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DESCRIPCION

Procedimiento de identificacion de las metalopro-
teasas murina mcol-a y mcol-b.

Procedimiento de identificacion de las metalopro-
teasas murina mcol-a.

Campo de la invencion

La invencién se enmarca dentro del estudio de los
procesos bioldgicos de remodelacién tisular, inclu-
yendo los asociados a condiciones fisioldgicas como
el desarrollo fetal, la implantacién embrionaria, la ci-
catrizacién de heridas, la angiogénesis, o los procesos
reproductivos, asi como procesos patoldgicos inclu-
yendo los artriticos, tumorales, neurodegenerativos y
cardiovasculares. En concreto, la presente invencién
versa sobre la identificacién de una metaloproteasa
de matriz extra-celular, sobre el gen que la codifica,
y sobre sus posibles inhibidores. Mds particularmen-
te, la presente invencion aborda la identificacion de la
proteasa murina denominada Mcol-A, y el andlisis de
su estructura y de sus posibles funciones normales y
patoldgicas.

Estado de la técnica

La remodelacién proteolitica de la matriz extra-
celular es un acontecimiento esencial en multiples
procesos fisioldgicos y patoldgicos. Numerosos tra-
bajos han permitido concluir que las metaloprotea-
sas de matriz extracelular (MMPs) desempefian un
papel fundamental en todos estos procesos (J. Biol.
Chem. 274, 21491, (1999)). Estos enzimas constitu-
yen una familia de endopeptidasas dependientes de
zinc que son capaces de degradar a pH neutro los di-
versos componentes proteicos de la matriz extracelu-
lar. Hasta el momento, se han identificado mas de 20
MMPs que de acuerdo con su especificidad de sus-
trato, estructura primaria y localizacién celular, pue-
den clasificarse en cinco grupos: colagenasas, gelati-
nasas, estromelisinas, MT-MMPs y otras. La mayoria
de los miembros de la familia de las MMPs se orga-
nizan en tres dominios distintivos y bien definidos:
un propéptido amino-terminal con un residuo conser-
vado de cisteina implicado en el mantenimiento de la
latencia enzimadtica; un dominio catalitico con un sitio
de unién a zinc; y un dominio hemopexina localizado
en la regién carboxi-terminal.

La subfamilia de las colagenasas humanas consis-
te de tres miembros distintos: la colagenasa de fibro-
blastos (MMP-1), 1a colagenasa de neutréfilos (MMP-
8) y la colagenasa-3 (MMP-13). La caracterizacién
bioquimica de estas colagenasas ha revelado que to-
das comparten la capacidad de hidrolizar el colage-
no fibrilar en un enlace peptidico especifico, lo cual
conduce a la generacién de dos fragmentos, cuyos
tamafios son aproximadamente de 3/4 y 1/4 del de
la molécula intacta. Estos fragmentos se desnaturali-
zan espontdneamente a temperatura fisioldgica, sien-
do entonces susceptibles de ser hidrolizados por otras
MMPs. Es interesante destacar que las tres colagena-
sas humanas muestran distinta preferencia de sustra-
to frente a los distintos coldgenos fibrilares. Asi, la
MMP-1 degrada preferentemente coldgeno tipo III, la
MMP-8 el coldgeno tipo I y la MMP-13 degrada el co-
lageno tipo II 6 veces mejor que el I o el III. Estas ob-
servaciones han permitido proponer que las diferentes
colagenasas humanas han evolucionado como enzi-
mas especializados para participar en el remodelado
de tejidos con diferente composiciéon de coldgenos.
Asimismo, el hecho de que su distribucién tisular y
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mecanismos de regulacién transcripcional sean dife-
rentes apoyan la idea de que las diversas colagenasas
puedan tener distintas funciones, tanto en procesos fi-
siolégicos como patolégicos. Para poder corroborar
esta hipotesis de forma experimental, es esencial con-
tar con la disponibilidad de modelos animales en los
cuales la actividad de los diferentes enzimas pueda
ser manipulada de forma selectiva. Con este objeti-
vo general, los autores de la presente invencién han
llevado a cabo una buisqueda de nuevos genes de me-
taloproteasas en genotecas murinas de DNA gendmi-
co utilizando como sonda el cDNA de la colagenasa
de fibroblastos humana (MMP-1). Como resultado de
esta busqueda se han identificado dos nuevos miem-
bros de la familia de las MMPs relacionados con la
MMP-1 humana. Tras los pertinentes estudios experi-
mentales han llegado a los objetivos que constituyen
los diversos aspectos de la presente invencién

