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DESCRIPCION

Meétodo para la identificacién de agentes para el tratamiento de la diabetes.
Campo técnico

La presente invencién se refiere al uso de las “cinasas que interactian con la MAP cinasa” humanas Mnk2a y
Mnk2b, en métodos para la identificacién de agentes farmacéuticamente ttiles, en particular agentes utiles para el
tratamiento de la diabetes tipo II.

Técnica anterior

Una de las hormonas principales que influyen en el metabolismo es la insulina, que se sintetiza en las células beta
de los islotes de Langerhans del pancreas. La insulina regula principalmente la direccién del metabolismo, desplazando
muchos procesos hacia el almacenamiento de sustratos y alejandolos de su degradacion (para revisiones, véase por
ejemplo Shepherd, P.R. et al. (1998) Biochem. J. 333: 471-490; Alessi, D. R. & Downes, C. P. (1998) Biochim.
Biophys. Acta 1436: 151-164). La insulina actia para aumentar el transporte de glucosa y aminodcidos asi como
minerales clave tales como potasio, magnesio y fosfato desde la sangre hasta las células. También regula una variedad
de reacciones enzimdticas en las células, de las que todas tienen una direccion global comun, concretamente la sintesis
de moléculas grandes a partir de unidades pequefias. Una deficiencia en la accién de la insulina (diabetes mellitus)
produce una grave insuficiencia en (i) el almacenamiento de glucosa en forma de glucégeno y la oxidacién de la
glucosa para dar energia; (ii) la sintesis y el almacenamiento de grasas a partir de 4cidos grasos y sus precursores y la
finalizacion de la oxidacién de dcidos grasos; y (iii) la sintesis de proteinas a partir de aminoacidos.

Existen dos variedades de diabetes. La tipo I es la diabetes mellitus dependiente de insulina (IDDM, “insulin-de-
pendent diabetes mellitus”; denominada antes como diabetes de aparicion juvenil), para la que se requiere inyeccién
de insulina. En este tipo, la insulina no se secreta por el pancreas y por tanto debe tomarse mediante inyeccién. La
diabetes tipo II, diabetes mellitus no dependiente de insulina (NIDDM, “non-insulin-dependent diabetes mellitus”),
se caracteriza clinicamente por hiperglucemia y resistencia a la insulina y estd asociada normalmente con la obesidad.
La diabetes tipo II es un grupo heterogéneo de trastornos en los que la hiperglucemia resulta tanto de una respuesta
secretora de insulina insuficiente frente a glucosa como de una disminucién de la eficacia de la insulina para estimular
la captacion de glucosa por el miisculo esquelético y para restringir la produccién de glucosa hepdtica (resistencia a
insulina). Antes del desarrollo de la diabetes, los pacientes pierden generalmente la respuesta secretora de insulina
temprana frente a glucosa y pueden secretar cantidades relativamente grandes de proinsulina. En la diabetes estable-
cida, aunque los niveles de insulina en plasma en ayunas pueden ser normales o incluso superiores en los pacientes de
diabetes tipo II, la secrecion de insulina estimulada por glucosa estd disminuida claramente. Los niveles de insulina
disminuidos reducen la captacion de glucosa mediada por insulina y no restringen la produccion de glucosa hepatica.

La homeostasis de glucosa dependen de un equilibrio entre la produccién de glucosa por el higado y la utilizacién
de glucosa por tejidos dependientes de insulina, tales como grasa y musculo, y tejidos independientes de insulina,
tales como de corazén y de rifién. En la diabetes tipo II la entrada de glucosa en la grasa y misculo estd reducida y la
produccion de glucosa en el higado estd aumentada, debido a la resistencia a insulina en los tejidos.

Los receptores de tipo tirosina cinasas (RTK “receptor tyrosine kinases’) son un tipo importante de receptores de
superficie celular. Los ligandos para los RTK son hormonas peptidicas/proteicas que incluyen el factor de crecimiento
nervioso (FCN), factor de crecimiento derivado de plaquetas (FCDP), factor de crecimiento epidérmico (EGF), e
insulina. La unién de un ligando a un RTK estimula la actividad de proteina tirosina cinasa intrinseca del receptor,
que estimula posteriormente una cascada de transduccién de sefial que conduce a cambios en la fisiologia celular y
patrones de expresion génica. Las rutas de sefializacion de RTK tienen un amplio espectro de funciones incluyendo la
regulacién de la proliferacion y diferenciacion celular, la promocién de la supervivencia celular y la modulacién del
metabolismo celular;

Ras es una proteina interruptora de unién a GTP que actia como una molécula clave de sefializacion en las rutas
provocadas por la activacion de los RTK. Todos los RTK unidos a Ras en las células de mamiferos parecen utilizar una
ruta de transduccién de sefial altamente conservada en la que Ras activada induce una cascada de cinasa que culmina
en la activacién de la MAP cinasa (proteina cinsasa activada por mitégeno). Esta serina/treonina cinasa, que puede
translocarse hacia el niicleo, fosforila muchas proteinas diferentes incluyendo factores de transcripcion que regulan la
expresion de proteinas importantes especificas de la diferenciacién y del ciclo celular.

Los productos génicos Mnk1 y Mnk2 de murino (“cinasa que interactia con MAP cinasa” o “cinasa que integra la
seflal de la MAP cinasa” 1 y 2) son serina/treonina cinasas de dominio tnico que comparten el 72% de identidad de
secuencia (Waskiewicz A.J. et al. (1997) EMBO J. 16: 1909-1920; nimeros de registro GenBank Y11091 y Y11092).
También se ha descrito la Mnk1 humana (Fukunaga, R. ef al. (1999) EMBO J. 16: 1921-1933; niimero de registro
GenBank AB000409). Estas tres proteinas se identificaron por su capacidad de unirse de manera ajustada a MAP
cinasas. Tanto Mnk1 como 2 se unen a las cinasas que regulan la sefial extracelular ERK1 y ERK2, y Mnk1 también
se une a la cinasa activada por estrés, p38. El factor de iniciacién eucariético 4E (eIF4E) se ha identificado como uno
de los sustratos fisiolégicos de Mnk1 y Mnk2 (Scheper, G.C. et al. (2001) Mol. Cell. Biol. 21:743-754).
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El gen de Mnk2 humano se ha identificado y caracterizado mediante una seleccién de dos hibridos en levadura en
la que la proteina Mnk?2 interactuaba con el dominio de unién a ligando del receptor ¢ de estrégeno (ERp) (Slentz-
Kesler, K. et al. (2000) Genomics 69: 63-71). Se ha mostrado que el gen de Mnk2 humano tiene dos variantes de corte
y empalme C-terminales, designadas Mnk?2a (las secuencias de nucledtidos y aminoédcidos de Mnk2a se designan SEQ
ID NOS:1 y 2, respectivamente; nimero de registro GenBank AF237775) y Mnk2b (las secuencias de nucledtidos y
aminodcidos de Mnk2b se designan SEQ ID NOS: 3 y 4, respectivamente; nimero de registro AF237776). Las dos
isoformas son idénticas a lo largo de los primeros 385 aminoécidos de la secuencia codificante y difieren sélo en el
exon final que codifica para 80 residuos adicionales para Mnk2a y para 29 residuos para Mnk2b. Se mostré ademas
que la interaccion de Mnk?2 era selectiva para el receptor de estrogeno (ER)# a diferencia de ERI y que la interaccién
era especifica para Mnk?2b a diferencia de Mnk2a o Mnk1.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 es una gréfica que representa el efecto de la sobreexpresién de Mnk2b en los adipocitos 3T3-L1
transfectados con GLU-REx3, CRE, IRE, o SREBP-RE. Se transfectaron las células control con un vector de plasmido
vacio y se fijo el nivel de expresién control a 1,00.

La figura 2 es una grafica que representa el efecto de Mnk2b sobre la captacion de glucosa, cuando se sobreexpresa
en adipocitos diferenciados 3T3-L1 (2A) y la linea celular neuronal humana SHSY (2B). Se transfectaron las células
control (ctrl) con un vector de pldsmido vacio. Las barras grises indican las células no estimuladas, las barras blancas
indican las células estimuladas con insulina.

