAGTTTGGTTTTTGLACAA
AAGTCATTTAAAAAAATCTGAGTAATTGTCAAATATTAAAAGAAAGATATTCTTCCTGTA
AGGAATACAGTTTTTAGTCAAAGTGECCATTACATCCTCTTTITAATTTACATAATACAG
ATACTTGAGAAAGTTGTTGYGETOTTGTATGCCAAGAAAATTCTTTTTATIGETGCCTAT
ATTGTAACAATTATTTTTAATGCATTGTATTTTGAAGTAACGGTTCAGTTAAATTTTTCA
COTGUTATGTAACTGAAACACAATTACAGTTTATAATCATCTGTAGAAGTCTGGAGATAA
TTTTGCAACTCATGTTATGOGTTAAATGAATATTTTTGTAAAAGTAAAAGCAACARATTT
ATAAATTGATTATTTGAAACTTTACAACACAATTGCATCCCAAATACAARATTGTATTGCT
TATTCATTATAGCTATTCGTCCTGTAATCTGTTTCTAGOTGAAGCATACTCCAGTGTTTT
AGOGGTTTTGAAAATAAATATTTAAATTTCACAGTCAARAAAAAAARAAARAXAAAAAAA
AARAAAAAARAAAARRARAAARRARAAA

Fig. 3B
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