Breve descripcion de la invencion

Un objeto de la presente invencion es identificar
genes murinos que codifican proteinas relacionadas
con la colagenasa de fibroblastos humana o MMP-1.

Un segundo objeto de la invencién es analizar la
expresion de los genes identificados durante el des-
arrollo embrionario.

Un tercer objeto de la invencién es analizar la ac-
tividad colagenolitica de las proteinas recombinantes
producidas en E. coli.

Descripcion detallada de la invencion

El primer objeto de la invencién consistié en la
identificacién de genes murinos que pudieran codi-
ficar proteinas relacionadas con la colagenasa de fi-
broblastos 0 MMP-1 humana. Para ello se utiliz6 el
cDNA que codifica la MMP-1 humana como sonda
para hibridar una genoteca gendémica de ratén clona-
da en PACs (P1 artificial chromosomes). A partir de
uno de los clones positivos obtenidos (PAC 528 C11),
se realizaron andlisis de restriccién y se obtuvieron
secuencias parciales de DNA de los fragmentos con
hibridacién positiva con la sonda de la MMP-1 hu-
mana. Estas secuencias permitieron identificar varios
exones que codificaban una nueva MMP murina. A
partir de la secuencia de nucledtidos de los posibles
exones 1y 10, se disefiaron y sintetizaron dos oligo-
nucledtidos, que fueron utilizados para amplificar el
fragmento de cDNA correspondiente, empleando co-
mo molde RNA total aislado a partir de embriones
de ratén en distintos estadios de desarrollo. En pri-
mer lugar, se llevo a cabo una transcripcion reversa de
RNA a cDNA, utilizando el kit de RNA-PCR de PE
Biosystems. La subsiguiente amplificacion se realizé
utilizando 20 pmoles de cada oligonucledtido, aproxi-
madamente 1 microgramo de cDNA, 0,2 mM dNTPs
y 1,25 U de Taq DNA polimerasa en un volumen total
de 50 microlitros de tampén ExpandLong 1 (Boehrin-
ger Mannheim), en un aparato GeneAmp2400 de PE
Biosystems, y consisti6 en 40 ciclos de desnaturali-
zacion (15 s, 94°C), hibridacién (20 s, 60°C) y exten-
sién (50 s, 72°C). El fragmento de DNA resultante,
se purificé por electroféresis en gel de agarosa y ex-
traccion con GeneClean y se subcloné en pUC18. La
determinacion de la secuencia de nucleétidos median-
te técnicas estdndar de Biologia Molecular revel6 una
pauta abierta de lectura que codificaba una proteina
de 464 aminoécidos con una posible masa molecular
de 53.5 kDa, y que fue denominada Mcol-A (Murine
collagenase-like A). Esta secuencia de aminodcidos,
asi como la secuencia nucleotidica que la codifica se
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muestra como SEQ ID N°:1.

