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DESCRIPCION
Procedimiento de identificacion de moduladores de un receptor acoplado a la proteina G
Campo técnico

La presente invencion utiliza un gen que codifica un receptor acoplado a la proteina G y el producto génico del
mismo. Mas especificamente, la presente invencidn utiliza un gen que codifica un receptor acoplado a la proteina G
para el que la forma sulfatada del octapéptido de colecistoquinina (a la que, en adelante, se hace referencia como
“CCK-8S”) actia como un ligando, y el producto génico del mismo. Todavia mas especificamente, la presente
invencion utiliza un ADN que codifica una proteina con la funcion de receptor acoplado a la proteina G o la cadena
complementaria de la misma, un ADN que comprende una secuencia parcial de bases del ADN, un vector
recombinante que contiene el ADN anterior o la cadena complementaria del mismo, y un transformante con el vector
recombinante alli introducido. La invencién utiliza asimismo una proteina con la funcion de receptor acoplado a la
proteina G, y un anticuerpo frente a la proteina. La invencion se refiere a un procedimiento para identificar un
compuesto que inhibe o estimula una funcién de la proteina. La invencion se refiere ademas a un procedimiento
para identificar un agonista de la proteina anterior. Una enfermedad atribuible a un descenso en el nivel de CCK-8S
y/o un descenso en su funcién puede ser por ejemplo la demencia (que comprende la enfermedad de Alzheimer), los
trastornos de ansiedad, la obesidad y la diabetes. Una enfermedad relacionada con la angiogénesis puede ser, por
ejemplo, el infarto cerebral, la contusién cerebral o la enfermedad tumoral.

Antecedentes de la técnica

El documento JP 2003/284573 da a conocer secuencias de aminoacidos similares a la secuencia de aminoacidos
definida en la secuencia SEC ID n® 2 de la presente invencion.

El documento JP 11/032766 y Shiratsuchi T. et al. (1997) -Cytogen3et Cell Genet., vol. 79, pags. 103-108- describen
la clonacién del gen receptor BAI2 y de variantes de corte y empalme del mismo.

El documento EP 1 270 724 A2 da a conocer procedimientos para identificar ligandos, agonistas y antagonistas para
el BAI2 humano. El documento EP 1 270 724 A2 se refiere asimismo a la entrada de una base de datos con el
numero de registro ADC86417 que describe una proteina BAI2 del GPCR humana codificante de nucledtidos (SEC
ID n? 870) similar a la secuencia SEC ID n® 1 de la presente invencion.

Kee Hae Jin et. al. (2002) -Journal of Cerebral Blood Flow and Metabolism, vol. 22, n® 9, pags. 1054-1067- dan a
conocer la secuencia de aminoacidos del receptor BAI2 humano y murido y las isoformas de corte y empalme del
mismo.

La entrada de la base de datos con el nimero de registro ABP81929 da a conocer una secuencia de aminoacidos de
BAIP2 y las secuencias de nucle6tidos codificantes.

El receptor acoplado a la proteina G (al que, en adelante, se hace referencia como “GPCR”) es un receptor de luz,
olor y sabor, y, al mismo tiempo, es receptor de neurotransmisor y hormona y actia como importante sensor de
células en los organismos vivos, desde las levaduras hasta los seres humanos.

El GPCR es una glicoproteina que esta presente en la membrana celular, que es un tipo de receptor de
transmembrana de siete dominios con la caracteristica estructural que consiste en presentar siete dominios de
membrana celular, constituyendo una superfamilia con muchos miembros. Ya se han identificado mil genes GPCR o
mas y se estan efectuando estudios relativos a la estructura tridimensional de GPCR, los estimuladores
extracelulares (a los que en adelante se hace referencia como “ligando”, refiriéndose este término a una sustancia
con la capacidad de unirse a un receptor) de GPCR, los sistemas intracelulares de transduccién de sefales
mediante GPCR, y las funciones del mismo y similares.

Cuando un GPCR recibe un estimulo de un ligando, se une a una proteina G presente dentro de la célula. La
proteina G es una proteina que se acopla al GPCR y que presenta una funcién como factor de transduccién de
sefiales en la célula. La proteina G se clasifica ampliamente en varios tipos de familias segun las funciones
relacionadas con diversos factores (en adelante, denominadas “efectoras”) implicados en la transduccion de sefiales
en los sistemas intracelulares de transduccién de senales y la diferencia de los genes que codifican la proteina. Las
proteinas G pertenecientes a cada familia son trimeros que comprenden tres subunidades denominadas a, By vy, yla
guanosina 5'-difosfato (GDP) suele estar unida especificamente a la subunidad a. La proteina G unida a la GDP es
una forma inactiva que no muestra accion alguna con respecto al efector. Cuando el GPCR es estimulado por un
ligando, tiene lugar una reaccién de intercambio entre la GDP unida a la proteina G y la guanosina 5'-trifosfato (GTP)
presente en la célula, mediante la cual se libera la GDP de la proteina G y, a continuacién, la proteina G se une a la
GTP para formar una proteina G unida a GTP. Se hace referencia a la proteina G unida a GTP como forma activa, y
rapidamente se disocia en una subunidad a unida a GTP (aGTP) y un dimero (By) que comprende las subunidades
B- y y. aGTP y By actdan directamente en un efector (por ejemplo, un canal idénico de calcio o un canal idénico de
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potasio) para activar el sistema intracelular de transduccion de sefales, induciendo, como resultado, diversas
respuestas fisioldgicas.

Entre la superfamilia de GPCR, el inhibidor 2 de la angiogénesis de cerebro humano (en adelante, abreviado con las
siglas hBAI2) se clasifica en la clase B (de tipo secretina) y su gen esta registrado en el sistema GenBank con el
numero de registro AB 005298.

Aunque existe un informe (bibliografia 1 no relacionada con patentes) que se refiere a la informacién de las
secuencias y la distribucion de la expresion de hBAI2, no se han descrito ni la funcién de hBAI2 ni su participacion
en enfermedades. Sin embargo, segun una comparacion estructural con BAI1, homologo de BAI2, se considera que
el dominio de trombospondina de tipo | (en adelante, denominado “dominio TSP-1") esta presente en el dominio
extracelular (bibliografia 2 no relacionada con patentes). EI dominio TSP-I es un dominio caracteristico reconocido
en una regién que comprende la secuencia de aminoacidos desde la posicion 385 hasta la posicién 522 en la
trombospondina, y es conocido que participa en la matriz extracelular de la trombospondina y como importante
dominio funcional en la capacidad de inhibicién de la angiogénesis.

Con respecto al hBAI1, se ha documentado que su expresion se encuentra especialmente elevada en el cerebro
humano, que un dominio con habilidad inhibidora de la angiogénesis esta presente en la regién extracelular y que
existe la posibilidad de que su expresion esté sujeta al control por parte de p53 y similares, lo que sugiere la
posibilidad de que este gen participe de alguna manera en algiin mecanismo relacionado con la angiogénesis en el
cerebro (bibliografias 1 a 4 no relacionadas con patentes).

Con respecto al gen de ratén BAI2, relacionado con hBAI2, se ha documentado que se observa una correlacién
negativa en la cantidad de expresién entre BAI2 y el factor vascular de crecimiento endotelial en el tejido cerebral de
un modelo de rata con isquemia cerebral, y se considera que, de forma similar a hBAI1, el BAI2 de raton podria
participar en la angiogénesis. Ademds, también se ha documentado la existencia de una variante de corte y
empalme del mismo (especie de ARN producida por el corte y empalme del ARNm) (bibliografia 3 no relacionada
con patentes).

Aunque a partir de la informacion de la secuencia se puede predecir que tanto hBAI1 como hBAI2 pertenecen a la
familia del GPCR, no se ha encontrado ningin documento que mencione su funcionamiento como GPCR, ni
informacién relativa a ligandos.

Es conocido que la colecistoquinina (en adelante, abreviada con las siglas “CCK”) es una hormona gastrointestinal
que libera la célula endocrina en la membrana mucosa duodenal. La CCK se secreta con la ingesta de grasas, y
favorece la contraccion de la vesicula biliar y la secrecion de la enzima pancredtica. Presenta actividad en los
organos digestivos, como la contraccion de la vesicula biliar, la estimulacion de la secrecion de enzima pancreética y
el estimulo del movimiento intestinal. La CCK también se considera una sustancia de sefalizacion que transmite la
sensacion de saciedad a las neuronas cerebrales.

La CCK es un polipéptido de cadena lineal compuesto de 33 residuos de aminodcidos (en adelante, abreviado con
las siglas “CCK-33"), y es conocido que el séptimo residuo de tirosina del extremo C se encuentra sulfatado.
Mediante el procesamiento postraduccional de CCK, se producen fragmentos de diversas longitudes con distintos
sitios de escision en el extremo N, como CCK-4, CCK-8, CCK-12, CCK-33 y CCK-58. Se ha constatado que la
actividad fisiolégica y la cantidad de cada uno de estos fragmentos es distinta. Ademas, se ha documentado que la
ceruleina que se extrae de la piel de la rana es un compuesto con una estructura quimica parecida a la de la CCK'y
que presenta la misma actividad bioldgica.

La CCK se encuentra ampliamente distribuida en el cerebro. Por ejemplo, se ha observado en grandes cantidades
en el cértex frontal, el hipocampo, el cuerpo amigdaloide, y el hipotdlamo, y también se ha documentado su accion
en los nervios centrales, como la participacion en la analgesia, la sedacién, el control de la ingesta de comida, la
memoria y el aprendizaje. La CCK se encuentra parcialmente colocalizada con la DA (dopamina) y el GABA (acido
y-aminobutirico), y también se ha documentado su interaccion con 5HT (serotonina; 5-hidroxitriptamina) del sistema
nervioso y similares. También se ha documentado que la liberacion de CCK es regulada por GABA. Los fragmentos
CCK-8 y CCK-4 se han documentado principalmente como CCK que presenta actividad biolégica que esta presente
en el cerebro. EI CCK-8 que se encuentra en el cerebro es un tipo sulfatado (CCK-8S) en el que el séptimo residuo
de tirosina del extremo C se encuentra sulfatado.

Recientemente, se ha documentado que la CCK es fundamental para la retencién memoristica. Por ejemplo, se ha
clarificado que la ausencia de CCK-8S dificulta el uso de la memoria al nivel consciente y su traduccién en acciones,
y que el CCK-4 (un tetrapéptido del extremo C de CCK-33) obstruye la recuperacion mnemotécnica.

Se ha documentado que los receptores CCK-A y CCK-B son receptores CCK. Ambos son receptores acoplados a la
proteina G. La expresion del receptor CCK-A se ha detectado en tejidos y células que se originan en el tubo
digestivo, y en leucocitos de la sangre y similares. El receptor CCK-A participa en la regulacién alimentaria del
sistema intracelular de transduccion de sefiales mediante, por ejemplo, la promocion de efectores como la
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fosfolipasa C y la adenil ciclasa. La expresién del receptor CCK-B se ha detectado en tejidos y células que se
originan en el cerebro y el tubo digestivo, y en leucocitos de la sangre y similares. El receptor CCK-B también se
conoce como el “receptor gastrina”, y participa en la regulacién alimentaria y la proliferacién celular en el sistema
intracelular de transduccién de sefiales mediante, por ejemplo, la promocién de efectores como la fosfolipasa C y el
influjo intracelular de iones de calcio. En los Ultimos afios se ha centrado la atencion en la relacién entre el receptor
CCK-By la ansiedad.

Bibliografia 1 no relacionada con patentes: Shiratsuchi, T. et al., Cytogenetics and cell genetics, 1997, vol. 79, pags.
103-108.

Bibliografia 2 no relacionada con patentes: Nishimori, H. et al., Oncogene, 1997, vol. 15, pags. 2145-2150.
Bibliografia 3 no relacionada con patentes: Kee, H. J. et al., Journal of Cerebral Blood Flow and Metabolism, 2002,
vol. 22, pags. 1054-1067.

Bibliografia 4 no relacionada con patentes: Kaur, B. et al., American Journal of Pathology, 2003, vol. 162, pags. 19-
27.

Exposicion de la invencion
[Problemas que debe resolver la invencion]

El GPCR es un importante sensor de células in vivo y una de las principales moléculas diana de los remedios que se
estan desarrollando para diversas enfermedades. Aunque ya se han encontrado un gran nimero de GPCR, la
identificacion de un GPCR nuevo puede considerarse una importante aportaciéon al campo del desarrollo
farmacéutico.