La figura 3 es una gréfica que representa el efecto de la sobreexpresion de Mnk2b y la interrupcion de la interfe-
rencia por ARN (iARN) de la expresion de Mnk2b sobre la captacién de glucosa en células humanas.

Descripcion de la invenciéon
Se ha encontrado sorprendentemente que Mnk?2 estd implicada en la ruta de sefializacion de la insulina.

En un aspecto, la invencién ofrece un método para identificar un agente que modula (aumenta o disminuye) la
capacidad de un polipéptido Mnk2 de modular la captacién de glucosa en una célula, comprendiendo el método:
poner en contacto un polipéptido Mnk2 con un agente candidato; y determinar el efecto del agente candidato sobre
la capacidad del polipéptido Mnk2 para modular la captacién de glucosa en una célula. En un ejemplo, el agente
candidato disminuye la capacidad del polipéptido Mnk2 para disminuir la captacion de glucosa en la célula.

En otro aspecto, la invencion ofrece un método para identificar un agente que modula la capacidad de un polipép-
tido Mnk2 para modular la actividad de un elemento de respuesta frente a glucosa en una célula, comprendiendo el
método: poner en contacto un polipéptido Mnk2 con un agente candidato; y determinar el efecto del agente candidato
sobre la capacidad del polipéptido Mnk2 para modular la actividad de un elemento de respuesta frente a glucosa en
una célula. En un ejemplo, el agente candidato disminuye la capacidad de la actividad de un elemento de respuesta
frente a glucosa (por ejemplo, un elemento de respuesta descrito en el presente documento) en la célula.

En otro aspecto, la invencién ofrece un método para identificar un modulador de la captacién de glucosa, com-
prendiendo el método: proporcionar una célula que expresa un polipéptido Mnk2 recombinante; exponer la célula a un
agente candidato; y medir la captacion de glucosa en la célula en presencia del agente candidato, en el que la captacion
alterada de glucosa en la célula en presencia del agente candidato comparada con la ausencia del agente candidato in-
dica que el agente candidato es un modulador de la captacién de glucosa. En un ejemplo, el agente candidato produce
un aumento de la captacién de glucosa.

Un agente candidato puede contener por ejemplo, un péptido, un peptidomimético, aminoacido, analogo de ami-
nodcido, polinucleétido, andlogo de polinucleétido, nucleétido, andlogo de nucleétido u otra molécula pequefia. En un
ejemplo, el agente candidato inhibe una actividad biolégica de Mnk?2 tal como una actividad serina/treonina cinasa, la
capacidad para reducir la captacién de glucosa en una célula, la capacidad de disminuir la actividad de un elemento de
respuesta frente a glucosa (por ejemplo un elemento descrito en el presente documento) y/o la capacidad para unirse a
un ligando de Mnk2 descrito en el presente documento. En una realizacidn, el agente candidato se une a un polipéptido
Mnk2 o a un 4cido nucleico (ARN o ADN) que codifica para un polipéptido Mnk?2.

Los métodos de seleccion descritos en el presente documento pueden incluir opcionalmente una etapa de introducir
en una célula un dcido nucleico que codifica para un polipéptido Mnk?2. El efecto de un agente candidato sobre una
actividad bioldgica descrita en el presente documento puede evaluarse en presencia y/o ausencia de un polipéptido
Mnk?2 o un 4cido nucleico que codifica para un polipéptido Mnk2. Los métodos descritos en el presente documento
pueden llevarse a cabo in vitro o in vivo usando un sistema basado en células, un sistema libre de células, o una
combinacidén de sistemas basados en células y libres de células.

En otro aspecto, la invencién ofrece un método para modular la captacion de glucosa in vitro en una célula,
comprendiendo el método poner en contacto una célula con una cantidad de un compuesto eficaz para modular la
expresion o actividad de un polipéptido Mnk?2 y modular por tanto la captacion de glucosa en la célula.
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El polipéptido Mnk?2 usado en los métodos descritos en el presente documento puede ser un polipéptido Mnk?2 de
mamifero, por ejemplo, un polipéptido Mnk2 humano. Por ejemplo, el polipéptido Mnk2 puede ser un polipéptido
Mnk2a o Mnk2b humano.

El polipéptido Mnk?2 puede tener una secuencia mostrada como SEQ ID NO:2 o SEQ ID NO:4. Un polipéptido
Mnk?2 también puede diferir de la correspondiente secuencia mostrada como SEQ ID NO:2 o SEQ ID NO:4. Las
diferencias son, preferiblemente, diferencias o cambios en un residuo no esencial o una sustitucion conservativa. En
una realizacion, el polipéptido Mnk2 incluye una secuencia de aminodcidos idéntica al menos aproximadamente en
un 60% a un secuencia mostrada como SEQ ID NO:2 o SEQ ID NO:4 o un fragmento de la misma. Preferiblemente,
la secuencia de aminoacidos es idéntica al menos en un 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98%, 99% o mas a
SEQ ID NO:2 o SEQ ID NO:4 y tiene una actividad bioldgica Mnk2 descrita en el presente documento. Por ejemplo,
la secuencia de aminodcidos puede ser idéntica a SEQ ID NO:2 o SEQ ID NO:4.

Los polipéptidos Mnk2 preferidos son al menos un 10%, preferiblemente al menos un 20%, 30%, 40%, 50%, 60%,
70%, o més, de la longitud de la secuencia mostrada como SEQ ID NO:2 o SEQ ID NO:4 y tienen una actividad
biolégica Mnk2 descrita en el presente documento. Por ejemplo, un polipéptido Mnk2 puede tener una actividad
serina/treonina cinasa, reducir la captacion de glucosa en una célula, disminuir la actividad de un elemento de respuesta
frente a glucosa (por ejemplo, un elemento descrito en el presente documento), y/o unirse a un ligando de Mnk2
descrito en el presente documento.

Un polipéptido Mnk?2 también incluye un polipéptido que comprende un dominio funcional del polipéptido de SEQ
IDNO:2 o SEQ ID NO:4 descrito en el presente documento, por ejemplo, un dominio de cinasa. En una realizacion,
el polipéptido Mnk?2 tiene actividad cinasa.

Un polipéptido Mnk2 también incluye un polipéptido que comprende al menos 20, 30, 40, 50, 75, 100, 150, 200,
250, 300, 350, 400, 450, o mas residuos de aminoécidos contiguos de SEQ ID NO:2 o SEQ ID NO:4. Preferiblemente,
el polipéptido tiene una actividad biol6gica Mnk?2 descrita en el presente documento.

En algunos aspectos de la invencién el polipéptido Mnk?2 puede ser un polipéptido sustancialmente puro. El término
“sustancialmente puro” tal como se usa en el presente documento en referencia a un polipéptido dado significa que el
polipéptido estd sustancialmente libre de otras macromoléculas biol6gicas. Por ejemplo, el polipéptido sustancialmente
puro es al menos un 75%, 80, 85, 95, 0 99% puro en peso seco. La pureza puede medirse mediante cualquier método
habitual apropiado conocido en la técnica, por ejemplo, mediante cromatografia en columna, electroforesis en gel de
poliacrilamida, o andlisis de HPLC.

En toda esta descripcion los términos “protocolos habituales” y “procedimientos habituales”, cuando se usan en el
contexto de técnicas de biologia molecular, han de entenderse como protocolos y procedimientos que se encuentran en
un manual de laboratorio ordinario tal como: Current Protocols in Molecular Biology, editores F. Ausubel ef al., John
Wiley and Sons, Inc. 1994, o Sambrook, J., Fritsch, E.F. y Maniatis, T., Molecular Cloning: A laboratory manual, 2°
edicién, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY 1989.

A menos que se defina lo contrario, todos los términos cientificos y técnicos usados en el presente documento
tienen el mismo significado tal como se entienden comtiinmente por un experto habitual en la técnica que pertenece a
esta invencion. A continuacién se describen métodos y materiales adecuados, aunque también pueden usarse métodos
y materiales similares o equivalentes a los descritos en el presente documento en la practica o pruebas de la presente
invencién. Todas las publicaciones, solicitudes de patentes, patentes y otras referencias mencionadas en el presente
documento se incorporan por referencia en su totalidad. En caso de conflicto, la presente memoria descriptiva, inclu-
yendo las definiciones, controlard. Ademas, los materiales, métodos y ejemplos son s6lo a modo de ilustracién y no
propuestos para ser limitativos.