La comparacién con todas las secuencias presen-
tes en los bancos de datos accesibles publicamente de-
mostré la existencia de un grado significativo de simi-
litud con otras MMPs, siendo el maximo grado el que
presenta con la MMP-1 humana (58% de identidades
en aminodcidos y 74% en nucleétidos). El andlisis de-
tallado de las secuencias también revel6 que la Mcol-
A presenta todas las caracteristicas estructurales pro-
pias de una MMP tipica. Asi, la proteina presenta
una secuencia amino-terminal adyacente a la metioni-
na iniciadora y rica en aminoécidos hidrofébicos que
corresponderia a la secuencia sefial que dirige a estas
proteinas a la ruta secretora. Esta secuencia es segui-
da por un prodominio con el locus de activacién que
contiene el residuo de cisteina (en posicién 88) esen-
cial para el mantenimiento de la latencia enzimatica.
La secuencia identificada posee un dominio catalitico
de alrededor de 170 residuos incluyendo la secuencia
HEXGHXXGXXHS (en posiciones 214-225) impli-
cada en la unién de iones metélicos. El dominio ca-
talitico también contiene un residuo de metionina, lo-
calizado a siete aminoécidos de distancia del sitio de
unioén al zinc, y conservado en todas las MMPs. Final-
mente, la secuencia identificada posee un fragmento
C-terminal de unos 200 aminodcidos, cuya secuencia
presenta similitud con la hemopexina. Tanto el ADN
aislado como el polipéptido codificado, representado
en SEQ ID N°:1, como secuencias parciales obtenidas
de ambos, pueden sintetizarse quimicamente también.

El segundo objeto de la invencién es analizar la
expresion del gene Mcol-A durante el desarrollo em-
brionario murino. Con este fin se transfirié a una
membrana de nylon el RNA separado electroforéti-
camente procedente de embriones de ratén en dis-
tintas fases de desarrollo. Tras una prehibridacién a
42°C durante tres horas en formamida al 40%, 5x
PBS/EDTA (1 x=NaCl 150 mM, NaH,PO, 10 mM,
EDTA 1mM, pH 7.,4), 10x disolucién de Denhardt
(1x= Albimina de suero bovino, 0,02%, polivinil-
pirrolidona, 0,02%, ficoll, 0,02%), SDS 2% y DNA
de esperma de salmén 100 mg/ml, se afiadieron las
sondas radiactivas y se hibridaron durante 20 horas en
las mismas condiciones. Los filtros se lavaron con 1x
SSC (NaCl 150 mM, citrato sédico 15 mM, pH 7,0)
conteniendo SDS al 0,1% durante 2 horas a 50°C, y
finalmente se expusieron a autorradiografia (Fig. 1).
Como puede observarse en la figura 1a, tras hibrida-
cion con la sonda de Mcol-A, se detect6 hibridacién
especifica en RNA procedente de saco vitelino y de
tejido uterino adyacente de especimenes de 9.5y 10.5
dias de desarrollo embrionario, asi como en placen-
ta de 13.5, 15.5 y 17.5 dias de desarrollo. Esta ex-
presion también fue comprobada en experimentos de
PCR acoplada a transcripcion reversa, como se mues-
tra en la figura 1b.