Otro de los objetivos de la presente invencion consiste en encontrar y proporcionar un ligando de una proteina con
una funcion equivalente a la de GPCR. Se describe un procedimiento para producir la proteina, un vector
recombinante que contenga el gen y un transformante en el que se introduce el vector recombinante. También se
describe un anticuerpo frente a la proteina. Un objetivo de la presente invencion consiste en proporcionar un medio
para identificar un compuesto que inhiba o estimule la funcién de la proteina.

[Medios para resolver los problemas]

Se llevo a cabo un estudio exhaustivo y continuado, y se descubrié una proteina, considerada un GPCR, que se
origina en un receptor de proteina de membrana funcional con un dominio de transmembrana de siete dominios y un
gen que codifica la proteina, y se logrd obtener el producto génico del mismo usando el gen. Se aclar6 que la
proteina se expresaba en la membrana celular de células de animales que expresaban el gen, y se producia una
respuesta fisiolégica mediante la estimulacién de ligandos a través de la transduccién intracelular de sefales.
También se aclar6 que la proteina interaccioné con una proteina que participa en la transduccién intracelular de
sefales en la regién del extremo C de la misma, y que tenia tres dominios TSP-I conocidos por estar relacionados
con una funcion de inhibicion de la angiogénesis en su secuencia de aminoacidos. Ademas, se descubrié que CCK-
8S actuaba como ligando del receptor de proteina de membrana funcional.

De esta forma, la presente invencion utiliza un ADN seleccionado de entre el grupo siguiente:

(i) un ADN constituido por una secuencia de bases representada por la secuencia SEC ID n® 1 del listado de
secuencias 0 una cadena complementaria de la misma;

(ii) un ADN que contiene el ADN de (i) o una cadena complementaria del mismo;

(iii) un ADN con una homologia de por lo menos 70% con la secuencia de bases del ADN de (i) o (ii) y que codifica
una proteina con una funcién equivalente a un receptor acoplado a la proteina G, o una cadena complementaria
de la misma;

(iv)un ADN que comprende una secuencia de bases con una variacién que incluye una delecién, una sustitucion y
una adicion de entre uno y varios nucleétidos en la secuencia de bases del ADN segln una cualquiera de (i) a (ii)
y que codifica una proteina con una funcién equivalente a un receptor acoplado a la proteina G, o una cadena
complementaria de la misma; y

(v) un ADN que se hibrida en condiciones rigurosas con el ADN segun cualquiera de (i) a (iv) y que codifica una
proteina con una funcién equivalente a un receptor acoplado a la proteina G, o una cadena complementaria de la
misma.

La presente invencion utiliza ademas un ADN compuesto de una secuencia parcial de bases del ADN mencionado
anteriormente.

La presente invencion utiliza ademas el ADN mencionado anteriormente, en la que la funcién equivalente al receptor
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acoplado a la proteina G es una funcién que activa una proteina G mediante la unién con un ligando.

La presente invencion utiliza ademas el ADN mencionado anteriormente, en la que el ligando es un péptido
seleccionado del siguiente grupo:

(i) forma sulfatada del octapéptido de colecistoquinina (SEC ID n? 14, en adelante abreviado con las siglas «CCK-
8S»);y

(i) un péptido que comprende una secuencia de aminoacidos con una sustitucion de un aminoacido homologo en la
secuencia de aminodcidos de CCK-8S a excepcion de un residuo sulfatado de tirosina en la séptima posicién del
extremo C del péptido, y una funciéon que induce un aumento de una concentracion intracelular de calcio o un
cambio en un potencial de membrana celular en una célula que expresa el ADN utilizable en la presente
invencion.

La presente invencién también utiliza un vector recombinante que contiene el ADN mencionado anteriormente.

La presente invencién utiliza ademas el vector recombinante mencionado anteriormente, en la que el vector
recombinante es un vector de expresion recombinante.

La presente invencion utiliza ademas un transformante que se introdujo con el vector recombinante mencionado
anteriormente.

La presente invencién utiliza ademas un transformante derivado de una célula animal que se introdujo con el vector
recombinante mencionado anteriormente.

La presente invencién utiliza ademas una linea celular con numero de depésito FERM BP-10101.
La presente invencién utiliza ademas proteinas codificadas por el ADN mencionado anteriormente.
La presente invencién utiliza ademas una proteina seleccionada de entre el grupo siguiente:

(i) una proteina compuesta de una secuencia de amino&cidos representada por la secuencia SEC ID n® 2 del listado
de secuencias;

(ii) una proteina que contiene la proteina de (i);

(iii) una proteina con una homologia de por lo menos el 70% con la secuencia de aminoacidos de la proteina de (i) o
(i) y con una funcion equivalente a un receptor acoplado a la proteina G; y

(iv) una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos con una variaciéon que incluye una delecion, una
sustitucion y una adicion de entre uno y varios amino&cidos en la secuencia de aminoacidos de la proteina segun
una cualquiera de (i) a (iii), y con una funcién equivalente al receptor acoplado a la proteina G.

La presente invencién utiliza ademas una proteina compuesta de una secuencia parcial de una secuencia de
aminoacidos representada por la secuencia SEC ID n° 2 del listado de secuencias.

La presente invencion utiliza ademas la proteina mencionada anteriormente, que presenta una funcién equivalente a
un receptor acoplado a la proteina G.

La presente invencién utiliza ademas la proteina mencionada anteriormente, que presenta una funcion de inhibicién
de la angiogénesis.

La presente invencién utiliza ademas la proteina mencionada anteriormente, que presenta una funciéon que
interactia con una proteina con actividad guanilato-quinasa y/o una proteina con una funciéon de adhesion
intercelular.

La presente invencion utiliza ademas una proteina seleccionada de entre el grupo siguiente, que es una proteina con
una funcién equivalente a un receptor acoplado a la proteina G, una funcién que interactia con una proteina con una
funcion de adhesion intercelular y/o una proteina con actividad guanilato-quinasa, y una funcién de inhibicion de la
angiogénesis:

(i) una proteina compuesta de una secuencia de aminodacidos representada por la secuencia SEC ID n® 2 del listado
de secuencias;

(ii) una proteina que contiene la proteina de (i);
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(iii) una proteina con una homologia de por lo menos el 70% con la secuencia de amino&cidos de la proteina de (i) o
(ii); y

(iv) una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos con una variaciéon que incluye una delecion, una
sustitucion o una adicién de entre uno y varios aminoacidos en la secuencia de aminoacidos de la proteina segun
una cualquiera de (i) a (iii).

La presente invencion utiliza ademas la proteina mencionada anteriormente, en la que la funcién equivalente al
receptor acoplado a la proteina G es una funcidn que activa una proteina G mediante la unién con un ligando.

La presente invencién utiliza ademas la proteina mencionada anteriormente, que presenta una funcién que genera
un cambio en un potencial de membrana celular cuando un ligando esta unido a la proteina en una célula.

La presente invencion utiliza ademas la proteina mencionada anteriormente, que presenta una funciéon que aumenta
una concentracién intracelular de calcio cuando un ligando esta unido a la proteina en una célula.

La presente invencion utiliza ademas la proteina mencionada anteriormente, en la que el ligando es un péptido
seleccionado de entre el grupo siguiente:

(i) forma sulfatada del octapéptido de colecistoquinina (SEC ID n? 14, en adelante abreviado con las siglas «CCK-
8S»);

(i) un péptido que comprende una secuencia de aminoacidos con una sustitucion de un aminoacido homélogo en la
secuencia de aminodcidos de CCK-8S a excepcion de un residuo sulfatado de tirosina en la séptima posicién del
extremo C del péptido, y con una funcion que induce un aumento de una concentracion intracelular de calcio o un
cambio en un potencial de membrana celular en una célula que expresa el ADN utilizable en la presente
invencion.

La memoria describe un procedimiento para producir la proteina mencionada anteriormente, que comprende el
cultivo del transformante mencionado anteriormente.

La presente invencién utiliza un anticuerpo que reconoce inmunolégicamente la proteina mencionada anteriormente.

La presente invencion se refiere ademas al procedimiento de identificacion mencionado anteriormente, la seleccion
de un compuesto de prueba o de una sustancia de prueba que modifica un potencial de membrana celular es la
seleccién de una sustancia de prueba que genera una variacién de corriente que es caracteristica de un receptor
acoplado a la proteina G.

La presente invencion se refiere a un procedimiento de identificacién de un compuesto que inhibe o estimula la unién
de la proteina mencionada anteriormente con un ligando o una funcién de la proteina, que comprende la utilizacién
de por lo menos un elemento del grupo compuesto del ADN mencionado anteriormente, el vector recombinante
mencionado anteriormente, el transformante mencionado anteriormente, la linea celular mencionada anteriormente,
la proteina mencionada anteriormente, y el anticuerpo mencionado anteriormente.

La presente invencién se refiere ademas a los procedimientos que se reivindican.

La presente invencion se refiere ademéas a un procedimiento de identificacién de un compuesto que inhibe o
estimula una funcién de la proteina mencionada anteriormente, que comprende la posibilidad de que el
transformante mencionado anteriormente y un compuesto de prueba coexistan en condiciones que permitan la
interaccion con el transformante o la linea celular mencionada anteriormente, introduciendo un sistema que mide
una funcién de una proteina que se expresa en una membrana celular del transformante, y determinando si el
compuesto de prueba inhibe o favorece, o no lo hace, la funcion de la proteina mediante la deteccion de la
existencia o no de la funcién de la proteina, o un cambio en la misma. La presente invencion también se refiere al
procedimiento de identificacion mencionado anteriormente, en el que el sistema que mide una funciéon de una
proteina que se expresa en una membrana celular del transformante es un sistema que mide un cambio en una
concentracioén intracelular de calcio producido por la adicién de un ligando, y la deteccién de la existencia o no de
una funcién de la proteina, o un cambio en la misma, es la deteccién de un cambio en una concentracion intracelular
de calcio.

La presente invencion se refiere ademas al procedimiento de identificacion mencionado anteriormente, en el que el
sistema que mide una funcién de una proteina que se expresa en una membrana celular del transformante es un
sistema que mide un cambio en un potencial de membrana producido por la adicién de un ligando, y la deteccion de
la existencia o no de una funcién de la proteina, o un cambio en la misma, es la deteccién de un cambio en un
potencial de membrana.

La presente invencion se refiere ademas al procedimiento de identificacion mencionado anteriormente, en la que el
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ligando es un péptido seleccionado de entre el grupo siguiente:

(i) forma sulfatada del octapéptido de colecistoquinina (SEC ID n? 14, en adelante abreviado con las siglas “CCK-
8S");y

(i) un péptido que comprende una secuencia de aminoacidos con una sustitucion de un aminoacido homologo en la
secuencia de aminoacidos de CCK-8S a excepcién de un residuo sulfatado de tirosina en la séptima posicién del
extremo C del péptido, y con una funcion que induce un aumento de una concentracion intracelular de calcio o un
cambio en un potencial de membrana celular en una célula que expresa el ADN utilizable en la presente
invencion.

La presente invencién se refiere ademas al procedimiento de ensayo mencionado anteriormente, que comprende la
utilizacién de por lo menos un elemento del grupo constituido por el ADN mencionado anteriormente, el vector
recombinante mencionado anteriormente, el transformante mencionado anteriormente, la linea celular mencionada
anteriormente, la proteina mencionada anteriormente, y el anticuerpo mencionado anteriormente.

[Ventajas de la invencion]

Se describe una proteina derivada del receptor de proteina de membrana funcional que presenta un dominio de
transmembrana de siete dominios que se considera que es un GPCR y un ADN que codifica la proteina. Puesto que
esta proteina presenta tres dominios TSP-I, se cree que participa en la inhibicién de la angiogénesis. Ademas,
puesto que la proteina interacciona con una proteina de la familia MAGUK (homélogo de guanilato-quinasa asociado
a la membrana) (presentando la proteina actividad guanilato-quinasa y una funcién de adhesién intercelular) en la
region del extremo C de la misma, es posible que la proteina participe en la funcién de adhesion intercelular de las
células.

Segun la presente invencion, también se descubrié que CCK-8S actuaba como ligando del receptor de proteina de
membrana funcional. Puesto que CCK-8S indujo una respuesta biolégica a través del receptor de proteina de
membrana funcional de la presente invencién a la baja concentracién de 1 nM, se considera que CCK-8S es un
ligando in vivo del receptor de proteina de membrana funcional. Se ha documentado que CCK-8S es fundamental
para la retencibn memoristica; por ejemplo, que la ausencia de CCK-8S dificulta el uso de la memoria al nivel
consciente y su traduccion en acciones. Se considera que la accion de CCK-8S con respecto a este tipo de funcion
neuroldgica tiene lugar a través del receptor de proteina de membrana funcional descrito en la presente invencion.
Se considera, por tanto, que un agonista del receptor de proteina de membrana funcional descrito en la presente
invencion ejerce una accion que es equivalente a la de CCK-8S, es decir, una accion que modifica una funcién
neurolégica como la memoria y similares.