A continuacion, la invencién se describe en los ejemplos adjuntos, que se proponen para ilustrar la invencion, sin
limitar el alcance de proteccion.

Ejemplos
Ejemplo 1
Identificacion de LK6 y Mnk

La mutagénesis mediada por el elemento P es una tecnologia ampliamente usada en la genética de Drosophila
(Cooley, L. et al. (1988) Science 239: 1121-1128; Robertson, H.M. ez al. (1988) Genetics 118: 461-470). El elemento
P es un elemento que puede transportarse bien caracterizado, que puede introducir mutaciones hereditarias de pérdida
de funcién en una amplia serie de genes. Acopladas con la anotacién genémica del sitio de insercién del elemento P,
las bibliotecas del elemento P proporcionan una herramienta genética inversa valiosa. Las selecciones genéticas que
usan bibliotecas de mutantes de insercién de P en genes conocidos permiten una exploracién rapida del genoma para
identificar posibles genes modificadores.
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La sefializacién del receptor de insulina afectada tiene la manifestacién fenotipica de un tamafio celular mas pe-
quefio (Huang, H., et al. (1999) PTEN affects cell size, cell proliferation and apoptosis during Drosophila eye deve-
lopment. Development 126:5365-5372.). Se realizé una seleccidn genética para identificar modificadores de la sefia-
lizacién del receptor de insulina, usando una biblioteca de lineas de Drosophila mutagenizadas por insercién de P.
En esta seleccion, la manifestacion fenotipica de ojo pequefio se usé como lectura. Se identificé el gen LK6 de la D.
melanogaster (nimero de registro GenBank U76378) como un débil pero constante potenciador del fenotipo D.N. del
receptor de insulina.

Se usé la proteina L6K de Drosophila melanogaster en una biisqueda TBLASTN (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
Education/blasttutorial.html) en las bases de datos de nucleétidos publicas (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/). Los
resultados positivos humanos fueron MNK1 (AB000409; valor de e de e-113), MNK2a (AF237775; valor de e de e-
114) y MNK2b (AF237776; valor de e de e-110). Por consiguiente, se concluyé mediante andlisis bioinformatico que
el gen LK6 de D. melanogaster tiene dos homélogos humanos, Mnk1 y Mnk?2.

Ejemplo 2
Clonacion de MNK2b

Se aisl6 el extremo 3’ del ADNc de Mnk2b a partir del clon Incyte niimero 1309709. Este clon contiene una
secuencia correspondiente a las dltimas 570 pb de Mnk2b. Se verific el inserto de ADNc del clon Incyte mediante se-
cuenciacion, realizada por el kit de reaccion preparada para la secuenciacion de ciclo de terminador ABI PrismBigDye,
en sistema de secuenciacién de ADN de Applied Biosystems modelo ABI 377 XL/96.

Para aislar un clon de ADNc que codifica para el extremo 5’ de Mnk2b (670 pb), se usé la secuencia puiblica de
Mnk2b (nimero de registro GenBank AF237776) para disefiar cebadores para PCR para la amplificaciéon por PCR.

Como molde para la clonacién, se us6 ADNc producido por el higado humano. Se realiz6 una primera sintesis de
la cadena de ADNCc, usando el sistema de eleccion SUPER-SCRIPT (Life Technologies; nimero de catdlogo 18090-
019), usando 1 pug de ARNm de higado humano (Clontech; nimero de catdlogo 6510-1) con hexdmeros aleatorios
seglin las instrucciones del fabricante.

Se realiz6 la PCR de 100 ul usando el kit de la ADN polimerasa de Pfu nativa (Stratagene; nimero de catdlogo
600135) y 5 w1 de cada uno de los cebadores especificos para el gen LAKQ166 (SEQ ID NO:5) y LAKQ168 (SEQ ID
NO:6). Se uso el ciclador térmico de ADN Perkin Elmer 480 con el programa: 1 ciclo de 94°C, 2 min.; 60°C, 1 min.;
74°C, 2 min.; 25 ciclos de 94°C, 1min.; 58°C, 1 min.; 74°C, 2 min.; y finalmente 72°C, 7 min. seguido de enfriamiento
hasta 4°C. Se realizaron cinco rondas adicionales de amplificacion tal como anteriormente, excepto que la temperatura
de apareamiento se disminuy6 hasta 55°C.

Se carg6 una alicuota, 15 ul, de PCR sobre un gel de agarosa al 1% de baja temperatura de fusion NuSieve GTG
(FMC BioProducts; nimero de catidlogo 50082) y se escindi6 el fragmento de aproximadamente 670 pb del gel.
Se clonaron 3 ul del fragmento aislado en 1 ul de pldsmido pCR2.1-TOPO usando el kit de clonaciéon TOPO TA
(Invitrogen; nimero de catdlogo K4500-01). Se transformaron 3 ul de 1a mezcla de ligacién en células de E. coli TOP
10 quimicamente competentes One Shot (Invitrogen; nimero de catdlogo C4040-03).

Se obtuvieron ADN de pldsmido a partir de tres clones (3 ml de cultivo durante la noche), usando kit QIAprep
Spin Miniprep (QIAGEN; niimero de catdlogo 27104) y se realiz6 la secuenciacién (nimero A0452) posterior tal
como anteriormente. El pldsmido con la secuencia correcta confirmada se designé pMB 1500.

Se unieron las dos partes de Mnk2b, el extremo 3’ de Incyte 1309709, y el extremo 5’ de pMB 1500, mediante una
ligacién de tres fragmentos en pCR2.1-TOPO, produciendo pBV1556.

Se digirieron 2,4 ug de pPBM1500 con EcoRI1y Sacl, y se digirieron 1,8 ug del mismo plasmido con EcoRI 'y BglII.
Se cargaron la mitad de las digestiones sobre un gel E al 1,2%, Invitrogen, y se corté una banda de aproximadamente
3800 pb (fragmento a) de la digestién con EcoRI-Sacl, y se corté una banda de aproximadamente 680 pb (fragmento b)
de la digestion con EcoRI-Bglll. Se digirieron 2,7 ug del pldsmido Incyte 1309709 con Sacl y Bg/Il. Se cargé la mitad
de la digestion sobre un gel E y se corté del gel una banda de aproximadamente 700 pb (fragmento c). Se purificaron
los fragmentos usando el kit de extraccion del gel (Qiagen; nimero de catdlogo 28704) y la elucién posterior en 50 pd
de Hzo

Se realiz6 la ligacion usando la T4 ADN ligasa Ready-To-Go (Amersham Pharmacia Biotech; nimero de catdlogo
27-0361-01). Se mezclaron 6 p del fragmento A con 7 ul de los fragmentos B y C, respectivamente. Se transformé la
mezcla de ligacion en células E. coli TOP 10 quimicamente competentes One Shot, y se obtuvo el ADN de pldsmido
tal como anteriormente. Las digestiones control usando las enzimas de restriccién para la clonacién, EcoRlI, Sacl y
Bglll verificaron el inserto.

Se produjo Mnk2b para la expresiéon de mamifero usando la tecnologia de clonacién Gateway™ de Life Techno-
logies. Se disefiaron cebadores compatibles con Gateway (SEQ ID NOS:7 y 8) y se realiz6 la PCR usando pBV 1556
como molde. Se realizé la PCR en 50 ul usando la Tag ADN polimerasa, Roche (nimero de catdlogo 1 435 094) y
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1 ul de cada uno de los cebadores BEKA 248 y BEKA247. Se us6 el sistema 2400 de amplificacién génica por PCR
de Perkin Elmer con el siguiente programa: 95°C, 5 min.; (95°C 30 s, 55°C 30 s, 72°C 2 min.) x 25; y 72°C, 7 min.;
seguido de enfriamiento hasta 4°C. Se cargaron 10 ul de la reaccién sobre un gel E al 1,2%, y se corté del gel un
fragmento de aproximadamente 1400 pb, y se purificé usando el kit de extraccion del gel QIAquick.