La expresion restringida de Mcol-A en placenta y
tejido uterino extraembrionario estd de acuerdo con su
posible implicacién en procesos de implantacién y de-
sarrollo embrionarios, mientras que su expresion ané-
mala en estos tejidos puede ser responsable de proble-
mas de infertilidad, abortos o enfermedades como la
preeclampsia. La falta de expresion significativa del
gen estudiado en los demds tejidos normales anali-
zados estd de acuerdo con el patrén de expresion de
muchas MMPs, que sélo se expresan en procesos de
remodelacidn tisular tanto normales como patolégi-
COS.
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El tercer objeto de la invencién consisti6 en ana-
lizar la actividad colagenolitica de la proteina recom-
binante producida en E. coli. Para llevar a cabo es-
tos estudios, en primer lugar se subcloné el fragmen-
to de cDNA que codifica el prodominio, el domi-
nio catalitico y el dominio hemopexina de la protei-
na Mcol-A en el vector de expresiéon pRSETB (In-
vitrogen). Este fragmento fue generado por amplifi-
cacién mediante PCR utilizando como cebadores los
oligonucleétidos 5’-ggctcgagaTTCCCTGTGATTCA
GGAT y 5 -ggaattcTTAGCAGTTGAACCAAGTAT-
TAAT. La amplificaciéon mediante PCR se llev6 a ca-
bo en 30 ciclos de desnaturalizacién (95°C, 15s), hi-
bridacién (56°C, 15s) y extensién (68°C, 2 min), uti-
lizando el kit Expand Long High Fidelity (Roche Mo-
lecular Biochemicals) en un termociclador GeneAmp
9700 PCR system (PE Biosystems). El producto am-
plificado por PCR se digiri6 con EcoRI y Xhol y se
subcloné en el vector de expresién pRSETB previa-
mente digerido con los mismos enzimas. El vector de
expresion generado se transformo6 en la cepa de E. co-
li BL21(DE3)pLysS. Para llevar a cabo la produccién
de proteina recombinante, las bacterias transformadas
con los vectores de expresion se cultivaron en 200 ml
de medio 2YT conteniendo ampicilina y cloranfeni-
col. Cuando los cultivos alcanzaron una ODy, de 0.6,
se indujeron afiadiendo 0.5 mM de isopropil-1 -tio-b-
D-galactopiranésido (IPTG), y continuando la incu-
bacién durante 3 a 20 h a 30°C. La produccién de pro-
tefna fue monitorizada mediante electrofdresis en gel
de poliacrilamida. Los cuerpos de inclusién se pro-
dujeron tras incubar los cultivos a 37°C durante una
noche, tras lo cual se purificaron y se solubilizaron en
tamp6n 20 mM Tris/HCI pH 8.0, 5 M cloruro de gua-
nidinio y 5 mM 2-mercaptoetanol y se diluyeron en
el tampdn de replegamiento (20 mM Tris/H,SO,, pH
7.5,5 mM Ca SO,4, 100 mM Na,SO,, 0.5 uM ZnSO,,
2% glicerol, 0.05% NaN;). Finalmente, la proteina re-
combinante fue purificada utilizando una columna de
afinidad de agarosa y Ni-NTA. La actividad enzima-
tica de la proteina recombinante Mcol-A frente a co-
lagenos fibrilares se monitorizé mediante electrofére-
sis en poliacrilamida-SDS. Los ensayos se efectuaron
en tampén 50 mM Tris/HCI, 5 mM CaCl2, 150 mM
NaCl y 0.05% (v/v) Brij 35, pH 7.6 durante 16 h a
37°C. La relacion enzima/sustrato (w/w) utilizada fue
de 1/10.

Los estudios realizados sefialaron que la proteina
recombinante se activa autoproteoliticamente, lo cual
indica que estd correctamente plegada y posee activi-
dad enzimatica. La proteina Mcol-A es capaz de hi-
drolizar las moléculas de coldgeno tipo II generando
fragmentos de 3/4 y 1/4 del tamafio de las moléculas
originales (Fig. 2).

Descripcion de las figuras

Figura 1. Andlisis Northern de la expresion del
gen Mcol-A en tejidos embrionarios de ratén. a) Se
separaron electroforéticamente en condiciones desna-
turalizantes muestras de 20 ug de RNA total proce-
dente de embrién completo (WE), saco vitelino (YS)
o placenta (P). Tras la electrofdresis, se transfirieron
a membranas de nylon y se analizaron por hibrida-
cién con la sonda correspondiente al cDNA comple-
to de Mcol-A marcada radiactivamente. Los filtros se
sometieron a autorradiografia a -70°C durante 7 dias
utilizando peliculas y pantallas Kodak BIOMAX MS.
b) Experimentos de PCR acoplada a transcripcion re-
versa de RNA (RT-PCR) se llevaron a cabo utilizando
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1 ug de RNA procedente de embriones completos o
placenta en diferentes estadios de desarrollo. La reac-
cion se llevo a cabo en 50 ul de volumen utilizando
oligonucleétidos especificos para amplificar Mcol-A.
20 ul del producto final se separaron en electroféresis
de agarosa al 2%. La calle BI muestra un experimen-
tos de RT-PCR sin RNA molde afiadido. La calle de
marcadores corresponde a Marker V de Boehringer
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Mannheim.