Segun la presente invencién , es posible identificar y obtener un agonista de un receptor de proteina de membrana
funcional en el que actie CCK-8S. También se describe la posibilidad de modificar la funcién neurolégica usando el
agonista. Por ejemplo, es posible mejorar la memoria utilizando el agonista. Ademas, utilizando el agonista, es
posible aliviar una enfermedad o los sintomas que acompanan a la obstaculizacion de la funcion neurolégica.

Es posible diagnosticar, prevenir y/o tratar una enfermedad provocada por una anormalidad en la proteina y/o el
ADN, por ejemplo, una enfermedad relacionada con la angiogénesis. Algunos ejemplos de este tipo de enfermedad
son el infarto cerebral, la contusion cerebral y la enfermedad tumoral. Ademas, puesto que la proteina es un receptor
de proteina de membrana funcional, también es posible diagnosticar, prevenir y/o tratar una enfermedad provocada
por una reduccion o desaparicion, o similares, en la funcién y/o en la cantidad de un ligando de la misma, por
ejemplo, CCK-8S. Algunos ejemplos de este tipo de enfermedad son las enfermedades acompafadas de dafos en
la funcién neurolégica de la memoria o similares, incluyéndose entre los ejemplos concretos de las mismas la
enfermedad de Alzheimer.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 es un diagrama esquematico que ilustra una comparacién entre un dominio de funcién de un péptido que
comprende la secuencia de aminoacidos representada por la secuencia SEC ID n? 2 y un péptido codificado por
hBAI2. (Ejemplo 1).

La figura 2 representa que, cuando el clon de ADNc ph01207 se expresaba en células CHO-K1, una linea celular
animal, en forma de una proteina de fusion FLAG-tag y una proteina de fusion HA-tag, respectivamente, dichas
proteinas se expresaban en la membrana celular (paneles izquierdo y derecho, respectivamente). La deteccién de la
proteina en la membrana celular se analizé mediante fluorocitometria, con anticuerpos anti-FLAG-tag y anti-HA-tag.
En la figura, la regién que aparece en negro representa a las células que expresaron cada proteina de fusion tag,
mientras que la region que aparece en blanco representa a las células de control que no expresaron las proteinas.
(Ejemplo 2)

La figura 3 representa las formas de onda que se pueden observar cuando la respuesta de ligando del GPCR se
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mide por variaciones en el potencial de membrana de las células (forma de onda producida por la respuesta
especifica de GPCR [forma de onda 1], formas de onda producidas por elementos artificiales y similares (formas de
onda 2-4), y formas de onda reconocidas cuando no habia respuesta (formas de onda 5 y 6]). (Ejemplo 3)

La figura 4-A es una vista que representa que la concentracion de Ca®* intracelular aumento con la adicién de 1 nM
de CCK-8S (SEC ID n? 14) en la linea celular CHO-K1 (HA-ph01207#10-6) que expresa de forma estable el clon de
ADNc ph01207 en forma de proteina de fusién HA-tag. Por contraste, en la I|nea celular CHO-K1 que no se
transfectd con este ADNc, no se observé un aumento de la concentraciéon de Ca®* intracelular con la adicion de
CCK-8S (SEC ID n® 14). El eje horizontal representa el tiempo transcurrldo desde la adicién de CCK-8S (SEC ID n®
14) a las células, y el eje longitudinal muestra la concentracion de Ca®* intracelular. (Ejemplo 5)

La figura 4-B es una vista que representa que un aumento en la concentracion de Ca®* intracelular mediante la
adicién de 1 nM de CCK-8NS no se observé en la linea celular CHO-K1 (HA-ph01207#10-6) que expresa de forma
estable el clon de ADNc ph01207 en forma de proteina de fusién HA-tag. Aunque CCK-8NS (forma no sulfatada de
CCK-8) es un octapéptido de CCK compuesto de la misma secuencia de aminoacidos que CCK-8S, es un peptldo
en el que el séptimo residuo de tirosina del extremo C no esta sulfatado. Un aumento en la concentracion de Ca*
intracelular mediante la adicion de CCK-8NS tampoco se observo en una linea celular CHO-K1 que no se transfectd
con el clon de ADNc ph01207. El eje horizontal representa el t|empo transcurrido desde la adicion de CCK-8NS a las
células, y el eje longitudinal muestra la concentracion de Ca®* intracelular. (Ejemplo 5)

La figura 4-C es una vista que representa que un aumento en la concentracién de Ca®* intracelular mediante la
adicion de 1 nM de CCK-4 no se observo en la linea celular CHO-K1 (HA-ph01207#10-6) que expresa de forma
estable el clon de ADNc ph01207 en forma de proteina de fusién HA-tag. Un aumento en la concentracion de ca*
intracelular mediante la adicion de CCK-4 tampoco se observé en la linea celular CHO-K1 que no se transfectd con
el ADNc. El eje horizontal muestra el tlempo transcurrido desde la adicion de CCK-4 a las células, y el eje
longitudinal representa la concentracion de Ca®* intracelular. (Ejemplo 5)

La figura 4-D es una vista que representa que la concentracién de Ca®* intracelular aumenté con la adicion de 10 uM
de ionoforo de calcio A23187 en la linea celular CHO-K1 (HA-ph01207#10-6) que expresa de forma estable el clon
de ADNc ph01207 en forma de proteina de fusion HA-tag. Un aumento en la concentracion de Ca®* intracelular
mediante la adicién de A23187 también se observo en la linea celular CHO-K1 que no se transfecté con el ADNc. El
eje horizontal muestra eI tiempo transcurrido desde la adicion de A23187 a las células, y el eje longitudinal muestra
la concentracion de Ca®* intracelular. (Ejemplo 5)

La figura 4-E es una vista que representa las concentraciones de Ca®* intracelular tras la adicién de un amortiguador
en la linea celular CHO-K1 (HA-ph01207#10-6) que expresa de forma estable el clon de ADNc ph01207 en forma de
proteina de fusién HA-tag y la linea celular CHO-K1 que no se transfecté con el ADNc. El eje horizontal muestra el
tlempo transcurrido desde la adicién del amortiguador a las células, y el eje longitudinal muestra la concentracion de
Ca®" intracelular. (Ejemplo 5)

Descripcion detallada

La presente invencion reivindica los derechos de prioridad de las solicitudes de patente japonesas n° 2003-389624,
n? 2004-130371 y n® 2004-304780.

A continuacién se describen con mayor detalle los ejemplos relacionados con la presente invencion. Sin embargo,
debe apreciarse que la descripcion detallada siguiente se proporciona Unicamente a titulo de ejemplo explicativo y
no limitativo de la presente invencion.

En la presente memoria, el término “proteina” se utiliza a veces como término genérico que se refiere a una proteina
completa sintética o aislada, a un polipéptido completo sintético o aislado, o a un oligopéptido completo sintético o
aislado. En este caso, la proteina, polipéptido u oligopéptido presenta un tamano minimo de dos aminoacidos. En
adelante, es posible que se utilicen uno o tres caracteres cuando se represente a un aminodacido.

La presente invencion describe una nueva proteina derivada del receptor de proteina de membrana funcional que
presenta un dominio de transmembrana de siete dominios que se considera que es un GPCR, y un ADN que
codifica la proteina. Puesto que esta proteina presenta tres dominios TSP-I, se considera que participa en la
inhibicion de la angiogénesis. Ademas, puesto que la proteina interacciona con una proteina de la familia MAGUK
(una proteina con actividad guanilato-quinasa y una funcion de adhesién intercelular) en la region del extremo C de
la misma, existe la posibilidad de que la proteina esté asociada a una funcion de adhesion intercelular de las células.

Mediante la presente invencién, también se descubrié que CCK-8S (SEC ID n® 14) actla como ligando de un
receptor de proteina de membrana funcional de la presente proteina. Puesto que CCK-8S (SEC ID n? 14) inicié una
respuesta bioldgica a través del receptor de proteina de membrana funcional a una baja concentracién de 1 nM, se
considerd que CCK-8S (SEC ID n® 14) es un ligando in vivo del receptor de proteina de membrana funcional. Se ha
documentado que CCK-8S es fundamental para la retencion memoristica; por ejemplo, que la ausencia de CCK-8S
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(SEC ID n® 14) dificulta el uso de la memoria a un nivel consciente y su traduccion en acciones. Se consider6 que la
accion de CCK-8S (SEC ID n? 14) con respecto a este tipo de funcién neurolégica tiene lugar a través del receptor
de proteina de membrana funcional de la presente invencion.

(ADN)

El ADN utilizado en la invencién es un clon de ADNc con una regién que codifica un dominio de transmembrana de
siete dominios que se identificé a partir de una genoteca de ADNc de cadena larga derivada del cerebro humano. La
genoteca de ADNc de cadena larga derivada del cerebro humano es una genoteca de ADNc que comprende clones
de ADNc cuya secuencia completa de bases se determiné tras el aislamiento de fragmentos de ADNc mediante
andlisis de dbEST (base de datos de etiquetas de secuencia expresada) a partir de una genoteca de ADNc
construida mediante un procedimiento ordinario que utiliza polyA "RKA (Clontech Inc.; nimero de catalogo 6516-1,
6525-1 y 6578-1) comercializado derivado de cerebro humano, cerebro fetal e hipocampo cerebral como material de
partida.

Como ejemplos de una forma especifica del ADN utilizado en la presente invencién, es posible mencionar un ADN
que comprende la secuencia de bases representada por la secuencia SEC ID n? 1 del listado de secuencias o la
secuencia complementaria de la misma. En la presente memoria, es posible referirse a un ADN que comprende la
secuencia complementaria de un ADN determinado como una “cadena complementaria”. El ADN que comprende la
secuencia de bases representada por la secuencia SEC ID n? 1 comprende una nueva secuencia de bases de 4557
pb incluye in marco de lectura abierto (ORF) que codifica 1518 residuos de aminoacidos (SEC ID n° 2) con un
segmento que se predice que es una secuencia de sefal (20 residuos de aminoacidos del extremo N).

Mediante busqueda por homologia se aclaré que el ADN que comprende la secuencia de bases representada por la
secuencia SEC ID n® 1 presenta homologia con hBAI2 (GenBank, numero de registro AB005298). Se considera que,
ademas de cuatro dominios TSP-I, la proteina codificada por hBAI2 tiene un dominio GPS y un dominio de la familia
2 del GPCR (dominio de transmembrana de siete dominios).

Se descubrié que las caracteristicas estructurales de la proteina (SEC ID n° 2) que es codificada por el ADN que
comprende la secuencia de bases representada por la secuencia SEC ID n® 1 incluyen, ademas de tres dominios
TSP-I, la presencia de un dominio GPS y un dominio de la familia 2 del GPCR (véase la figura 1).

Mediante la comparacion de secuencias, se aclard que existe una diferencia en el nimero de dominios TSP-l y la
secuencia de amino&cidos del extremo C entre la proteina (SEC ID n® 2) codificada por el ADN que comprende la
secuencia de bases representada por la secuencia SEC ID n® 1 y la proteina codificada por hBAI2 (véase la figura
1). Mas especificamente, se descubrié que 55 residuos de aminoacidos que incluyen un dominio TSP-I en el lado de
la region del extremo N de la secuencia de aminodacidos de la proteina codificada por hBAI2 son eliminados en la
presente proteina (SEC ID n® 2), y que en la regién del extremo C, un residuo de aminoacidos que corresponde a la
lisina en la posicion 1406 se inserta en la presente proteina (SEC ID n® 2). Existe por tanto una posibilidad de que la
presente proteina (SEC ID n? 2) sea una variante de corte y empalme de hBAI2.

El ADN que comprende la secuencia de bases representadas por la secuencia SEC ID n® 1 se expreso en la
membrana celular cuando se expresaba en una célula animal. Ademas, en la célula animal que expresaba el ADN,
se obtuvo una respuesta a la acciéon de un ligando. También se aclaré que el producto génico del presente ADN
puede interaccionar con las proteinas de la familia MAGUK DLG2, DLG3 y DLG4 o AIP1, MAGI3 y similares en la
regién del extremo C de la misma. Las proteinas de la familia MAGUK presentan un dominio PDZ que reconoce la
ultima secuencia de aminoacidos del extremo C de una proteina diana en la interaccion de proteinas, y se considera
que, mediante la localizaciéon en la membrana celular para interaccionar con una proteina de membrana como un
receptor o un canal de iones, las proteinas participan en la transduccién de sefiales desde estas proteinas de
membrana para contribuir a la adhesién intercelular y similares. De forma similar, se ha reconocido la interaccion
entre las proteinas de la familia MAGUK y hBAI2. Mientras tanto, se ha informado de que hBAIl, un homélogo de
hBAI2, se une con BAP1 (proteina 1 asociada a BAI1), una de las proteinas de la familia MAGUK, a través de una
secuencia parcial (QTEV: SEC ID n? 3) de la regién distal de hBAIl (Shiratsuchi, T. et al., Biochemical and
Biophysical Research Communications, 1998, vol. 247, pags. 597-604). Esta secuencia (QTEV: SEC ID n? 3) esta
preservada en la region del extremo C de la proteina codificada por el ADN que comprende la secuencia de bases
representada por la secuencia SEC ID n? 1 y la proteina codificada por hBAI2, y existe por tanto una posibilidad de
que las proteinas interaccionen con una proteina con un dominio PDZ en este segmento de la secuencia.