Se cloné el fragmento de PCR en pDONR201 (Life Technologies; nimero de catdlogo 11798-014), segun las
instrucciones del fabricante. El clon de entrada resultante se designé pBV27, y se confirmé el inserto mediante se-
cuenciacion. Se construy6 un clon de expresion de mamifero con fusién de 5°-GST, designado pBV44 (SEQ ID NO:9),
(segun las instrucciones del fabricante) usando el vector de destino pDEST27 (Life Technologies; nimero de catdlogo
11812-013). En SEQID NO:9, los aminoacidos 1 a 226 representan el dominio GST, mientras que los aminoacidos
237 a 649 representan Mnk2b humana.

Ejemplo 3
Perfil de expresion

Para determinar los niveles de expresion relativos de MNK2b en diferentes tejidos, se usé una matriz de expre-
sién en mudltiples tejidos (CLONTECH; nimero de catdlogo 775) en un experimento de hibridacién con una sonda
especifica para gen de 106 pb.

Se digiri6 el clon de ADNc de MNK?2b, pBV27, con las enzimas de restriccion Ncol y PpuMI. Se separaron los
fragmentos en un gel de agarosa al 1,2% (Invitrogen; nimero de catdlogo G5018-01). Se escindi6 del gel el fragmento
de 106 pb y se purificé usando el kit de extraccion del gel QIAquick (QIAGEN; niimero de catdlogo 28704).

Se usaron 25 ng del fragmento purificado en una reaccién de marcacion con **P, realizada con reactivos tal como se
recomiendan en el manual de instrucciones para la sintesis de sondas de ADN Strip-EZ (Ambion; ndimero de catdlogo
1470). Se adquiri6 [a-**P]dATP usado en la reaccion de Amersham Pharmacia Biotech (niimero de catdlogo AA0004).

Se realizaron las condiciones de hibridacién y de lavado tal como se recomienda por el manual de CLONTECH
PT3307-1. Se expuso la matriz de MTE (“Multiple Tissue Expression”, expresién en miiltiples tejidos) en una pantalla
de fésforo STORMS860 durante 70 h. Se us6é ImageQuant para analizar la sefial de hibridacién.

Los resultados indicaron los niveles de expresién mds altos de MNK?2b en el miisculo esquelético. Esto fue ines-
perado, ya que los resultados publicados sobre los tejidos de ratén adulto mostraron expresion de ARNm de Mnk2 en
todos los tejidos estudiados, excepto del cerebro (Waskiewicz A.J. et al. (1997) EMBO J. 16: 1909-1920).

Ejemplo 4

La sobreexpresion de Mnk2b afecta a la capacidad de respuesta frente a glucosa y al metabolismo de lipidos en los
adipocitos de raton

Se prepararon o se adquirieron vectores indicadores inducibles que contienen el gen indicador de la luciferasa
de Photinus pyralis (luciérnaga), conducidos por un elemento promotor bésico (caja TATA), asi como elementos
potenciadores en posicion cis inducibles (repeticiones directas de las regiones promotoras de diversos genes). Los
vectores indicadores se disefian para las lecturas in vivo de las rutas de transduccién de sefial, ya que los potenciadores
son puntos convergentes de muchas rutas de transduccién de sefiales. Cuando un plasmido que expresa el gen de interés
se cotransfecta en células de mamifero con un pldsmido indicador en la posicidn cis, un aumento de la expresion de la
luciferasa indica la activacién transcripcional o bien directa o bien indirecta.

Se prepar6 un vector designado pGluREx3-luciferasa ((gtgCACGTGtgaCAGCTGcaa)x3) usando el vector promo-
tor pTAL (Clontech; nimero de catdlogo 6252). El vector pGluREx3 se disefia para monitorizar los efectos sobre la
respuesta frente a glucosa (PortoisL., et al. (1999) J. Biol. Chem. 274: 8181-8190).

Se prepar6 un vector designado pSREBP-luciferasa (aTCACcCCAC) clonando dos elementos de respuesta frente a
proteinas de unién al elemento regulador del esterol (SREBP, “‘sterol regulatory element binding protein”) en el vector
del promotor pGLE2 (Promega; niimero de catdlogo E1631). El vector pSREBP se disefia para monitorizar los efectos
sobre el elemento de respuesta frente a esteroides (Yokyama, C. et al. (1993) Cell 75: 187-197).

El vector pCRE-luciferasa, disefiado para monitorizar la activacién de las rutas de transduccién de sefial mediadas
por AMPc y la proteina (CREB) de unién a AMPc, se adquirié de Stratagene (niimero de catdlogo 219075).

Se preparé un vector designado pIRE-luciferasa ((tagCAAAACAaactTATTTTGaaca)x3), usando el vector del
promotor pGL2 (Promega; nimero de catdlogo E1631). Es vector pIRE se disefia para monitorizar la sefializacién
mediada por el receptor de insulina a través de la proteina (IGFBP-1) de unién al factor de crecimiento de tipo
insulina.

Se transfectaron de manera transitoria los adipocitos de ratén (células 3T3-L1 diferenciadas) con el constructo de
elemento de respuesta de interés, en combinacién con Mnk2b o un constructo de plasmido de estructura principal
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(control), usando LipofectAmine™?2000 (LifeTechnologies). Tras 48 h, se lisaron las células usando un tamp6n de
lisis (Tris-EDTA + 0,25% de Triton-X100) durante 10 min. a temperatura ambiente, y se midi6 la actividad de la
luciferasa usando un ensayo de actividad de la luciferasa (BioThema).

Los resultados (figura 1) indican que la sobreexpresién de Mnk2b en los adipocitos de ratén dio como resultado una
disminucién del 70% de la actividad del indicador de la GLUx3-luciferasa, indicando una disminucién de la capacidad
de respuesta frente a glucosa en las células. Segtin el conocimiento de los inventores, no existen resultados dados a
conocer previamente que indiquen un enlace entre Mnk2b y la captacién de glucosa.

Los resultados mostrados en la figura 1 indican ademds que la sobreexpresion de Mnk2b en los adipocitos de
ratén conduce a una disminucién de la actividad del elemento de respuesta frente a SREBP. La conclusion es que
Mnk2b afecta al metabolismo de lipidos, ya que el elemento de respuesta frente a SREBP ha mostrado controlar la
transcripcion de por ejemplo el gen del receptor de lipoproteinas de baja densidad (Yokoyama,C. et al. (1993) Cell 75:
187-197) y regular el metabolismo del colesterol (Brown, M.S. y Goldstein J.L. (1997) Cell 83: 331-340).

La sobreexpresiéon de Mnk2b en los adipocitos de ratén también conduce a una disminucién de la actividad de
los indicadores pCRE y pIRE. Estos resultados confirman los datos publicados sobre Mnk2b como parte de la ruta
de sefializacion de la MAP-cinasa (Waskiewicz, A. et al. (1997) EMBO J. 16: 1909-1920; Fukunaga, R. y Hunter, T.
(1997) EMBO J. 16: 1921-1933).

Ejemplo 5
La sobreexpresion de Mnk2b modula la captacion de glucosa en adipocitos

Se determind la captacion de glucosa segin el método de Hundal et al. (1994) Biochem. J. 297: 289-295. En re-
sumen, tras la incubacién con hormonas durante 45 minutos, si no se indica lo contrario, se enjuagan las monocapas
celulares con PBS libre de glucosa. Se cuantificé la captacion de glucosa incubando las células en presencia de 1
uCi/ml de *H-2-desoxi-glucosa en PBS durante 8 min. Se determiné la captacién no especifica cuantificando la ra-
diactividad asociada a la célula en presencia de citocalasina B 10 uM. Se determiné la captacioén de 2-desoxi-glucosa
aspirando rdpidamente el medio, seguido de tres lavados sucesivos de las monocapas celulares con PBS helado. Se
lisaron las células en NaOH 0,5 M, seguido de recuento de centelleo liquido. Las tasas de transporte se normalizaron
para el contenido en proteina de cada célula.

Los resultados (figura 2) indican que la sobreexpresién de Mnk2b en adipocitos (células 3T3-L1 diferenciadas) y
una linea celular humana (SHSY) disminuyo la tasa de la captacion de glucosa de manera dependiente de insulina.
Los resultados confirman los resultados a partir del ensayo de indicador (ejemplo 4) e indican ademas que un efecto
de la expresion de Mnk2b es la reduccion de la captacidon de glucosa.