Figura 2. Andlisis de la actividad de Mcol-A re-
combinante sobre colageno tipo II. El producto de di-
gestion se analiz6 en electrofdresis de poliacrilamida-
SDS bajo condiciones reductoras y tefiido con azul de
Coomassie (calle 1). La calle 2 es coldgeno tipo II in-
cubado sdlo con los tampones de digestion.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento de identificacién de la metalo-
proteasa murina Mcol-A caracterizado porque com-
prende las siguientes etapas:

a) Hibridar una genoteca gendmica de ratén clo-
nada en PACs (P1 artificial chromosomes) con
la sonda de la MMP-1 humana.

b) A partir de los clones positivos obtenidos, rea-
lizar andlisis de restricciéon y obtener secuen-
cias parciales de DNA de los fragmentos con
hibridacién positiva con la sonda de la MMP-
1 humana. Identificar fragmentos homoélogos y
amplificarlos mediante PCR de RNA total de
tejidos murinos en los que se puedan expresar
dichas secuencias génicas.

c¢) Utilizar los fragmentos amplificados como son-
das para hibridar genotecas de cDNA murino o
como moldes informativos para extender la se-
cuencia hacia los extremos 5’ 0 3’.

d) Aislar los clones de cDNA obtenidos y deter-
minar su secuencia completa de nucleétidos.

2. Procedimiento de identificacion de acuerdo con
la reivindicacion 1 caracterizado porque la secuen-
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cia génica identificada codifica la metaloproteasa de-
nominada Mcol-A.

3. Procedimiento de identificacion de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones anteriores caracte-
rizado porque la secuencia génica identificada y su
secuencia de aminoacidos deducida es SEQ ID N°: 1.

4. Secuencias génicas de SEQ ID N°: 1 y sus po-
limorfismos, mutaciones, derivados o secuencias par-
ciales, que codifiquen enzimas con actividad proteo-
litica.

5. Utilizacién de la secuencia SEQ ID N°: 1 en el
disefio de inhibidores de la actividad proteolitica de
metaloproteasas.

6. Utilizacién de la secuencia SEQ ID N°: 1 en la
produccion de proteinas recombinantes o sintéticas.

7. Utilizacién de la secuencia SEQ ID N°: 1 en la
produccién de anticuerpos.

8. Utilizacion de la secuencia SEQ ID N°: 1 en la
produccidn de sistemas de deteccion de proteinas con
actividad proteolitica y/o de los genes que codifican
para las mismas.

9. Utilizacién de la secuencia SEQ ID N°: 1 en la
produccion de composiciones activas en el tratamien-
to de procesos patolégicos mediados por proteasas,
y/o por genes que codifican para las mismas.

10. Secuencia de aminodcidos completa o partes
de la misma, reflejadas en la SEQ ID N°:1.
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Listado de secuencias
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LISTAS DE SECUENCIAS

<120> Procedimiento de identificacién de la metaloproteasa murina McolA

<150> P200001981
<151> 2000-07-31

<160> 1

<210> SEQ ID N*:

<211> 1525
<212> DNA

1

<213> Mus musculus

<220><221> CDS
<222> (11)..(1405)

<400> 1

aagcttcgac atg cca agc ctt cct ttg ctg ttg ctt ctc tgg gct get
Met Pro Ser Leu Pro Leu Leu Leu Leu Leu Trp Ala Ala