Tal y como se utiliza en la presente memoria, el término “interaccién” se refiere, por ejemplo, a dos proteinas
diferenciadas u homologas que actian especificamente de forma conjunta, modificandose como resultado la funcién
de una de las proteinas o de ambas, potenciandose o decreciendo. La expresion “actuar especificamente” se refiere
a la actuacién mas selectiva con la proteina que participa en la accién, en comparacion con otras proteinas. El
término “interaccion”, por ejemplo, incluye la unién de dos proteinas diferenciadas o la activaciéon de una proteina
provocada por la otra proteina.

Sobre la base de las caracteristicas estructurales y las caracteristicas funcionales del producto génico del ADN que
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comprende la secuencia de bases representada por la secuencia SEC ID n® 1, se aclar6 que el producto génico es
un receptor de proteina de membrana funcional. Ademas, puesto que presenta un dominio de transmembrana de
siete dominios, se consider6 que es uno de los GPCR que presenta una funcién que se une a la proteina G
mediante la estimulacién de ligandos para activar la proteina G, estimular la transduccion intracelular de sefiales, e
inducir una respuesta celular biolégica.

Ademas, puesto que presenta dominios TSP-I, se predijo que la proteina codificada por el ADN que comprende la
secuencia de bases representadas por la secuencia SEC ID n® 1 tiene una funcion de inhibicion de la angiogénesis.

Otra forma del ADN utilizado en la presente invencion es un ADN que contiene la secuencia de bases representada
por la secuencia SEC ID n® 1 o la secuencia complementaria de bases de dicha secuencia de bases.

También se describe un ADN que presenta una homologia de secuencia con el ADN utilizado en la presente
invencion y que presenta similitud en relacion con las caracteristicas estructurales o la funcién bioldgica de la
proteina codificada por el ADN.

Una homologia de secuencia adecuada suele ser una homologia de 50% o mas con toda la secuencia de bases, y
preferentemente es de por lo menos 70%. Mas preferentemente, una homologia de secuencia adecuada es superior
a 70%, aun mas preferentemente es de 80% o mas, y todavia mas preferentemente es de 90% 0 mas.

Entre los ejemplos de caracteristicas estructurales se incluyen una regién de codificacion de dominio de
transmembrana de siete dominios y una region de codificacion de dominio TSP-I. Un ADN preferido presenta una
homologia de secuencia en estos tipos de regiones que, preferentemente, es de por lo menos 70%, mas
preferentemente es superior a 70%, aun mas preferentemente es de 80% 0 mas, y todavia mas preferentemente de
90% o mas. Ademas, resulta preferido que estos dominios sean dominios que conserven una funcion del mismo, por
ejemplo, una funcion que localice una proteina que incluye el dominio en una membrana o una funcién de inhibicion
de la angiogénesis.

Como ejemplo de una de las funciones biol6gicas de la proteina codificada por el ADN utilizado en la presente
invencion, puede mencionarse la funcion de receptor de proteina de membrana. La expresion “funcién de receptor
de proteina de membrana” se refiere a una funciéon que estimula la transduccion intracelular de sefales a través de
la accién de un ligando para inducir una respuesta biolégica en una célula animal mediante su expresién como
proteina de membrana cuando se expresa en la célula. Por ejemplo, se puede mencionar una funcién equivalente al
GPCR. La expresion “funcion equivalente al GPCR” se refiere a una funcion ligada a la proteina G mediante la
accién de un ligando para activar la proteina G, y que estimula la transduccion intracelular de sefiales para inducir
una respuesta bioldgica en la célula. Tal y como se describe a continuacion, se descubri6 la CCK-8S (SEC ID n® 14)
como uno de los ligandos del receptor de la proteina de membrana codificado por el presente ADN. En
consecuencia, el ADN utilizado en la presente invencidn presenta preferentemente homologia de secuencia con el
ADN que comprende la secuencia de bases representada por la secuencia SEC ID n® 1 y codifica una proteina que
presenta una funcién equivalente a la de un GPCR a través de la accion de la CCK-8S (SEC ID n® 14).

Como ejemplos especificos de respuesta bioldgica de una célula, pueden mencionarse un cambio en el potencial de
membrana celular o un cambio en la concentracion de calcio intracelular. Un cambio en el potencial de membrana
celular o un cambio en la concentracién de calcio intracelular pueden medirse por un procedimiento conocido. Un
cambio en el potencial de membrana celular se puede detectar, por ejemplo, mediante la expresion del ADN de la
presente invencién en un oocito de Xenopus laevis, la medicion de la cantidad de corriente generada
especificamente para el receptor de proteina de membrana en presencia y ausencia de estimulacion de ligando, y la
comparacion las cantidades de corriente. Un cambio en la concentracion intracelular de calcio se puede detectar, por
ejemplo, mediante la incorporacion a la célula de una sustancia fluorescente que se pueda unir a los iones de calcio,
la induccién de un fenémeno fluorescente mediante luz de excitacion en presencia y ausencia de estimulacién de
ligando, y la comparacion de las cantidades de fluorescencia. Entre los ejemplos de ligando se incluye una muestra
preparada a partir de una célula o un biotejido donde se reconocié la expresion del presente ADN. La preparacién de
la muestra se puede efectuar, por ejemplo, mediante el cultivo de las células o el tejido conforme a un procedimiento
conocido, seguido de la utilizaciéon de un procedimiento por el que se obtiene el sobrenadante del cultivo mediante
centrifugacién u otro procedimiento similar, o un procedimiento que afecta o lisa las células o el tejido mediante un
procedimiento conocido. También se puede adquirir un ligando para su uso mediante purificacion a partir de estas
muestras mediante un procedimiento de purificacion de proteinas conocido como, por ejemplo, la cromatografia de
filtracién sobre gel. Los ejemplos especificos de ligandos comprenden de manera no limitativa el sobrenadante del
cultivo de la linea celular HeLa que se utilizé en el presente ejemplo, y cualquier sustancia puede utilizarse como
ligando siempre que pueda actuar sobre el producto génico del presente ADN expresado en una célula para inducir
una respuesta bioldgica en la célula. Mas preferentemente, la CCK-8S (SEC ID n® 14) puede resultar ejemplificativa
como ligando.

Como ejemplo de funcidn biolégica diferente, es posible mencionar una funciéon que interacciona con una proteina

con actividad de guanilato-quinasa y/o una funcién de adhesién celular, por ejemplo, una proteina de la familia
MAGUK. Los ejemplos especificos de proteinas de la familia MAGUK incluyen DLG2, DLG3 DLG4, AIP1 y MAGI3.
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El ADN utilizado en la presente invencion incluye un ADN que comprende una secuencia de bases con una variacion
que incluye una delecion, sustitucién, adicion o insercion de uno o mas, por ejemplo entre 1 y 100, preferentemente
entre 1 y 30, mas preferentemente entre 1 y 20, aun mas preferentemente entre 1 y 10, y todavia mas
preferentemente entre 1 y varios nucleétidos en la secuencia de bases del ADN de arriba. Un ADN preferido es un
ADN de este tipo que codifica una proteina con la funcién biolégica descrita anteriormente. El grado de variacién y la
ubicacion de la misma y similares no estan particularmente restringidos, siempre que un ADN con la variacién
presente caracteristicas estructurales similares a las del ADN anterior y tenga una funcién bioldégica que sea
equivalente a la de la proteina codificada por el ADN que comprende la secuencia de bases representada por la
secuencia SEC ID n® 1. Un ADN que presente este tipo de variacion puede ser un ADN natural o puede ser un ADN
obtenido por la introduccién de una variacién partiendo de un gen que exista en la naturaleza. Se conocen las
técnicas para introducir una variacién, por ejemplo, la mutagénesis dirigida, la recombinacién homoéloga genética, la
extensién de cebadores, y la reacciéon en cadena por la polimerasa (en adelante, abreviada con las siglas PCR),
pudiendo utilizarse estas técnicas de manera independiente 0 mediante combinaciones adecuadas de las mismas.
Por ejemplo, puede introducirse una variacién segun un procedimiento descrito en un libro (Sambrook et al., Eds.,
“Molecular Cloning, A Laboratory Manual”, 22 edicion, 1989, Cold Spring Harbor Laboratory; Muramatsu S., Ed.,
“Labomanual Genetic Engineering”, 1988, Maruzen Co., Ltd.) o mediante la modificaciéon de estos métodos, y puede
asimismo utilizarse la técnica de Ulmer (Ulmer, K. M., Science, 1983, vol. 219, pags. 666-671).

Como otro ejemplo del ADN utilizado en la presente invencién, también es posible mencionar un ADN que se hibrida
en condiciones rigurosas con el ADN descrito anteriormente. Las condiciones de hibridacién pueden ser, por
ejemplo, de acuerdo con un procedimiento descrito en un libro (Sambrook et al., Eds., “Molecular Cloning, A
Laboratory Manual”, 22 edicién”, 1989, Cold Spring Harbor Laboratory) u otros similares. Mas especificamente, la
expresion “en condiciones rigurosas” se refiere, por ejemplo, a condiciones de calentamiento a 42°C en una solucion
que contenga 6 x SSC, SDS al 0,5% y formamida al 50%, y lavado, a continuacion, a 68°C en una solucién que
contenga 0,1 x SSC y SDS al 0,5%. Mientras que estas moléculas de ADN sean moléculas de ADN que se hibriden
con el presente ADN, no es necesario que sean moléculas de ADN con la secuencia complementaria de la misma.
Preferentemente, el ADN es un ADN que codifica una proteina con la funcién descrita anteriormente.

Todavia otra forma del ADN utilizado segun la presente invencién puede ser un fragmento de ADN que comprende
una secuencia parcial de bases que esta presente en una region designada del ADN descrito anteriormente. Como
ejemplo preferido de este tipo de region, es posible mencionar una regién que codifica un fragmento que incluye un
sitio en el que actta un ligando que es un fragmento de una proteina codificada por el presente ADN. Un fragmento
de ADN que comprende una secuencia parcial de bases que esta presente en una region que codifica un fragmento
que incluye un sitio en el que actda un ligando puede utilizarse en la produccién de un fragmento que incluye un sitio
en el que actua el ligando. Un fragmento que incluye un sitio en el que actua un ligando es util para detectar una
accién de un ligando con respecto a la presente proteina, por ejemplo, la unidén entre la presente proteina y el
ligando, o identificar un compuesto que estimula o inhibe la accion. De forma alternativa, el fragmento es util para
identificar un compuesto con la misma accién que un ligando con respecto a la presente proteina, es decir, un
agonista. La unidad minima de este tipo de fragmento de ADN comprende preferentemente cinco o mas nucleétidos
consecutivos en la regién, mas preferentemente diez o0 mas nucleotidos, y todavia més preferentemente 20 o mas
nucleétidos. Estos fragmentos de ADN se pueden preparar de acuerdo con un procedimiento conocido de sintesis
quimica mediante la designacion de un fragmento con la secuencia diana segun la informacién de la secuencia de
bases del presente ADN. Como procedimiento sencillo y adecuado para preparar los fragmentos de ADN se puede
utilizar un sintetizador de ADN/ARN automatizado. Los presentes fragmentos de ADN pueden utilizarse como
cebadores o sustancias para detectar el presente ADN, o como cebadores para producir el presente ADN. El
cebador esta compuesto preferentemente de entre 15 y 30 nucleétidos, y mas preferentemente de entre 20 y 25
nucleédtidos. La sustancia estd compuesta preferentemente de entre 8 y 50 nucleétidos, mas preferentemente de
entre 17 y 35 nucledtidos, y ain mas preferentemente de entre 17 y 30 nucleétidos. Si la longitud de un cebador o
una sustancia es mayor que la longitud adecuada, la especificidad disminuira debido a un aumento de la hibridacion
falsa. Ademas, si la longitud es menor que la longitud adecuada, la especificidad disminuira debido a la incidencia de
desapareamientos. Cuando el presente fragmento de ADN es un fragmento de ADN complementario de una cadena
codificante que codifica una proteina, puede utilizarse como un oligonucle6tido antisentido que inhibe la expresién
del presente ADN. Puesto que es conocido que, en general, un fragmento de ADN compuesto de aproximadamente
20 nucleétidos puede inhibir la expresion de un gen, el oligonucleétido antisentido esta compuesto preferentemente
de 15 0 mas nucleétidos, y mas preferentemente de 20 o mas nucledtidos.