Ejemplo 6
Modelos estructurales de proteinas Mnk

Se prepararon tres modelos estructurales tridimensionales de Mnk1, Mnk2a y Mnk2b a partir de datos de homolo-
gia. Se us6 como molde para los tres modelos la estructura de la proteina cinasa dependiente de calmodulina (entrada
del banco de datos de proteinas (‘“Protein Data Bank™) 1A06). (El banco de datos de proteinas estd disponible en
http://www.rcsb.org/pdb; véase también Berman et al. (2000) Nucleic Acids Research 28: 235-242). Se prepararon los
modelos estructurales usando el software ICM de MolSoft Inc. (http://www.molsoft.com).

Los modelos de Mnk1, Mnk2a y Mnk2b fueron sumamente similares pero se identificaron algunas diferencias
estructurales, que pueden emplearse para conseguir la selectividad de unién. Se identificaron un nimero de 87 residuos
no idénticos cuando se comparé Mnk2b con Mnkl1. Muchos de éstos estdn situados lejos del sitio activo, pero dos
diferencias de interés entre Mnk1 y Mnk2b son Y—H en el sitio activo (comparese la posicion 95 en SEQ ID NO:4)
y T—L en un bucle que puede implicarse en el reconocimiento del sustrato (comparese la posicion 248 en SEQ ID
NO:4).

Una comparacién entre Mnk2a y Mnk2b indicé que el extremo C, que es la tnica parte diferente entre las dos
variantes de corte y empalme, pliega de nuevo el sitio activo en los modelos. Esto indica la posibilidad de identificar
agentes que tienen especificad entre Mnk2a y Mnk2b.

Ejemplo 7
Interrupcion de la repuesta frente a glucosa modulada por Mnk2 en las células de neuroblastoma humano

La iARN (interferencia por ARN) se refiere a la introduccion de ARN de doble cadena homdélogo (ARNdc) para
seleccionar como diana especificamente un producto génico, dando como resultado fenotipos nulos o hipomérficos. La
técnica de iARN se usé para estudiar los efectos sobre la respuesta frente a glucosa en células cultivadas con interrup-
cién de la expresion de proteina Mnk?2. se transfectaron de manera transitoria las células (SH-SYS5y) de neuroblastoma
humano con un elemento de respuesta frente a glucosa acoplado a un gen indicador de la luciferasa (GIuREx3-lucifera-
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sa), Mnk2b o plasmido de estructura principal y [Mnk2 de iARN] usando LipofectAmine2000 (LifeTechnologies). Se
mezclaron para cada pocillo en una placa de 96 pocillos 0,2 ug de GluREx3-Luciferasa, 0,07 ug de Mnk2b/estructura
principal y 0,13 ug [Mnk2 de iARN] con 1,8 ul de LA2000/ug de ADN diluido en 50 ul de Opti-MEM (Gibco). Tras
48 h, se lisaron las células usando 15 ul/pocillo de tampén de lisis (TRIS-EDTA con 0,25% de Triton x 100) y se
midié la actividad de la luciferasa (kit de ensayo de la actividad de la luciferasa, BioThema).

Los resultados (figura 3) indican que la interrupcion de la expresion de la proteina Mnk?2 en células (SH-SYS5y)
de neuroblastoma humano mediante el uso de iARN conduce a un aumento de la actividad del elemento de respuesta
frete a glucosa. La sobreexpresion de la proteina Mnk2b en las mismas células, disminuye la actividad del elemento
de respuesta frente a glucosa. Esta disminucién se neutraliza por la interrupcién de la proteina Mnk2b sobreexpresada
que es la transfeccién combinada del plasmido de expresion y la iARN en las mismas células.

Ejemplo 8
Seleccion por RMN de Mnk2b de union a compuestos

Se usé una biblioteca de diversidad que consistia en compuestos sumamente solubles en agua y relativamente
pequefios para seleccionar MNK-2B nativo para agentes de unién mediante RMN (resonancia magnética nuclear).
La técnica de RMN usada para identificar agentes de unién fue la diferencia de transferencia de saturacién (STD
“Saturation Transfer Difference”): las resonancias de 'H de proteinas se saturan por medio de un campo débil de
radiofrecuencia aplicado a una regién espectral estrecha. La saturacion se transfiere por difusion de spin al resto de
la proteina y posteriormente ademds a los compuestos que se unen a la proteina atenuando sus sefiales en el espectro
de RMN. Entonces, el espectro se sustrac de un espectro obtenido en condiciones de no saturacién para obtener
un espectro de STD que muestra s6lo las sefiales de los compuestos que interactiian con la proteina. En la prictica
la secuencia de pulso se escribe de tal manera que la sustraccidn se realiza automaticamente en una de cada dos
exploraciones, es decir, nunca se observan los espectros individuales (Mayer & Meyer, Angew. Chem. Int. Ed., 38,
1784-1788, 1999).

Los compuestos en la biblioteca se dividen en mezclas que consisten en 4-8 compuestos cada una. Cada muestra
contenfa MNK-2B nativo 1 uM, mezcla de compuestos 200 uM, tampén fosfato de sodio 50 mM, DTT 1 mM, pH
7,5 en aproximadamente el 98% de D,0/el 2% de H,O. Una muestra no contenia ninguno de los compuestos y actio
como control negativo. El volumen era 600 ul y se usaron tubos de RMN convencionales. Se realizaron experimentos
en un espectréometro de RMN Varian Unity de 600 MHz a 20°C. Se registraron en cada muestra un experimento de
STD y un experimento de 'H 'D de referencia. Se volvieron a ejecutar los agentes de unién identificados a partir de la
seleccion como un compuesto Unico para la confirmacién. Para estos experimentos de seguimiento se usaron muestras
que contenian Mnk2B nativo 2 uM y 250 uM del compuesto individual. Se identificaron como ligandos de Mnk2b
varios compuestos, por ejemplo éster metilico del 4cido 4-hidroxibenzoico.

HO

O

Ester metilico del acido 4-hidroxibenzoico

Un ensayo de la actividad cinasa segtin los métodos habituales indicé que los compuestos identificados inhibie-
ron la actividad cinasa de Mnk2b en dependencia de la dosis. Por consiguiente, se mostré que es posible identificar
compuestos pequefios, ligandos de Mnk2b.
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REIVINDICACIONES

1. Método para identificar un agente que modula la capacidad de un polipéptido Mnk?2 para modular la captacién
de glucosa en una célula, comprendiendo el método:

poner en contacto un polipéptido Mnk?2 (cinasa 2 que interactia con la MAP cinasa) con un agente candi-
dato; y

determinar el efecto del agente candidato sobre la capacidad del polipéptido Mnk?2 para modular la capta-
cién de glucosa en una célula.

2. Método segtin la reivindicacién 1, en el que el polipéptido Mnk2 es un polipéptido Mnk2 de mamifero.
3. Método segtin la reivindicacion 2, en el que el polipéptido Mnk2 de mamifero es un polipéptido Mnk2 humano.
4. Método segtn la reivindicacién 2, en el que el polipéptido Mnk2 de mamifero es Mnk2a.

5. Método segun la reivindicacién 4, en el que el polipéptido Mnk2a comprende la secuencia de aminodcidos de
SEQ ID NO:2.

6. Método segtin la reivindicacién 2, en el que el polipéptido Mnk2 de mamifero es Mnk2b.

7. Método segtn la reivindicacién 6, en el que el polipéptido Mnk2b comprende la secuencia de aminoédcidos de
SEQ ID NO:4.

8. Método para identificar un agente que modula la capacidad de un polipéptido Mnk2 para modular la actividad
de un elemento de respuesta frente a glucosa en una célula, comprendiendo el método:

poner en contacto un polipéptido Mnk2 con un agente candidato; y

determinar el efecto del agente candidato sobre la capacidad del polipéptido Mnk2 para modular la activi-
dad de un elemento de respuesta frente a glucosa en una célula.

9. Método segtin la reivindicacién 8, en el que el polipéptido Mnk2 es un polipéptido Mnk2 de mamifero.
10. Método segtin la reivindicacion 9, en el que el polipéptido Mnk2 de mamifero es un polipéptido Mnk2 humano.
11. Método segtn la reivindicacion 9, en el que el polipéptido Mnk2 de mamifero es Mnk2a.

12. Método segtin la reivindicacion 11, en el que el polipéptido Mnk2a comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO:2.