agc tca tac
Ser Ser Tyr
15

gag aca gtc
Glu Thr Val
30

atg caa gca
Met Gln Ala

agg caa atg
Arg Gln Met

cct gaa acc
Pro Glu Thr
80

gtg gcc cca
Val Ala Pro
95

cat ctg aca

His Leu Thr

gtt gtg gaa
Val val Glu

aca cca ctt
Thr Pro Leu

agt
Ser

tgg
Trp

aaa
Lys

cag
Gln
65

ctg
Leu

tat
Tyr

tac
Tyr

gat
Asp

acg._
Thr
145

ttc
Phe

aaa
Lys

aac
Asn
50

cag
Gln

aga
Arg

gcc
Ala

agc
Ser

gcc
Ala
130

ttc
Phe

cct
Pro

tac
Tyr
35

gtg
Val

tta
Leu

gct
Ala

att
Ile

att
Ile
115

atc
Ile

caa
Gln

gtg
Val
20

ctg
Leu

aat
Asn

ttt
Phe

atg
Met

act
Thr
100

tta
Leu

gcg
Ala

aga
Arg

ttt
Phe

gaa
Glu

ggce
Gly

999
Gly

aay
Lys
85

cac
His

aac
Asn

aga

gtc
Val

cac
His

aac
Asn

aay
Lys

ctg
Leu
70

aag
Lys

aac
Asn

tac
Tyr

gcc

g Ala

ttt
Phe
150

aac
Asn

tac
Tyr

gag
Glu
55

aaa
Lys

ccc
Pro

aat
Asn

aca
Thr

ttt
Phe
135

gag
Glu

gga
Gly

tac
Tyr
40

atg
Met

gtg
Val

agg
Arg

cct
Pro

cca
Pro
120

aga

Arg

gag
Glu

10

gac cgg caa

Asp
25

aac
Asn

atg
Met

act
Thr

tgt
Cys

cgt
Arg
105

tat
Tyr

gtc
vVal

gaa
Glu

Arg

ttg
Leu

gct
Ala

gga
Gly

999
Gly
90

tgg
Trp

ttg
Leu

tgg
Trp

ggc
Gly

Gln

ggc
Gly

gaa
Glu

aat
Asn
75

gtg
Val

acc
Thr

cca
Pro

agt
Ser

gat
Asp
155

aat
Asn

aaa
Lys

aag
Lys
60

tca
Ser

cct
Pro

aaa
Lys

aaa
Lys

gat
Asp
140

att
Ile

gtg
Val

aac
Asn
45

ctg
Leu

gat
Asp

gat
Asp

aca
Thr

gca
Ala
125

gtg
Val

gtg
Val

49

97

241

289

337

385

433

481
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90O
Ot

atc
Ile

gca
Ala
270

act
Thr

cgg
Arg

ctc
Leu

atg
Met

caa
Gln
350

ttt
Phe

gaa
Glu

0 ot
o O
B QO

aac
Asn

17

-2

gat
Asp

ttc
Phe

ctce
Leu

tgg
Trp

cag
Gln
255

aca
Thr

aca
Thr

gta
Val

tgg
Trp

ata
Ile
335

gag
Glu

ggc
Gly

gag
Glu

ttc
Phe
160

tat
Tyxr

gtt
val

aac
Asn

act
Thr

tac
Tyr
240

gac
Asp

aca
Thr

ttt
Phe

aat
Asn

cca
Pro
320

gat
Asp

cag
Gln

ttc
Phe

act
Thr

cac
His

aag

cat
His

ttg
Leu

cat
His
225

act

Thr

tta
Leu

cCa
Pro

agg
Arg

aga
Arg
305

aat
Asn

caa
Gln

agt
Ser

cct

Pro_

gga
Gly
385

aga
Arg

ctt
Leu

tat
Tyr

ttc
Phe
210

tct
Ser

gaa
Glu

tat
Tyr

cat
His

gga
Gly
290

ttc
Phe

ctt
Leu

gtc
Val

gta
val

agc
Ser
370

aaa
Lys

gga
Gly

gct
Ala

gac
Asp
195

tat
Tyr

agt
Ser

gac
Asp

gga
Gly

cca
Pro
275

gag
Glu

atg
Met

cca
Pro

cgc
Arg

ctg
Leu
355

aat
Asn

aca
Thr

gac
Asp

cac
His
180