El ADN utilizado en la presente invencién puede obtenerse facilmente mediante una técnica conocida de ingenieria
genética (consultese Sambrook et al., Eds., “Molecular Cloning, A Laboratory Manual”, 22 edicién, 1989, Cold Spring
Harbor Laboratory; Muramatsu S., Ed., “Labomanual Genetic Engineering”, 1988, Maruzen Co., Ltd.) basada en la
informacién de secuencia con respecto a un ejemplo especifico de la misma descrita segun la presente invencion,
por ejemplo, el ADN que comprende la secuencia de bases representada por la secuencia SEC ID n® 1 del listado de
secuencias.

Mas especificamente, el ADN utilizado en la presente invencidon puede obtenerse mediante la preparacién de una
genoteca de ADNc segUln un procedimiento ordinario de un origen adecuado en el que se confirma la expresion del
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ADN de la presente invencion, y, a continuacion, la seleccién de un clon deseado de la genoteca utilizando una
sustancia o cebador adecuado que sea especifico del ADN. Entre los ejemplos de origenes de ADNc se incluyen
diversas células o tejido donde la expresion del presente ADN se confirma, o células cultivadas derivadas de éstas,
como, por ejemplo, células de cerebro humano o similares. El aislamiento del ARN total de estos origenes, el
aislamiento y la purificacion de ARNm, la obtencion de ADNc y la clonaciéon del mismo y demas procedimientos
similares pueden efectuarse segin un procedimiento ordinario. También es posible utilizar una genoteca de ADNc
construida a partir de polyA *ARN derivado de cerebro humano, cerebro fetal o hipocampo cerebral. Un
procedimiento para seleccionar un clon deseado de una genoteca de ADNc tampoco se limita particularmente, y es
posible utilizar un procedimiento habitual. Entre los ejemplos del mismo se incluyen un procedimiento de hibridacion
de placas o procedimiento de hibridacion de colonias que utiliza una sustancia que se une de forma selectiva a la
secuencia diana de ADN, o una combinacién de estos métodos. La sustancia utilizada en este caso, aunque en
general es posible utilizar un ADN o similar que haya sido sintetizado quimicamente segun la informacién asociada a
la secuencia de bases del presente ADN, puede ser, preferentemente, el presente ADN o un fragmento del mismo
que se haya obtenido previamente. Como sonda de este tipo también se puede utilizar un cebador codificante y
cebador antisentido que se hayan concebido segun la informacién de secuencia de bases del presente ADN.

La seleccion de un clon diana de una genoteca de ADNc puede efectuarse, por ejemplo, mediante la confirmacion
de una proteina de expresion para cada clon utilizando un sistema conocido de expresion de proteinas, utilizando la
funcién biolégica como indicador.

Ademas, es posible utilizar favorablemente un procedimiento de amplificacion de ADN/ARN segun la PCR (Ulmer, K.
M., Science, 1983, vol. 219, pags. 666-671; Ehrlich, H. A., Ed., “PCR Technology. Principles and Applications for
DNA Amplification”, 1989, Stockton Press; Saiki, R. K., et al., Science, 1985, vol. 230, pags. 1350-1354) para
obtener el ADN de la presente invencion. Cuando es dificil obtener ADNc completo de una genoteca de ADNc, es
posible utilizar favorablemente un procedimiento RACE (Jikken Igaku (Experimental Medicine), 1994, vol. 12, n® 6,
pag. 35), y especialmente el procedimiento 5-RACE (Frohman, M. A., Proceedings of The National Academy of
Sciences of The United States of America, 1988, vol. 85, n® 23, pags. 8.998-9.002) o similares. Los cebadores que
se vayan a utilizar para la PCR pueden disefiarse adecuadamente segun la informacion de secuencia de bases del
ADN, y obtenerse mediante sintesis seglin un procedimiento ordinario. El aislamiento y la purificacién de fragmentos
de ADN/ARN amplificados puede efectuarse segln un procedimiento ordinario. Por ejemplo, el aislamiento y la
purificaciéon de fragmentos de ADN/ARN amplificados puede efectuarse mediante electroforesis en gel o
procedimientos similares.

La determinacion de la secuencia de bases del ADN obtenido de esta forma se puede efectuar mediante un
procedimiento ordinario, por ejemplo, el procedimiento de terminacién de cadena dideoxi (Proceedings of The
National Academy of Sciences of The United States of America, 1977, vol. 74, pags. 5.463-5.457) o el procedimiento
de Maxam-Gilbert (Methods in Enzymology, 1980, vol. 65, pags. 499-), o simplemente utilizando convenientemente
un equipo de secuenciacién o similar comercializado.

Aunque el ADN utilizado en la presente invencién procede de humanos, dentro del alcance de la presente invencion
también se incluye el ADN de un mamifero que codifica una proteina con funciones bioldgicas que son equivalentes
a las de una proteina codificada por el presente ADN y que también presenta una homologia estructural con el
presente ADN, como el ADN de ratén, caballo, oveja, vaca, perro, mono, gato, 0so, rata o conejo.

El ADN utilizado en la presente invencion también puede ser un ADN del lado del extremo 5' o el lado del extremo 3'
al cual un gen o mas de, por ejemplo, enzimas como glutatién S-transferasa (GST), B-galactosidasa, peroxidasa de
rabano (HRP) o fosfatasa alcalina (ALP), o péptidos tag como His-tag, Myc-tag, HA-tag, FLAG-tag o Xpress-tag
estan unidos, siempre que la funcién del mismo, por ejemplo, la expresion de la proteina codificada por el ADN o la
funcién de la proteina expresada, no esté inhibida. La union de estos genes se puede efectuar mediante una técnica
de ingenieria genética habitualmente utilizada, y es util para facilitar la deteccion de un gen o ARNm.

(Vector)

También se utiliza un vector recombinante que contiene el ADN utilizado en la presente invencion. El vector
recombinante se puede obtener mediante la insercién del presente ADN en un ADN vector adecuado.

El vector recombinante que contiene el ADN puede ser cualquier tipo de vector recombinante, siempre que sea un
vector recombinante en el que se incorpore el presente ADN. El ADN vector no se limita especialmente siempre que
se pueda replicar dentro de un huésped, y se pueda seleccionar adecuadamente segun el tipo de huésped y la
finalidad del uso. Es posible extraer el ADN vector de una sustancia que exista en la naturaleza, o utilizar aquél en el
que se haya eliminado una parte de un segmento de ADN que no sea un segmento necesario para la replicacion.
Como ejemplos habituales, se pueden mencionar los ADN vectores derivados de plasmidos, bacteriéfagos o virus.
Entre los ejemplos de ADN de plasmidos se incluyen los plasmidos derivados de Escherichia coli, los plasmidos
derivados de Bacillus subtilis, y los plasmidos derivados de la levadura. Entre los ejemplos de ADN de bacteri6fagos
se incluyen los fagos A. Entre los ejemplos de ADN vector derivado de virus se incluyen los vectores derivados de
virus animales como los retrovirus, los virus de la vaccinia, los adenovirus, los papovavirus, los SV 40, los virus de la
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viruela aviar, y los virus de la enfermedad de Aujeszky, o los vectores derivados de virus de insectos como el
baculovirus. Otros ejemplos incluyen un ADN vector derivado de un transposén, un elemento de insercién, o un
elemento de cromosoma de levadura. Allternativamente, es posible utilizar un ADN vector obtenido mediante la
combinacion de dos o mas de estos elementos, por ejemplo, un ADN vector (c6smido, fagémido o similar) producido
por la combinacién de elementos genéticos de un plasmido y un bacteriéfago. Ademas, también es posible utilizar un
vector de expresién, un vector de clonacién o similar de acuerdo con el objetivo.

Es necesario que se incorpore un gen al vector de forma que se ejerza la funcién diana del gen, y el vector debe
comprender por lo menos la secuencia génica diana y un promotor. Ademas de estos elementos, segun se desee,
es posible incorporar al ADN vector una secuencia genética que contenga informacion relacionada con la replicacion
y el control, por ejemplo, una secuencia genética o una pluralidad de las mismas combinadas segin un
procedimiento conocido seleccionadas de entre el grupo constituido por una secuencia de unién de ribosomas,
secuencia de sefal terminadora, elemento cis como un potenciador, sefial de corte y empalme y marcador Unico.
Como marcador selectivo, por ejemplo, pueden mencionarse el gen dihidrofolato reductasa, el gen resistente a la
ampicilina y el gen resistente a la neomicina.

Un procedimiento conocido puede aplicarse a un procedimiento para incorporar la secuencia génica de interés en el
ADN vector. Por ejemplo, puede utilizarse un procedimiento en el que la secuencia génica de interés se trate con
una enzima de restriccion que se escinda en un sitio especifico, posteriormente se mezcle con un ADN vector
tratado de forma similar y finalmente se reconecte usando una ligasa. Alternativamente, también puede obtenerse el
vector recombinante deseado ligando un ligador adecuado a la secuencia génica de interés, e insertando esto a
continuacién en una region de clonacion multiple de un vector adecuado a tal propésito.

(Transformante)

En la presente invencién también se utiliza un transformante obtenido introduciendo en un huésped el ADN vector
que contiene el ADN utilizado en la presente invencion. Al utilizar un vector de expresion como ADN vector, el
presente ADN puede expresarse, y también puede producirse una proteina codificada por el ADN. También es
posible introducir en el transformante uno o mas ADN vectores que contengan un gen deseado distinto del presente
ADN.

Como huésped, es posible utilizar tanto procariontes como eucariontes. Entre los ejemplos de procariontes se
incluyen las bacterias pertenecientes a Escherichia, como Escherichia coli, las bacterias pertenecientes a Bacillus,
como Bacillus subtilis, las bacterias pertenecientes a Pseudomonas, como Pseudomonas putida, y las bacterias
pertenecientes a Rhizobium, como Rhizobium meliloti. Entre los ejemplos de eucariontes se incluyen levaduras
como Saccharomyces cerevisiae y Schizosaccharomyces pombe, células de insectos como Sf9 y Sf21, y células
animales como células de rindn de mono (células COS, células Vero), células de ovario de hamster chino (células
CHO), células L de raton, células GH3 de rata, células FL humanas o células EBNA 293, y oocitos Xenopus laevis.
Preferentemente, se usan células animales.

La introduccion del ADN vector en la célula huésped puede efectuarse conforme a un procedimiento conocido, por
ejemplo, mediante la aplicacion de un procedimiento estandar descrito en un libro (Sambrook et al., Eds., “Molecular
Cloning, A Laboratory Manual”, 22 Edicién, 1989, Cold Spring Harbor Laboratory). Aunque es posible mencionar el
procedimiento que integra el gen en el cromosoma como un procedimiento preferido con respecto a la estabilidad
del gen, es posible utilizar como procedimiento simple un sistema de replicaciéon autébnomo que utilice un gen
extranuclear. Como procedimientos especificos, es posible mencionar la transfeccion de fosfato célcico, la
transfeccion mediada por DEAE dextrano, la microinyeccion, la transfeccién mediada por lipidos cationicos, la
electroporacion, la transduccion, la carga de raspaduras, la infeccién y la introduccion balistica.

Al utilizar una célula animal como huésped, preferentemente el vector recombinante puede experimentar una
replicacién auténoma dentro de la célula y también esta constituido por un promotor, un sitio de empalme de ARN,
un gen diana, un sitio poliadenilatado y una secuencia de terminacion de transcripcién. Si se desea, también es
posible que contenga un origen de replicacion. Como promotor, es posible utilizar el promotor SRa, el promotor SV
40, el promotor LTR, el promotor CMV y similares, y también es posible utilizar un promotor de gen precoz de
citomegalovirus. Como procedimiento para introducir el vector recombinante en una célula animal se usa,
preferentemente, por ejemplo, la electroporacion, la técnica de fosfato célcico, la lipofeccion o similares.

Al utilizar un procarionte como huésped, preferentemente el vector recombinante puede experimentar una
replicacién auténoma dentro de la bacteria y esta asimismo constituido por un promotor, una secuencia de union
ribosémica, el gen diana y una secuencia de terminacién de transcripcion. También es posible que contenga un gen
que regula el promotor.