13. Método segtn la reivindicacion 9, en el que el polipéptido Mnk2 de mamifero es Mnk2b.

14. Método segun la reivindicacién 13, en el que el polipéptido Mnk2b comprende la secuencia de aminodcidos
SEQ ID NO:4.

15. Método para identificar un modulador de la captacién de glucosa, comprendiendo el método:
proporcionar una célula que expresa un polipéptido Mnk2 recombinante;
exponer la célula a un agente candidato; y
medir la captacion de glucosa en la célula en presencia del agente candidato, en el que la captacidn alterada
de glucosa en la célula en presencia del agente candidato comparada con la ausencia del agente candidato
indica que el agente candidato es un modulador de la captacién de glucosa.

16. Método in vitro para modular la captaciéon de glucosa en una célula, comprendiendo el método poner en

contacto una célula con una cantidad de un compuesto eficaz para modular la expresion o actividad de un polipéptido

Mnk?2 y modular asi la captacién de glucosa en la célula.

17. Método segtn la reivindicacion 16, en el que el compuesto disminuye la expresion o actividad del polipéptido
Mnk?2 y aumenta asi la captacion de glucosa en la célula.

18. Método segtin la reivindicacion 17, en el que el compuesto disminuye la actividad cinasa del polipéptido Mnk?2.
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Fig. 3
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LISTA DE SECUENCIAS

cggtceccte coccgetgge ggggeccgga cagaag atg

gee gaa cott cag ggt

Ala Glu Leu Giln
10

gag ctg gce tre
Glu Leu Ala Phe

25

gge ctg cag tge
Gly Leu Gln Cys

40

gac atc ccg gac
Asp Ile Pro Asp

55

gce acc gac agce
ARla Thr Asp Serx

gad gat gtg
Gilu Asp Val

aac ctg ate

ctyg
Leu
90

ace

Gly

tce
Ser

tca
Sex

gcc
Ala

ttc
Phe
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999
Gly
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Asn Leu Ile Thr Ser
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tte
Phe
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Ala

aag
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Glu

cag
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cac
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Asp
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gag
Glu
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Tyr
110
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cece
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Gly
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95
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Ala
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gte
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cea
Pro

cag
Gln
135

gag
Glu

atc
Ile

agce
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Lys

cac
His
215

agce

Ser

ctg
Leu

gag
Glu

tag

ttce
Phe
295

tgce
Cys

tac

gac
Asp

ggc
Gly
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ctg
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gtg
val

ggc
Gly
200
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Pro
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Gly

cte
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gee
Ala
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Ser
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gtg
val

cet
Pro

gag
Glu

ctc
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Asp
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-

-
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tee
Ser
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tgt
Cys
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gac
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agc
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Lys

ctg
Leu
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Trp

gtc
val
350

tte
Phe

cta
Leu

tte
Phe

Arg
175

agc
Ser

aag
Lys

aag
Lys

tgc
Cys

gag
Glu
255

ate
ile

ate
Ile

tgc
Cys

ttt
Phe

gcc
Ala
338

cat
Arg

agg
Arg

gag
Glu

gag
Glu
160

cac
His

gcc
Ala

ccg
Pro

atc
Ile

tece
Ser
240

tac
Tyr

tac
TYr

cta
Leu

ggc
Gly

gag
Glu
320

cac

Hie

gac
ASp

gag
Glu

ctg
Leu
145

aag
Lys

tte
Phe

ttg
Leu

gaa
Glu

tgt
Cys
225

cct
Pro

atg
Met

gac
nsp

cte
Leu

tgg
Trp
305

age

Ser

atc
Ile

gce
Ala

gtg
val

130

ate
1le

atg
Met

aac
Asn

gac
Asp

aac
Asn
210

gac
Asp

atc
Ile

gce
Ala

aag
Lys

age
Ser
290

gac
Asp

atc
Ile

tce
Ser

aag
Lys

gag
Glu

gag
Glu

cgg
Arg

gag
Glu

tet
Phe
195

ate
Ile

ttec
Phe

tece
gSexr

ccyg
Pro

cge
Arg
275

ggc
Gly

cge
Arg

cag
Gln

tgce
Cys

cag
Gln
355

atg
Met

ttc
Phe

gga
Gly

ctg
Leu
180

ctg
Leu

cte

gac
Asp

ace
Thr

gag
Glu
260

tgc
Cys

tac

Tyr

gsc
Gly

gag
Glu

gct
Ala
340

agg

ctg
Leu

tte
Phe

ggc
Gly
165

gag
Glu

cat
His

tgt
Cys

ctg
Leu

ccg
Pro
245

gta
val

gac
ASD

ceg
Pro

gag
Glu

g9c
Gly
325

gce

Ala

ctyg
Leu

tac

Tyr

gag
Glu
150

tce
Ser

gce
Ala

aac
Asn

gag
Glu

gge
Gly
230

gag
Glu

gtg
val

ctg
Leu

cee
Pro

gcce
Ala
310

aag
Lys

aaa
Lys

agt
ser

438

486

534

582

630

678

726

774

822

870

918

966

1014

1062

1110
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gee
aAla

aac
Asn
375

gac
Rsp

gce
Ala

cag
Gln

cece
Pro

teg
Ser
455

<210>2
<211> 465

<212> PRT
<213> humano

<400> 2

Met

Lys

His

Pro

Lys

65

Asp

Arg

Lys

gcc
Ala
360

acce

ete
Leu

cag
Gln

cce
Pro

tece
Ser
440

gce
Ala

caa gtc ctg cag
Gln val Leu Gln

ttg ccc act cce
Leu Pro Thr Pro

380

acg tec tte geg
Thr Ser Phe Ala

398

cac gac gag gac
His Asp Glu Asp
410

gtc ctg gte cga
Val Leu val Arg

428

cag tec aag ctg
Gln Ser Lys Leu

cca gtg gte ctg
Pro Val vali Leu

val Gln

Gly Gln

Gly Asp

Ala ser

50

Lys Lys

val Tyr

val Gln

1le Ile

1i5

460

Lys Lys

Asn Pro
20

Ser Asp

Gln Pro

Axrg Gly

Gln Leu

8S

Thr Cys
100

Glu Lye

ES 2284 879 T3

cac ccc
His Pro
368

atg gtc
Met Val

gct gag
Ala Glu

ctg gct
Leu Ala

gct acc
Ala Thr
430

gcg cag
Ala Gln
445

gtg gga
val Gly

Pro aAla
Phe Glu
Phe Gly
Ile Asp

55
Arg Ala
70
Gln Glu

Ile Asn

Gln Pro

tgg
Trp

ctg
Leu

gece
Ala

gag
Glu
418

tca
Ser

cgg

gac
RAsp

Glu

Leu

Leu

40

Ile

Thr

Asp

Leu

Gly
120

gtt
val

cag
Gln

att
Ile
400

gag
Qlu

cge
Arg

cgqyq
Arg

cac
His

Leu Gln Gly

Ala Phe Ser

25

Gln Cys Ser

Pro Asp Ala

Asp Ser Phe

Val Leu Gly

Ile Thr Ser

cag ggg

tgc

Gln Gly Cys

370

agg aac
Axg ARsn
385

gcc atg
Ala Met

gag gce
Glu Ala

tge ctg
Cys Leu

caa agg
Gln Arg
450

gce tga

Ala
465

10

agc
Serx

aac
Asn

geg
Ala

cag
Gln
435

gce
Ala

gce
Ala

tgt
Cys

cgg

g9g
Gly
420

ctg

Leu

agt
Ser

ccg
Pro

gee
Ala

cag
Gln
405

cag

Gln

tet
Ser

cty
Leu

cecteccate

Phe

Leu

Ala

Lys

60

75

90

105

Glu

Gln

His

1le

Axg

His

Rsp

45

Lys

Gly

Gly

Glu

Arg
125

9ag
Glu

aaa
Lys
380

ctg
Leu

gge
Gly

cca
Pro

tec
Ser

Arg

Gln

30

Pro

Arg

Arg

Ala

TYr
110

Val

1158

1206

1254

1302

1350

1398

1444

Ser Phe
15

Pro Asp

Asp Met

Gly Lys

Phe Glu
80

His Ala
95

Ala val

Phe

Arg
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Glu

Leu

145

Lys

Phe

Leu

Glu

Cys

225

Pro

Met

Asp

Leu

Trp

305

Ser

Tle

Ala

Gln
Arg
ags

Ala

Glu

Cys

val
130
Ile
Met
Asn
Asp
Asn
210
Asp
Ile
Ala
Lys
Ser
2590
Asp
Ile
Ser
Lys
Gly
370
Asn
Met