ctt
Leu

gtt
Val

gat
Asp

ttt
Phe

cct
Pro
260

tgt
Cys

gtg
Val

cca
Pro

gtt
Val

tat
Tyr
340

aga

Arg

gtg
vVal

tac
Tyr

ES 2204 209 Al

cat
Asp

acg
Thr

ata
Ile

gtg
val
245

tce
Ser

aat
Asn

ttt
Phe

gaa
Glu

aaa
Lys
325

ttc
Phe

gga
Gly

aca
Thr

ttc
Phe

gag
Glu

gct
Ala

gga
Gly
230

cta
Leu

cca
Pro

ggt
Gly

ttc
Phe

cct
Pro
310

ctt
Leu

aaa
Lys

ttc
Phe

cac
His

ttt
Phe
390

acg
Thr

cat
His
215

gca
Ala

aac
Asn

aat
Asn

gat
Asp

ttc
Phe
295

gag
Glu

gac
Asp

ggc
Gly

ccce
Pro

att
Ile
375

gtt
Val

tgg
Trp
200

gaa
Glu

cta
Leu

cag
Gln

ccc
Pro

cta
Leu
280

aaa
Lys

ctec
Leu

gct
Ala

agc
Ser

aga
Arg
360

gat
Asp

gac
Asp

aac

Asn P

ggc
Gly
185

acc
Thr

ctg
Leu

atg
Met

gat
Asp

atc
Ile
265

acc
Thr

ggc
Gly

aat
Asn

gct
Ala

aaa
Lys
345

gac

Asp

gct
Ala

cac
His

aac
Asn

ggt
Gly

ttc
Phe

gat
Asp
250

cag
Gln

ttt
Phe

agg
Arg

tta
Leu

tat
Tyr
330

gta
Val

atc
Ile

gct
Ala

atg
Met

ttt
Phe

ggt
Gly

agc
Ser

cac
His

ccc
Pro
235

att
Ile

cca
Pro

gat
Asp

ttc
Phe

ata
Ile
315

gaa
Glu

tgg
Trp

cac
His

gtt
Val

tac
Tyr
395

agt
Ser

tce
Ser
220

agt
Ser

aat
Asn

aca
Thr

gct
Ala

tac
Tyr
300

ggt
Gly

gct
Ala

gct
Ala

agt
Ser

tgt
Cys
380

tgg
Trp

gaa
205

ctt
Leu

tac
Tyr

cgc
Arg

ggt
Gly

ata
Ile
285

att
Ile

att
Ile

agt
Ser

gtt
Val

ttc
Phe
365

gag
Glu

agg
Arg

673

721

769

817

865

913

961

1009

1057

1105

1153

1201
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]

~{ ¢t
k<
oot

gca
Ala

W}
Wh
O wn oW

da o

aac
Asn

ttc
Phe

t gaa
p Giu

400

gaa gac
Glu Asp

a gaa
ly Giu

ctc caa
Leu Gln

aac tgc
Asn Cys

aatc

Asn

ttc
Phe

aat
Asn

ata
Ile

taa

aca
Thr

Pro

ttce
Phe

aga
Arg
450

cag

Gln

gga
Gly

tat
Tyr
435

aga
Arg

tct
Ser

att
Ile
420

ttc
Phe

gtt
Val

ES 2204 209 Al

atg
Met
405

gat
Asp

ttt
?he

gat
Asp

gat
Asp

gat
Asp

cac
His

gat
Asp

CCa

Pro

aaa
Lys

caa
Gln

tcc
Ser
455

0 Q
= Q
vt

Val

tca
Ser
440

cgt
Arg

gat
Asp
425

gtt
Val

gat
Asp

ccc
Pro
410

gat
Asp

caa
Gln

tct
Ser

aga
Arg

gtt
Val

cac
His

agt
Ser

tta
Leu

ttc
Phe

aga
Arg

aca
Thr
460

aaatattgga aactccttat caagttaatg gaaatacata

aca
Tnr

caa
Gln

ttt
Phe
445

tgg
Trp

ttccatgatc ttaaagaagt tattaactga agaaccaaat attgttatgt tttatttacc

ttccagaagt gctgatacat

<210> SEQ ID N°:1
<211> 464
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 2