Al utilizar bacterias como huésped, el promotor no se encuentra particularmente limitado y es posible utilizar
cualquier promotor siempre que se pueda expresar en un huésped como Escherichia coli. Por ejemplo, es posible
mencionar un promotor derivado de Escherichia coli o un fago, como el promotor trp, el promotor lac, el promotor PL
o el promotor PR. Resulta asimismo posible utilizar un promotor disefiado y modificado artificialmente como el
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promotor tac. El procedimiento para introducir un vector recombinante en las bacterias no se limita particularmente
siempre que sea un procedimiento que introduzca el ADN en las bacterias. Sus ejemplos preferidos comprenden un
procedimiento en el que se use i6n calcio, electroporacion o similares.

Al utilizar levadura como huésped, el promotor no se encuentra particularmente limitado y es posible utilizar
cualquier promotor siempre que se pueda expresar en la levadura. Sus ejemplos comprenden el promotor gali, el
promotor gal10, el promotor de la proteina de choque térmico, el promotor MFa1, el promotor PHO5, el promotor
PGK, el promotor GAP, el promotor ADH, y el promotor AOX1. El procedimiento para introducir un vector
recombinante en la levadura no se limita particularmente siempre que sea un procedimiento que introduzca el ADN
en la levadura. Sus ejemplos preferidos comprenden un procedimiento que utiliza electroporacién, esferoplastos,
acetato de litio o similares.

Al utilizar una célula de insecto como huésped, los ejemplos preferidos de procedimientos para introducir un vector
recombinante incluyen la técnica de fosfato célcico, la lipofeccion y la electroporacion.

Como ejemplo especifico de transformante de la presente invencion, es posible mencionar la linea celular HA-
ph01207#10-6. La linea celular HA-ph01207#10-6 es una linea celular establecida mediante la transfeccion de la
linea celular CHO-K1 con un vector que permite la expresion del ADN que comprende la secuencia de bases del
ORF del ADN representado por la secuencia de bases descrita en la secuencia SEC ID n? 1 de la que se excluye un
segmento que previsiblemente codifica una secuencia de sefal (20 residuos de aminodcidos del extremo N de la
secuencia de aminoacidos representada por la secuencia SEC ID n? 2), como una proteina de fusién HA-tag de
extremo N. La linea celular HA-ph01207#10-6 expresa de forma estable la proteina de fusién HA-tag de extremo N.
En el ejemplo 2 se describe con mayor detalle un procedimiento especifico para producir esta linea celular.

La linea celular HA-ph01207#10-6 se deposité en el International Patent Organism Depositary del National Institute
of Advanced Industrial Science and Technology de Japén el 19 de agosto de 2004 con el nimero de registro FERM
BP-10101. La existencia de esta linea celular se confirm6 experimentalmente en el International Patent Organism
Depositary el 22 de septiembre de 2004.

(Proteina)
También se utiliza una proteina codificada por el ADN utilizado en la presente invencion.

Como forma especifica de la proteina utilizada en la presente invencion, es posible mencionar, por ejemplo, la
proteina que comprende la secuencia de aminodcidos representada por la secuencia SEC ID n® 2 del listado de
secuencias. Esta proteina presenta tres dominios TSP-1 y presenta asimismo un dominio GPS y un dominio 2 de la
familia GPCR (dominio de transmembrana de siete dominios). Los tres dominios TSP-1 comprenden
respectivamente, en la secuencia de aminoacidos representada por la secuencia SEC ID n? 2, la regiéon desde la
histidina (His) en la posiciéon 297 hasta la prolina (Pro) en la posicién 350, la regién desde el acido glutamico (Glu) en
la posicion 352 hasta la prolina (Pro) en la posicién 405, y la regién desde el acido aspartico (Asp) en la posicion 408
hasta la prolina (Pro) en la posicion 461. Los siete dominios de transmembrana comprenden respectivamente, en la
secuencia de aminoacidos representada por la secuencia SEC ID n® 2, la region desde la valina (Val) en la posicién
870 hasta la fenilalanina (Phe) en la posicién 890, la region desde la serina (Ser) en la posicion 899 hasta la glicina
(Gly) en la posicién 919, la region desde la valina (Val) en la posicién 928 hasta la leucina (Leu) en la posicién 948,
la regiéon desde la arginina (Arg) en la posicién 970 hasta la treonina (Thr) en la posicion 990, la regién desde la
alanina (Ala) en la posicién 1012 hasta la fenilalanina (Phe) en la posicion 1032, la regién desde la leucina (Leu) en
la posicion 1087 hasta la alanina (Ala) en la posicion 1107, y la regién desde la valina (Val) en la posicién 1114 hasta
la valina (Val) en la posicion 1134.

Otra forma de la proteina utilizada en la presente invencién es una proteina que contiene la secuencia de
aminoacidos representada por la secuencia SEC ID n° 2.

Otra forma de proteina utilizada en la presente invencion es una proteina con una homologia de secuencia con la
presente proteina, y con una similitud o similar con las caracteristicas estructurales o la funcién bioldgica de la
presente proteina.

Una homologia de secuencia adecuada suele ser una homologia del 50% o mas con la secuencia completa de
aminoacidos, y preferentemente es de por lo menos el 70%. Mas preferentemente, la homologia de secuencia es
mas del 70%, mas preferentemente es del 80% o superior, y aun mas preferentemente es del 90% o superior.
Preferentemente, la homologia de secuencia en un dominio de transmembrana de siete dominios o un dominio TSP-
| es de por lo menos el 70%, preferentemente de mas del 70%, mas preferentemente de aproximadamente el 80% o
superior, y aun mas preferentemente es del 90% o superior, y resulta preferido que estos dominios presenten una
funcién de la misma, por ejemplo, una funcién que localice una proteina que incluya el dominio en una membrana o
una funcién de inhibicion de la angiogénesis.

Los ejemplos de este tipo de proteina comprenden una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos con
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una variacion que incluye una delecién, sustitucion, adicion o insercion con uno 0 mas aminoacidos, por ejemplo, 1 a
100, preferentemente 1 a 30, mas preferentemente 1 a 20, aun mas preferentemente 1 a 10, y, todavia mas
preferentemente, entre uno y varios aminoacidos en la secuencia de aminoacidos representada por la secuencia
SEC ID n? 2 y con la funcién bioldgica mencionada anteriormente. El grado de variacion de los aminodacidos y las
posiciones y similares de los mismos no estan especialmente limitados, siempre que la proteina con la variacion
tenga una funcién homogénea con respecto a la proteina que comprende la secuencia de aminoacidos representada
por la secuencia SEC ID n® 2.

Una proteina con la variacion puede ser una proteina producida de forma natural mediante, por ejemplo, una
mutaciéon o una modificacion postraduccional, o puede ser una proteina obtenida mediante la introduccién de una
mutacién basada en un gen que existe en la naturaleza. Se conocen las técnicas para introducir una variacién, por
ejemplo, la mutagénesis dirigida, la recombinacion homéloga genética, la extensién de cebadores, y la PCR,
pudiendo utilizarse estas técnicas de manera independiente 0 mediante combinaciones adecuadas de las mismas.
Por ejemplo, puede introducirse una variacién segun un procedimiento descrito en un libro (Sambrook et al., Eds.,
“Molecular Cloning, A Laboratory Manual”, 22 edicién, 1989, Cold Spring Harbor Laboratory; Muramatsu Masami,
Ed., “Labomanual Genetic Engineering”, 1988, Maruzen Co., Ltd.) o mediante la modificacion de estos métodos, y la
técnica de Ulmer (Ulmer, K. M., Science, 1983, vol. 219, pags. 666-671) también puede utilizarse. Al introducir una
variacion, desde el punto de vista que consiste en no alterar las propiedades fundamentales (propiedades fisicas,
funcion, actividad fisiologica, actividad inmunol6gica o similares) de la proteina, por ejemplo, se puede suponer
facilmente la sustitucion mutua entre aminoacidos homoélogos (aminoacidos polares, aminoacidos no polares,
aminoacidos hidréfobos, aminodacidos hidréfilos, aminoacidos cargados positivamente, aminoacidos cargados
negativamente y aminoacidos aromaticos y similares).

Todavia otra forma de la proteina utilizada en la presente invencion puede ser un fragmento que comprende una
secuencia parcial de aminoacidos que esta presente en una regién designada de la proteina descrita anteriormente.
Como ejemplo preferido de este fragmento, es posible mencionar un fragmento que incluya un sitio en el que un
ligando actia en la presente proteina. Un fragmento que incluye un sitio en el que actda un ligando es util para
detectar la accién del ligando con respecto a la presente proteina, por ejemplo, para detectar la unién entre la
presente proteina y el ligando, o identificar un compuesto que estimula o inhibe la accién. Alternativamente, el
fragmento es Util para identificar un compuesto con una accién similar que un ligando con respecto a la presente
proteina, es decir, un agonista. El fragmento también puede utilizarse como un antigeno, con el fin de producir un
anticuerpo frente a la proteina. Este tipo de fragmento comprende preferentemente, como unidad minima, cinco o
mas aminodacidos consecutivos, mas preferentemente ocho o mas, ain mas preferentemente doce o mas, y todavia
mas preferentemente quince o mas aminoacidos consecutivos. Estos fragmentos se pueden preparar de acuerdo
con un procedimiento conocido de sintesis quimica mediante la designacion de un fragmento con la secuencia diana
segun la informacion de la secuencia de aminoéacidos de la presente proteina.

Aunque la proteina utilizada en la presente invencién procede de humanos, también es posible utilizar en la presente
invencion una proteina procedente de mamiferos, que tenga funciones equivalentes y una homologia estructural con
la presente proteina, por ejemplo, una proteina derivada del ratén, del caballo, de la oveja, de la vaca, del perro, del
mono, del gato, de la rata o del conejo.

Una proteina utilizada en la presente invencién puede ser una proteina preparada a partir de una célula o una
muestra bioldgica en la que un gen que codifica la presente proteina se ha expresado mediante una técnica de
ingenieria genética, puede ser un producto sintético de un sistema libre de células o un producto obtenido mediante
sintesis quimica, o una sustancia obtenida mediante la purificaciéon de un producto obtenido de éstas. La presente
proteina también puede ser una proteina que se expresa en una célula que incluye el gen que codifica la presente
proteina. La célula puede ser un transformante obtenido mediante transfeccion con un vector que contiene el gen
que codifica la presente proteina.

Un grupo carboxilo o un grupo amino constitutivo o similar de la proteina segun la presente invencion también puede
ser modificado hasta el punto de no modificar de manera notoria la funcion de la misma, por ejemplo, mediante una
modificacién de amidacion o similar. Ademas, es posible que la proteina sea tal que fuera etiquetada mediante la
unién de una proteina distinta o una operacion similar de forma directa o indirecta mediante un péptido de unién o
similar, utilizando una técnica de ingenieria genética o similar, al lado del extremo N o al lado del extremo C del
mismo. Resulta preferido el etiquetado que no inhibe las propiedades fundamentales de la presente proteina. Los
ejemplos de la proteina o similares que se pueden unir comprenden, por ejemplo, enzimas como GST, (-
galactosidasa, HRP o ALP, péptidos de etiqueta como His-tag, Myc-tag, HA-tag, FLAG-tag o Xpress-tag, sustancias
fluorescentes como isotiocianato de fluoresceina o ficoeritrina, proteina de unién a la maltosa, fragmento Fc de
inmunoglobulina y biotina. También se puede efectuar el etiquetado, pero usando un isétopo radioactivo. La
sustancia utilizada para el etiquetado puede afnadirse de forma individual o en combinaciones de dos o mas.
Mediante los analisis de la propia sustancia utilizada en el etiquetado o de la funcién de la misma, la presente
proteina puede simplemente detectarse o purificarse o, por ejemplo, se puede detectar la interaccion entre la
proteina de la presente invencién y otra proteina.
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(Procedimiento para producir la proteina)

Para efectuar el procedimiento de la invencién es til un procedimiento para producir la proteina de la presente
invencion. La proteina utilizada en la presente invencion puede obtenerse, por ejemplo, mediante una técnica
ordinaria de ingenieria genética basada en la informacién de la secuencia de bases del gen que codifica la presente
proteina (véase Sambrook et al., Eds., “Molecular Cloning, A Laboratory Manual” 22 edicién, 1989, Cold Spring
Harbor Laboratory; Muramatsu Masami., Ed., “Labomanual Genetic Engineering”, 1988, Maruzen Co., Ltd.; Ulmer, K.
M., Science, 1983, vol. 219, pags. 666-671; Ehrlich, H. A., Ed., “PCR Technology. Principles and Applications for
DNA Amplification”, 1989, Stockton Press). Por ejemplo, la proteina puede obtenerse mediante la preparacion de
una genoteca de ADNc segun un procedimiento ordinario a partir de diversas células o tejido en el que la expresion
del presente ADN esta confirmada o células cultivadas derivadas de éstas, por ejemplo, cerebro humano,
amplificandose el gen que codifica la presente proteina utilizando un cebador adecuado que sea especifico del gen,
e induciendo la expresion del gen obtenido mediante una técnica conocida de ingenieria genética.