Ala

Leu

Glu

Glu

Arg

Gliu

Phe

195

Ile

Phe

Serx

Pro

Axg

275

Gly

Arg

Gln

Gln

355

Cys

Ser

Asn

Ala

Gln
435

Met
Phe
Gly
Leu
180
Leu

Leu

Asp

Glu
260

Cys
Tyx
Gly
Glu
Ala
340

Arg

Ala

Arg

Gly
420

Leu

Leu
Phe
aly
168

Glu

Hig

Leu
Pro
245
val
Asp
Pro
Glu
Gly
328
Ala
Leu
Pro
Ala
Cln
405

Gln

Ser

ES 2284 879 T3

Tyx Gln Cys

Glu
150
Ser
Ala
Asn
Glu
Gly
230
Glu
val
Leu
Pro
aAla
310
Lys
Lys
Ser
Glu
Lys
390
Leu

Gly

Pro

138

Glu

Ile

Ser

Lys

His

215

Ser

Leu

Glu

Trp

Phe

295

cys

Tyr

Asp

Ala

Asn

375

Asp

Ala

Gln

Pro

Glu

Leu

Val

Gly

200

Pro

Gly

Leu

Ala

Ser

280

val

Pro

Glu

Leu

Ala

360

Thr

Leu

Gln

Pro

Ser
440

Gln Gly His

Asp

Ser

val

185

1le

Asn

Ile

Phe
265

Leu

Gly

Ala

Phe

Ile

345

Gln

val
425

Gln

Arg

His
170
val

Ala

Gln

Pro
250
Ser

Gly

Arg

Pro
330
Ser
Val
Pro
Ser
Asp
410

Leu

Sex

Fhe
155
Ile

Gln

val

Leu
235

Cys

Glu

val

cys

Gln

315

Asp

Lys

Thr
Phe
3385
Glu

val

Lys

Axrg

140

TyT

His

Asp

Axg

Ser

220

Asn

Gly

Glu

Ile

Gly

300

ABn

Lys

Leu

Gln

Pro

380

Ala

Asp

Arg

Leu

Asn

Leu

Lys

val

Asp

205

Pro

Gly

Sex

Ala

Leu

285

Ser

Met

Asp

Leu

His

36S

Met

Ala

Ala

Ala
445

val

val

Arg

Ala

1580

Leu

val

Asp

Ser
270

Tyr

Asp

Leu

Trp

val

350

Pro

val

Glu

Ala

Thr

430

Gln

Ley

Phe

Arg

178

Ser

Lys

Lys

Cys

Glu

255

Ile

Ile

cys

Phe

Ala

335

Arg

Leu
Ala
Glu
415%

Ser

Arg

Glu

Glu

160

Bis

Ala

Pro

Ile

Ser
240

Tyr

Tyr

Leu

Gly

Glu

320

His

hgp

val

Gln

Ile

400

Glu

Arg
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Gln Arg Ala 8er Leu Sexr Ser Ala Pro Val Val Leu Val Gly Asp His
460

450

ala
465

<210>3

<211> 1564

<212> ADN

<213> humano

<220>

<221> CDS

<222> (37)..(1281)