Met Pro
1
Ser Phe

Lys Asn
50

Gln Gln

65

Leu Arg

Tyr Ala
Tyr Ser

Asp Ala
130

Thr Phe

145

His Arg

Ser
Pro
Tyr
35

Val
Leu
Ala
Ile
Ile
115
Ile
Gln

Gly

Leu
Val
20

Leu
Asn
Phe
Met
Thr
100
Leu
Ala
Arg

Asp

Pro
Phe

Glu

Gly
Lys
85

His
Asn
Arg
Val

His
165

Leu
His
Asn
Lys
Leu
70

Lys
Asn
Tyr
Ala
Phe

150
Gly

Leu
Asn
Tyr
Glu
55

Lys
Pro
Asn
Thr
Phe
135
Glu

Asp

Leu
Gly
Tyr
40

Met
Val
Arg
Pro
Pro
120
Arg
Glu

Asn

Leu
Asp
25

Asn
Met
Thr
Cys
Arg
105
Tyr
Val
Glu

Asn

Leu
10

Arg
Leu
Ala
Gly
Gly
Trp
Leu
Trp
Gly

Pro
170

Trp
Gln
Gly
Glu
Asn
75

Val
Thr
Pro
Ser
Asp

155
Phe

Ala
Asn
Lys
Lys
60

Ser
Pro
Lys
Lys
Asp
140
Ile

Agp

Ala
Val
Asn
45

Leu
Asp

Asp

Thr

Ala

125
Val

Val

Gly

Ser
Glu
30

Met
Arg
Pro
Val
His
110
Val
Thr

Leu

Pro

Ser
15

Thr
Gln
Gln
Glu
Ala
95

Leu
Val
Pro

Ser

Asn
175

Tyr
Val
Ala
Met
Thr
80

Pro
Thr
Glu
Leu
Phe

160
Tyr

1249

1297

1345

1393

1445

1505

1525
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Lys Leu Ala

His Tyr Asp
195
Leu Phe Tyr
210

His Ser Ser

225

T
Leu
Pro

Arg

Asn

Ile

His
Gly
290
Phe
Leu
Val
Val
Ser
370
Lys
Thr
Pro

Phe

Arg
450

Pro
275
Glu
Met
Pro
Arg
Leu
355
Asn
Thr
Gln
Gly
Tyr

435
Arg

ES 2204 209 Al

His Thr Phe Gln Pro Gly Pro Gly Leu

180
Leu Asp Glu Thr Trp
200
Val Thr Ala His Glu
215
Asp Ile Gly Ala Leu
230

Phe Val Leu Asn Gln
245

/ Pro Ser Pro Asn Pro

260
Cys Asn Gly Asp Leu
280
Val Phe Phe Phe Lys
295
Pro Glu Pro Glu Leu
310
Val Lys Leu Asp Ala
325
Tyr Phe Lys Gly ESer
340
Arg Gly Phe Pro Arg
360
Val Thr His Ile Asp
375
Tyr Phe Phe Val Asp
390
Ser Met Asp Pro Gly
405
Ile Asp Asp Lys Val
420
Phe Phe His Gln Ser
440
Val Asp Asp Ser Arg
455

185
Thr Asn

Ser

Leu Gly His

Met Phe

Asp
Ile
265
Thr
Gly
Asn
Ala
Lys
345
Asp
Ala

His

Asp
425
Val

Asp

Asp
250
Gln
Phe
Arg
Leu
Tyr
330
Val
Ile
Ala
Met
Pro
410
Asp
Gln

Ser

Pro
235

Ser

Ser
220
Ser

Gly Gly Asp Val

Glu
205
Leu

Tyr

Ile Asn Arg

Pro
Asp
Phe
Ile
315
Glu
Trp
His
Val
Tyr
395
Arg
Val
His

Ser

Thr

Tyr
300
Gly
Ala
Ala
Ser
Cys
380
Trp
Leu
Phe
Arg

Thr
460

Gly
Ile

285
Ile

Ser
Val
Phe
365
Glu
Arg
Thr
Gln
Phe

445
Trp

190

Asn Phe Asn

Gly Leu Thr

Thr Trp Tyr

Ile

Ala
270
Thr

Arg 1\

Leu
Met
Gln
350
Phe
Glu
Tyr
Ala
Lys
430

Asn

Phe

Gln
255
Thr

Thr

Glu
Asp
Glu
415
Gly

Leu

Asn

240
Asp

Thr
Phe

Asn

Gln
Phe
Thr
Glu
400
Asp
Glu
Gln

Cys
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