Mas especificamente, por ejemplo, la presente proteina puede producirse mediante el cultivo del transformante
segun la presente invencién, y la posterior recuperacion de la proteina de interés a partir del cultivo obtenido. El
cultivo del transformante puede efectuarse segun las condiciones de un cultivo conocido y el procedimiento de
cultivo mas adecuados a los huéspedes respectivos. El cultivo puede efectuarse utilizando la presente proteina que
es expresada por el transformante o una funcion de la misma como indicador. De manera alternativa, el cultivo
puede efectuarse utilizando la presente proteina o la cantidad de proteinas de la misma producida en el huésped o
fuera del huésped como indicador, o mediante un subcultivo o cultivo discontinuo, utilizando la cantidad de
transformante en el medio de cultivo como indicador.

Cuando la proteina diana se expresa en la célula del transformante o en la membrana celular, el transformante
puede interrumpirse para extraerse la proteina diana. Ademas, cuando la proteina diana se secreta fuera del
transformante, el medio de cultivo puede utilizarse tal y como esta o el medio de cultivo puede utilizarse después de
extraer el transformante mediante centrifugacion o similar.

Segln se desee, la proteina puede aislarse y/o purificarse a partir de un medio de cultivo utilizado para cultivar el
transformante o a partir del transformante, mediante diversos medios de aislamiento que utilizan sus propiedades
fisicas o propiedades quimicas. El aislamiento y/o la purificacion pueden efectuarse utilizando una funcién de la
presente proteina como indicador. Entre los ejemplos de procedimientos de aislamiento se incluyen el precipitado
por sulfato amonico, la ultrafiltraciéon, la cromatografia en gel, la cromatografia de intercambio de iones, la
cromatografia de afinidad, la cromatografia liquida de alto rendimiento, y la didlisis, y estos procedimientos pueden
se utilizados independientemente o en combinaciones adecuadas de los mismos. Preferentemente, como
procedimiento recomendado, un anticuerpo que sea especifico para la proteina de interés se prepara segun la
informacién de la secuencia de aminoacidos de la presente proteina para efectuar la adsorcion especifica utilizando
el anticuerpo, por ejemplo, cromatografia de afinidad utilizando una columna que une el anticuerpo.

Una proteina utilizada en la presente invencién también puede producirse segun un procedimiento ordinario de
sintesis quimica. Por ejemplo, la sintesis de fase sdlida, la sintesis de fase de solucion y similares son
procedimientos conocidos de sintesis quimica de proteinas, y es posible utilizar cualquiera de estos métodos. Estos
tipos de procedimientos de sintesis de proteinas incluyen mas especificamente el llamado procedimiento de
elongacion por etapas que une cada aminoacido de forma secuencial, uno a uno, para alargar una cadena basada
en la informacion de secuencias de aminoacidos, y un procedimiento de condensacién de fragmentos que
previamente sintetiza fragmentos que comprenden varios aminoacidos y posteriormente somete los fragmentos
respectivos a una reaccion de acoplamiento, y la sintesis de la presente proteina puede efectuarse mediante
cualquiera de estos métodos. Un procedimiento de condensacion utilizado para la sintesis de proteinas descrita
anteriormente también puede efectuarse segin un procedimiento ordinario, y los ejemplos comprenden el
procedimiento de azida, el procedimiento de anhidrido mezclado, el procedimiento DCC, procedimiento de éster
activo, el procedimiento de oxidacién-reduccion, el procedimiento DPPA (difenilfosforil azida), el procedimiento DCC
+ aditivo (1-hidroxibenzotriazol, N-hidroxisuccinamida, N-hidroxi-5-norbomane-2,3-dicarboxiimida y similares), y el
procedimiento de Woodward. Una proteina obtenida mediante sintesis quimica puede purificarse adecuadamente
segun diversos tipos de procedimientos comunes de purificacién, como los descritos anteriormente.

Una proteina utilizada en la presente invencion puede fragmentarse mediante la escisién de la proteina utilizando
una peptidasa adecuada y, como resultado, es posible obtener fragmentos de la proteina.

(Anticuerpo)

En la presente invencion también se utiliza un anticuerpo frente a la proteina utilizada en la presente invencion. El
anticuerpo se produce utilizando la presente proteina como antigeno. El antigeno puede ser la presente proteina o
un fragmento de la misma, y estd compuesta de por lo menos ocho aminodacidos, preferentemente de por lo menos
diez, mas preferentemente de por lo menos doce y ain mas preferentemente de quince o mas aminoacidos. Con el
fin de producir un anticuerpo que sea especifico de la presente proteina y/o un fragmento, se utiliza preferentemente
una regiéon que comprenda una secuencia de aminodacidos caracteristica de la presente proteina o un fragmento. La
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secuencia de aminoacidos de esta region no es necesariamente homéloga o idéntica a la secuencia de la presente
proteina o un fragmento de la misma, y resulta preferido un sitio que esté expuesto hacia afuera en la estructura
terciaria de la misma, e incluso si la secuencia de aminodacidos del sitio de exposicién no es continua en la estructura
primaria, es suficiente que la secuencia de aminoacidos sea continua con respecto al sitio de exposicién. El
anticuerpo no esta particularmente limitado siempre que pueda unirse especificamente o reconocer la presente
proteina y/o un fragmento de la misma inmunolégicamente. La presencia o ausencia de esta unién o reconocimiento
se puede determinar mediante una reaccion conocida de unién de antigeno-anticuerpo.

Es posible utilizar un procedimiento conocido de produccién de anticuerpos para la produccion del anticuerpo. Por
ejemplo, el anticuerpo puede obtenerse mediante la administracion del antigeno a un animal de forma independiente
o unido a un vehiculo en presencia o ausencia de un adyuvante, y la realizacién de la induccién inmunolégica como
la respuesta humoral y/o la respuesta celular. El vehiculo no se limita particularmente siempre que no exhiba en si
mismo una accién adversa frente al huésped y potencie la antigenicidad, y entre los ejemplos del mismo se incluyen
la celulosa, los aminoacidos poliméricos, la albumina y la hemocianina de lapa californiana. Entre los ejemplos de
adyuvantes se incluyen el adyuvante completo de Freund (FCA), el adyuvante incompleto de Freund (FIA), Ribi
(MPL), Ribi (TDM), Ribi (MPL + TDM), la vacuna de Bordetella pertussis, el muramil-dipéptido (MDP), el adyuvante
de aluminio (ALUM), y combinaciones de éstos. De entre los animales posibles para la inmunizacién, resulta
preferida la utilizacién de ratones, ratas, cabras, caballos o similares.

Es posible obtener un anticuerpo policlonal a partir del suero de un animal administrado con el antigeno mediante un
procedimiento conocido de recuperacion de anticuerpos. Como ejemplo preferido de procedimiento de recuperacion
del anticuerpo, es posible mencionar la cromatografia por inmunoafinidad.

Un anticuerpo monoclonal se puede producir mediante la recuperacion de células productoras de anticuerpos (por
ejemplo, linfocitos derivados del bazo o nédulos linfaticos) de un animal administrado con el antigeno, y la
introduccion de un medio de transformacion que utiliza las células conocidas de proliferacion permanente (por
ejemplo, la cepa de mieloma de la linea P3-X63-Ag8). Por ejemplo, las células productoras de anticuerpos y las
células en permanente proliferacion se fusionan mediante un procedimiento conocido para producir un hibridoma, el
hibridoma se clona para detectar un hibridoma que produzca un anticuerpo que reconozca especificamente la
proteina utilizada en la presente invencion, y el anticuerpo se recupera a continuacion de la solucién del cultivo de
dicho hibridoma.

Un anticuerpo monoclonal o policlonal asi obtenido que puede reconocer y unirse a la proteina de la presente
invencion puede utilizarse como anticuerpo para la purificacién de la presente proteina, reactivo o marcador de
etiquetado. En particular, un anticuerpo que inhibe la funciéon de la presente proteina, o un anticuerpo que se une a
la presente proteina y exhibe una accién de tipo ligando para la presente proteina puede utilizarse para la regulacion
funcional de la presente proteina. Estos anticuerpos son utiles para esclarecer, inhibir, mejorar y/o tratar diversos
tipos de enfermedades atribuibles a una anormalidad en la presente proteina y la funcién de la misma.

(Identificacién de ligandos)

También se describe un procedimiento para identificar un ligando de la proteina segun la presente invencion. Puesto
que la presente proteina es un nuevo receptor de proteina de membrana y podria inducirse una respuesta biolégica
celular del sobrenadante del cultivo celular HelLa al expresarse en células animales, se considera que un ligando del
receptor esta presente en el sobrenadante del cultivo celular HeLa.

Una caracteristica del procedimiento de identificacién de un ligando es el contacto de la sustancia que va a ser
examinada (en adelante denominada “sustancia de prueba”) con la proteina de la presente invencion. La proteina
utilizada en el procedimiento de identificacién puede ser una proteina expresada en la membrana celular de una
célula que incluye ADN que codifica la presente proteina. La célula puede ser un transformante obtenido mediante
transfeccion con un vector que incluye ADN que codifica la presente proteina.

El ligando diana puede obtenerse mediante la deteccion de la unién entre una sustancia de prueba y la proteina
mediante un procedimiento conocido de ensayo de union. Alternativamente, en un procedimiento de identificacion
que utiliza células que expresan la presente proteina, el ligando diana puede obtenerse mediante la determinacién
de la respuesta bioldgica de las células que es inducida cuando la sustancia de prueba contacta con la proteina.
Cuando la respuesta biolégica de la célula cuando la sustancia de prueba es contactada con la proteina cambia (se
estimula, tiene lugar, disminuye o desaparece) en comparacion con el caso en que no se produce contacto, puede
determinarse que la sustancia de prueba es un ligando o incluye un ligando. Entre los ejemplos especificos de
respuesta biologica de la célula se incluye un cambio en el potencial de la membrana celular o un cambio en la
concentracion intracelular de calcio. La medicion del potencial de la membrana celular o de la concentracion
intracelular de calcio se puede efectuar mediante un procedimiento conocido. Alternativamente, en un procedimiento
de identificacion que utilice células que expresen la presente proteina, el ligando diana puede obtenerse mediante la
medicion de la interaccién entre la presente proteina y una proteina de la familia MAGUK que utiliza la respuesta
biolégica como indicador. Cuando la interaccidn entre la presente proteina y una proteina de la familia MAGUK en la
célula cuando la sustancia de prueba se pone en contacto con la proteina cambia (se estimula o tiene lugar) en
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comparacion con el caso en que no se produce contacto, puede determinarse que la sustancia de prueba es un
ligando o incluye un ligando. La interaccion entre la presente proteina y una proteina de la familia MAGUK puede
detectarse mediante un procedimiento conocido como inmunoelectrotransferencia.

Como sustancia de prueba que puede ser un objeto para identificar un ligando, es posible mencionar, por ejemplo,
una muestra preparada a partir de una célula o un tejido donde fue observada la expresion del ADN utilizado en la
presente invencion. Alternativamente, diversos compuestos derivados de productos naturales o sintetizados pueden
considerarse como objeto.

Este tipo de procedimiento de identificacion es Util para determinar si un ligando esta incluido o no en una muestra.
El procedimiento de identificacién también puede utilizarse de forma efectiva en un proceso para la purificacion del
ligando de una muestra determinada para contener el ligando. Por ejemplo, al fraccionar y purificar una muestra
mediante cromatografia de filtracién en gel o similar, es posible determinar si un ligando esta incluido o no en el
producto de la fraccion.