<300>

<308> GenBank/AF237776
<309> 26-10-2000

<400> 3

455

cggtececcte cececgetgge ggggcccgga cagaag

gce gaa ctt cag
Ala Glu Leu Gln
10

gag ctg gcc tte
Glu Leu Ala Phe
25

ggc ctg cag tgc
Gly Leu Gln Cys
a0

gac atc ccg gac
Asp XIle Pro Asp
55

gcc acc gac age
Ala Thr Asp Ser

gaa gat gtg ctg
Glu Rsp val lLeu
90

aac ctg atc acc
Agn Leu Ile Thr
105

cca ggc cac att
Pro Gly His Ile
120

cag tgc cag gga
Gln Cys Gln Gly
138

ggt
Gly

teo
Ser

tca
Ser

gce
Ala

tte
Phe
75

999
Gly

agc
Sex

g3
Arg

cac
His

ttc
Phe

cta
Leu

acc
Ala

aag
Lys
60

tcg
Ser

gag
Glu

cag
Gln

agc
Ser

agg
Axg
140

cac
His

gac
Asp

cgce
Arg
45

aag
Lys

ggc¢
Gly

ggc
Gly

gag
Glu

agg
Arg
125

aac
Asn

cgt

cag
Gln
30

cct

Pro

agg

agg
Arg

gct
Ala

tac

Tyr
110

gtt
val

gte
val

tcg
Ser
15

cce
Pro

gac
hsp

ggc
Gly

tet
Phe

cat
His
95

gce

2la

ttc
Phe

cta
Leu

tte
Phe

gac
Asp

atg
Met

aag
Lys

gaa
Glu
80

gce

Ala

gtc
Vval

agg
Arg

gag
Glu

atg
Met

aag
Lys

cac
His

ceco
Pro

aag
Lys
65

gac
Asp

cga
Arg

aag
Lys

gag
Glu

ctyg
Leu
145

gtg
Val

999
Gly

gga
Gly

gce
Ala
50

aag
Lys

gtc
val

gtg
val

atc
Ile

gtg
val
130

att
Ile

cag
Gln

cag
Gln

gac
Asp

age
Ser

aag
Lys

tac

cag
Gln

att
Ile
115

gag
Glu

gag
Glu

aag
Lys

aac
Asn
20

tct

Ser

cag
Gln

cgc

cag
Gln

acc
Thr
100

gag
Glu

atg
Met

tte
Phe

aaa
Lys

cce
Pro

gac
Asp

cce
Pro

gge
Gly

ctg
Leu
85

tgc
Cys

aag
Lys

cty
Leu

ttc
Phe

cca
Pro

ttc
Phe

tet
Phe

att
Ile

<99
70

cag
Gln

ate
Ile

cag
Gln

tac

Tyr

gag
Glu
150

54

102

150

198

246

294

342

390

438

48%
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gag
Glu

ate
Ile

age
Ser

aaa
Lys

cac
His
215

agce
Ser

ctg
Leu

gag
Glu

tag
Trp

tee
Phe
295

tge
Cys

tac

gac
Asp

gcc
Ala

]ac
Asn
375

gag
Glu

ctyg
Leu

atg
val

ggce
Gly
200

cce
Pro

gge
Gly

cte
Leu

acc
Ala

agce
Ser
280

gtg
val

cct
Pto

gag
Glu

cte
Leu

gce
Ala
380

acc
Thr

gac
Asp

age
Ser

gtg
val
185

ate
Ile

aac
Asn

atc
Ile

act
Thr

tte
Phe
265

ctg
Leu

ggc
Gly

gcc
Ala

tte
Phe

ate
1le
345

caa

Gln

ttg
Leu

cge
Arg

cace
His
170

gtg
val

gce
Ala

cag
Gln

aaa
Lys

ceg
Pro
250

agce
Ser

9gc
Gly

cge
Arg

tgc
Cys

cce
Pro
330

tce

Serxr

gte
Vval

cee
Pro

tte
Phe
155

atce
Ile

cag
Gln

cac
His

gtc
vVal

ctc
Leu
235

tge

gag
Glu

gtc
val

tgt
Cys

cag
Gln
3158

gac

Asp

aag
Lys

ctyg
Leu

act
Thr

tac
Tyx

cac
His

gac
ASp

«ag

tee
Ser
220

aac
Asn

ggc
Gly

gag
Glu

atc
Ile

ggc
Gly
300

aac
Asn

aag
Lys

ctg
Leu

cag
Gln

cee
Pro
380

ES 2284 879 T3

ctg
Leu

aag
Lys

gtg
Val

gac
Asp
205

cce
Pro

999
Gly

teg
Sexr

gct
Ala

ttg
Leu
285

agce
Ser

atg
Met

gac
Asp

ctg
Leu

cac
His
36S

atg
Vet

gtg
val

ege
Axg

gee
Ala
190

cta
Leu

gtg
val

gac
Asp

gcg
Ala

agc
Serx
270

tat

gac
Asp

ctg
Leu

tgg
Trp

gte
val
350

cee

Pro

gtc
Val

et
Phe

cgg

175

age
Ser

aag
Lys

aag
Lys

tge
cys

gag
Glu
255

atc
Ile

atc
Ile

tge
cys

o o o
FPhe

gce
Ala
335

cgt
Arg

tag
Trp

ctg
Leun

gag
Glu
160

cac
His

gce
aAla

ccg
Pro

atc
Ile

tee
Sex
240

tac
Tyr

tac
Tyr

cta
Leu

gge
Gly

gag
Glu
320

cac

His

gac
Asp

gtt
val

cag
Gln

aag
Lys

tte
Phe

ttg
Leu

gaa
Glu

tgt
Cys
225

cct

Pro

atg
Met

gac
Asp

cte
Leu

tagg
305

agc
Ser

atc
Ile

gce
Als

cag
Gln

agg
Arg
385

atg
Met

aac
Asn

gac
Asp

aac
Asn
210

gac
Asp

atc
Ile

gece
Ala

aag
Lys

age
Ser
290

gac
Asp

atc
Ile

tce
Ser

aag
Lys

q999
Gly
370

tgg
Trp

cgg
Arg

gag
Glu

ttt
Phe
195

atc
Ile

ttc
Phe

tce
Ser

ccg
Pro

cgce
Arg
275

ggc
Gly

cec
Arg

cag
Gln

tgc
Cys

cag
Gln
3585

tgc
Cys

gac
Asp

gga
Gly
ctg
180

ctg

cte
Leu

gac
Asp

ace
Thr

gag
Glu
260

tgc
Cys

tac
Tyr

ggc
Gly

gag
Glu

gct
Ala
340

agg
Arg

gee
Ala

agt
ser

gge
Gly
165

gag
Glu

cat
His

tgt
Cys

ctg
Leu

ceg
Pro
245

gta
val

gac
Asp

ceg
Pro

gag
Glu

ggc
Gly
325

gce

Ala

ctg
Leu

ceg
Pro

cac
His

tee
Sey

gce
Ala

aac
Asn

gag
Glu

gge
Gly
230

gag
Glu

gtg
Val

ctg
Leu

cce
Pro

gee
Ala
310

aag
Lys

daaa
Lys

agt
Ser

gag
Giu

tte
Phe
390

534

582

630

678

726

774

822

870

918

966

1014

1062

1110

1158

1206
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ctc cte cet ¢cc cac ccc tgt ¢ge atc cac gtg cga cct gga gga ctg
Leu Leu Pro Pro His Pro Cys Arg Ile His Val Arg Pro Gly Gly Leu
39S 400 408

gtc aga acc gtt act gtg aat gag tga agatcctgga ggaccetgag
val Arg Thr val Thr val Asn Glu

410
cccraggeca getcccateg ctgggggacg gtgaacggec atgtgttaat gttacgatgt
ttttaaaaga caaaaasaaa aaaaaaacct caaaagttti tttaaagtgg gggaaaaaca
tccaagcact ttaattccaa tgtaccaggt gaactgacgg agctcagaag ttttecttta

caccaactgt caatgcegga atttigtatt ctgrtttgta aagatttaat aaaagtcaaa

aaacttgcaa aaaaaaaaaa aas

<210> 4
<211> 414
<212> PRT
<213> humano

<400> 4
Met Val Gln Lys Lys Pro Ala Glu Leu Gln Gly Phe His Arg Ser

Lys Gly Gln Asn Pro Phe Glu Leu Ala Phe Ser Leu Asp Gln Pro
20 25 30

His Gly Asp Ser Asp Phe Gly Leu Gln Cys Ser Ala Arg Pro Asp
35 40 45

Pro Ala Ser Gln Pro Ile Asp lle Pro Asp Ala Lys Lys Arg Gly
S0 55 60

Lys Lys Lys Arg Gly Arg Ala Thr Asp Ser Phe Ser Gly Arg Phe
65 70 75

Asp Val Tyr Glm Leu Gln Glu Asp Val Leu Gly Glu Gly Ala His
BS a0 25

Arg Val Gln Thr Cys Ile Asn Leu Ile Thr Ser Gln Glu Tyr Ala
100 105 110

Lys Ile Ile Glu Lys Gln Pro Gly His Ile Arg Ser Arg Val Phe
115 120 125

Glu Val Glu Ket Leu Tyr Gln Cys Gln Gly His Arg Asn Val Leu
130 135 140

Leu Ile Glu Phe Phe Glu Glu Glu Asp Arg Phe Tyr Leu val Phe
145 150 185

Lys Met Arg Gly Gly Ser Ile Leu Ser His Ile His Lys Arg Arg
165 170 178

Phe Asn Glu Leu Glu Ala Ser val val val Gln Asp Val Ala Ser
180 185 190

1254

1301

1361
1421
1481
1541

1564

Phe

Asp

Met

Lys

Glu

80

aAla

val

Arg

Glu

Glu

160

His

Ala
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Leu

Glu

Cys
225
Pro

Met

305

Ser

Ile

Ala

Gln

Arg

385

val

<210>5
<211> 28
<212> ADN

AsSp
Asn
210
Asp
Ile
ala
Lys
Serx
290
Rsp
Ile
Ser
Lys
Gly

370

Arg

<213> Homo sapiens

<400> 5

Phe

185

Ile

Phe

Ser

Pro

Arg

275

Gly

Arg

Gln

Cys

Gln
355

Cys

Asp

Pro

Leu

Leu

Asp

Thy

Glu
260

Cys

TYr

Gly

Glu

Ala
340

Ser

Gly

His

Cys

Leu

Pro

245

Val

Asp

Pro

Glu

Gly

325

Ala

Leu

Pro

His

Gly
405

atggtgcaga agaaaccagc cgaacttc

<210> 6
<211> 27
<212> ADN

<213> Homo sapiens

Asn

Glu

Gly
230
Glu
val
Leu
Pro
Ala
310
Lys
Lys
Ser
Glu
Phe

380

Leu

ES 2284 879 T3

Lys

His
218

Ser

Leu

Glu

Trp

Phe

285

Cys

Tyr

Asp

Ala

Asn

375

Let

Val

Gly
200

Pro

Gly

Leu

Ala

Ser

280

val

Pro

Glu

Leu

Ala

360

Thx

Leu

Arg

Ile

Ile

Thyr

Phe

265

Leu

Gly

Ala

Phe

Ile

345

Gln

Leu

Pro

Thy

Ala His
Gln Val
Lys Leu

238

Pro Cys
250

ser Glu

Gly Val

Arg Cys
Cys Gln
315

Pro Asp
330

Ser Lys
Val Leu
Pro Thr
Pro His

395

Val Thr
410

Arg

Serx
220

Asn

Gly

Glu

Ile

Gly

300

Asn

Lys

Leu

Gln

Pro

3so

Pro

val

Asp
205

Pxo
Gly
Ser
Ala
Leu
285
Ser
Met
Asp
Leuy

is

365

Met

Cys

Asn

Leu Lys

Val Lys

Asp Cys

Ala Glu
255

Ser lle
270

Tyr Ile

Asp Cys

Leu Phe

335
Val Axg
350
Pro Trp
vVal Leu

Arg Ile

Glu

Pro

Ile

Ser
240

Tyx

Leu

Gly

Glu

320

His

Asp

Val

Gln

Hie
400

28
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<400> 6
geccaggteg aagtcacaga tettcac

<210>7

<211>49

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 7
ggggacaagt ttgtacaaaa aagcaggctt cgtgcagaag aaaccagcec

<210> 8

<211> 54

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 8
ggggoaccact ttgtacaaga aagctgggtc ctactcattc acagtaacgg ttct

<210>9

<211> 649

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<220>

<221> DOMINIO
<222> (1)..(226)
<220>

<221> DOMINIO
<222> (237)..(649)

27

49

54
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<400> 9

Met

Thr

Gly
Leu
65

Met
Gly

Lys

Met

Ala

Glu

Leu

50

Thr

Leu

Ala

Asp

Leu
330

Pro

Leu

35

Glu

Gln

Gly

Val

FPhe

115

Lys

Ile
Leu
20
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