(Ligando)

En la presente invencién se descubrid, mediante el procedimiento de identificacion descrito anteriormente, que CCK-
8S (SEC ID n® 14) actua como ligando del receptor de la proteina de membrana de la presente invencion. De forma
mas especifica, se observé un aumento de la concentracion intracelular de calcio mediante la accién de CCK-8S
(SEC ID n? 14) en la linea celular HA-ph01207#10-6 descrita anteriormente que expresaba de forma estable el ADN
de la presente invencién (véase el ejemplo 5). El grado de aumento de concentracion intracelular de calcio en la
linea celular provocado por 1 nM de CCK-8S (SEC ID n® 14) fue aproximadamente el mismo que el causado por el
ionéforo de calcio A23187 como control positivo. En las células de la linea celular CHO-K1 que no expresaron el
ADN de la presente invencion, no se observé este tipo de aumento en la concentracion intracelular de calcio
causado por CCK-8S (SEC ID n® 14). Entretanto, la linea celular HA-ph01207#10-6 no reacciond a un péptido (forma
no sulfatada de CCK-8, en adelante denominada “CCK-8NS”) en el que el séptimo residuo de tirosina del extremo C
no estaba sulfatado aunque el péptido era un octapéptido CCK constituido por la misma secuencia de aminoacidos
que CCK-8S (SEC ID n? 14). Ademas, la linea celular HA-ph01207#10-6 no reaccion6 a un tetrapéptido (CCK-4)
constituido por los residuos de aminoacidos hasta el cuarto residuo a partir del extremo C de CCK-8S (SEC ID n®
14). De forma mas especifica, no se observé un aumento en la concentracion intracelular de calcio provocada por 1
nM de CCK-8NS o 1 nM de CCK-4. De esta forma se aclar6 que la linea celular HA-ph01207#10-6 reacciona
especificamente a CCK-8S (SEC ID n? 14) y funciona como receptor de la proteina de membrana. Ademas, puesto
que la linea celular HA-ph01207#10-6 reaccioné a CCK-8S (SEC ID n? 14) pero no a CCK-8NS, se considero6 que el
hecho de que el séptimo residuo de tirosina del extremo C de la secuencia de aminoacidos de CCK-8S (SEC ID n®
14) esté sulfatado es importante para la accién del ligando de CCK-8S( SEC ID n® 14).

De esta forma, puesto que la baja concentracién de 1 nM de CCK-8S (SEC ID n? 14) indujo una respuesta bioldgica
de la linea celular HA-ph01207#10-6, se considerd que la CCK-8S (SEC ID n? 14) in vivo induce realmente una
respuesta bioldgica de las células a través de la proteina codificada por el ADN utilizado en la presente invencion. Es
decir, se consideré que CCK-8S (SEC ID n? 14) es uno de los ligandos in vivo del receptor funcional de proteina de
membrana utilizado en la presente invencion del que se predijo que era un GPCR. Ademas, el receptor de proteina
de membrana utilizado en la presente invencion mostrd una respuesta bioldgica (respuesta de ligando) incluyendo
un cambio en el potencial de membrana en un oocito de Xenopus laevis cuando se utilizé sobrenadante del cultivo
celular HeLa como fuente del ligando.

Ademas de CCK-8S (SEC ID n® 14), un péptido que comprenda una secuencia de aminoacidos con una sustitucién
de un aminoacido homélogo en la secuencia de aminoacidos de CCK-8S (SEC ID n? 14) y con una funcién
equivalente a CCK-8S también puede utilizarse como ligando del receptor de la proteina de membrana utilizado en
la presente invencion. La expresién “funcion equivalente a CCK-8S” se refiere a una funcion que induce una funcién
bioldgica del receptor de proteina de membrana de la presente invencion, a saber, a una funcién que induce una
respuesta bioldgica como un aumento de la concentracion intracelular de calcio o un cambio en el potencial de
membrana en una célula que expresa el receptor de la proteina de membrana utilizable en la presente invencion.
Puesto que el hecho de que el séptimo residuo de tirosina del extremo C de CCK-8S (SEC ID n® 14) esté sulfatado
se considera importante para la accion del ligando de CCK-8S (SEC ID n® 14), el residuo sulfatado de tirosina se
retiene en el ligando del receptor de la proteina de membrana utilizado en la presente invencién. Una proteina con la
sustitucion puede ser una proteina producida de forma natural mediante, por ejemplo, una mutacién o una
modificacién postraduccional, o puede ser una proteina obtenida mediante la introduccién de una sustitucién basada
en un gen que existe en la naturaleza. Las técnicas para introducir una sustitucion son conocidas, y pueden
utilizarse los procedimientos descritos anteriormente. Desde el punto de vista que consiste en no alterar las
propiedades fundamentales (propiedades fisicas, funciones, actividad fisioldgica, actividad inmunoldgica o similares)
de la proteina en cuestion, se puede suponer facilmente la sustitucion mutua entre aminoacidos homélogos
(aminoacidos polares, aminodcidos no polares, aminodacidos hidrofébicos, aminoacidos hidrofilicos, aminoacidos
cargados positivamente, aminoacidos cargados negativamente y aminoacidos aromaticos y similares). Ademas, la
CCK-8S (SEC ID n® 14), o los péptidos que incluyen un péptido que comprende una secuencia de aminoacidos con
una sustitucién de un aminoacido con un aminoacido homélogo en la secuencia de aminoacidos de CCK-8S (SEC
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ID n® 14) y con una funcién que induce un aumento de la concentracion intracelular de calcio o un cambio en un
potencial celular de membrana en una célula que exprese el ADN indicado anteriormente se incluyen en el &mbito
del ligando del receptor de la proteina de membrana de la presente invencién. En este tipo de péptido, se retiene el
residuo sulfatado de tirosina que esta presente en la séptima posicion del extremo C de CCK-8S.

Se han documentado dos tipos de GPCR como receptores CCK, el receptor CCK-A (también denominado “receptor
CCK1”) y el receptor CCK-B (también denominado “receptor CCK2"), (Herranz, R., Medicinal Research Reviews,
2003, vol. 23, n? 5, pags. 559-605, Review). Ambos son GPCR pertenecientes a la clase A (tipo rodopsina). En
receptor CCK-A se expresa con fuerza principalmente en los 6rganos digestivos, y se observa su expresion en una
parte del cerebro. La afinidad de ligandos del receptor CCK-A es fuerte en el orden de CCK-8S >> CCK-8NS,
gastrina > CCK-4. Aunque el receptor CCK-A reacciona con fuerza a CCK-8S (SEC ID n® 14), no se observa
especificidad del receptor CCK-A hacia el ligando. El receptor CCK-B se expresa ampliamente en el cerebro y en los
organos digestivos. La afinidad de ligandos del receptor CCK-B es fuerte en el orden de CCK-8S = CCK-8NS,
gastrina > CCK-4, lo que indica que presenta menor selectividad que el receptor CCK-A.

Se cree que el receptor de proteina de membrana de la presente invencién, que presenta una distribucion alta de la
expresion especificamente en el cerebro en comparacion con el receptor CCK-A que presenta una expresion baja en
el cerebro, participa principalmente en la accién del CCK en el sistema nervioso central. Ademas, debido a que
presenta una afinidad de ligandos distinta que la del receptor CCK-B para el que la expresion cerebral es elevada,
existe una posibilidad de que el receptor de la proteina de membrana utilizado en la presente invencién muestre una
actividad distinta hacia el receptor CCK-B en el cerebro. Se considera por tanto que el receptor de la proteina de
membrana utilizado en la presente invencion participa como receptor CCK en funciones fisiolégicas como la
analgesia, la sedacidn, la supresion de la ingestion, la memoria y el aprendizaje, donde la implicacion de CCK ya se
ha postulado. Ademas, se ha documentado que CCK muestra diversas acciones en los érganos digestivos, y
también se considera que es una sustancia de sefializacion que proporciona sensacién de saciedad a las neuronas
cerebrales. Se considera por lo tanto que CCK-8S, un elemento de la familia CCK, también actia como sustancia de
sefalizacion que proporciona una sensacion de saciedad a las neuronas cerebrales. Se considera que una
disminucion cuantitativa y funcional de CCK-8S provoca obesidad debido a una disminucién de la sensaci6n de
saciedad. Se cree que el receptor de la proteina de membrana de la presente invencion participa en este tipo de
obesidad como receptor CCK. Ademas, se ha documentado que, cuando CCK-8S se administra a pacientes de
diabetes, se estimula un aumento en las cantidades de insulina y se suprime el aumento de la cantidad de glucosa
poscibal (Bo, A. et al., The Journal of Clinical Endocrinology & Metabolism, 2000, vol. 85, pags. 1043-1048). Existe
por tanto la posibilidad de que el receptor funcional de la proteina de membrana utilizado en la presente invencion
esté relacionado con la diabetes. Asi, un agonista o antagonista del receptor de proteina de membrana utilizado en
la presente invencion puede aliviar una enfermedad o los sintomas que acomparien los problemas en este tipo de
funcién fisiolégica. Mas especificamente, un agonista o antagonista del receptor de proteina de membrana de la
presente invencion puede utilizarse como principio activo de un farmaco contra la ansiedad, una preparacion
analgésica o un agente preventivo y/o terapéutico para una enfermedad provocada por diversos tipos de
anormalidades del sistema nervioso central. Los ejemplos especificos de este tipo de enfermedades comprenden la
demencia, la enfermedad de Parkinson, el sindrome del panico, la drogodependencia, la obesidad, la diabetes y
similares.

Puesto que uno de los ligandos para el receptor de proteina de membrana de la presente invencion es, como se ha
descrito anteriormente, CCK-8S (SEC ID n® 14), se considera que el receptor de proteina de membrana utilizado en
la presente invencién participa en funciones neuroldgicas como la retenciébn memoristica, en la que se cree que
participa CCK-8S (SEC ID n® 14). Una disminucién en la cantidad y/o la funcién de CCK-8S (SEC ID n® 14) o la
desaparicion de la misma provoca la aparicion de sintomas patolégicos como dificultad en el uso de la memoria al
nivel consciente y su traduccion en acciones. Las enfermedades o los sintomas que acompafan a este tipo de
problemas en la funcion memoristica pueden aliviarse mediante un agonista del receptor de la proteina de
membrana utilizado en la presente invencion. Los ejemplos de este tipo de enfermedad comprenden las
enfermedades acompafiadas por problemas en la funcién neurolégica como la memoria, y como ejemplos
especificos es posible mencionar la demencia, la enfermedad de Alzheimer y similares.

(Procedimiento para identificar el compuesto)

Un aspecto de la presente invencién se refiere a un procedimiento de identificacion de un agonista del receptor de la
proteina de membrana de la presente invencion. Como procedimiento de identificacién de un agonista del receptor
de la proteina de membrana de la presente invencién es posible mencionar un método, por ejemplo, que
comprende, en un sistema de pruebas que utiliza un transformante que expresaba la presente proteina, la medicion
de un cambio en las funciones generadas en el transformante después de ponerse en contacto con el transformante
y un compuesto que se vaya a examinar (en adelante denominado “compuesto de prueba”), o en presencia del
compuesto de prueba. Mediante la deteccion de un cambio, como la reduccién, el aumento, la desaparicién, o la
aparicién, en una funcién del receptor de la proteina de membrana utilizado en la presente invencion en
comparacion con el resultado de la medida obtenido en ausencia del compuesto de prueba, es posible seleccionar
un agonista del receptor de la proteina de membrana utilizado en la presente invencién. Méas preferentemente, se
puede seleccionar un agonista mediante la medicion de un cambio funcional en el receptor de la proteina de
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membrana de la presente invencion provocado por un ligando del receptor de la proteina de membrana, por ejemplo,
CCK-8S (SEC ID n® 14), y la comparacién del cambio funcional. Preferentemente, el agonista es un compuesto que
provoca un cambio funcional en el receptor de proteina de membrana utilizado en la presente invencién que es
equivalente a un cambio funcional producido en el receptor de proteina de membrana mediante un ligando, por
ejemplo, CCK-8S (SEC ID n® 14). Es suficiente que un cambio funcional producido en el receptor de proteina de
membrana utilizado en la presente invencién mediante un agonista sea equivalente a un cambio funcional producido
en el receptor de proteina de membrana de la presente invencién mediante un ligando, por ejemplo, CCK-8S (SEC
ID n® 14), y es posible que exista un diferencia cuantitativa. Es suficiente que un cambio funcional producido en el
receptor de proteina de membrana utilizado en la presente invencidon mediante un agonista sea equivalente a un
cambio funcional producido en el receptor de proteina de membrana de la presente invencién mediante un ligando,
por ejemplo, CCK-8S (SEC ID n? 14). Preferentemente, se selecciona un agonista que induce un cambio funcional
igual. El cambio funcional del receptor de la proteina de membrana utilizado en la presente invenciéon puede medirse
mediante la utilizaciéon de un cambio en la respuesta biol6gica mediante el receptor de proteina de membrana de un
transformante como indicador. Por lo tanto, como cambio funcional que es equivalente con un cambio funcional
producido en el receptor de proteina de membrana utilizado en la presente invencién mediante un ligando, por
ejemplo, CCK-8S (SEC ID n® 14), es posible mencionar, por ejemplo, un aumento en la concentracion intracelular de
calcio mediante el receptor de proteina de membrana en un transformante. La medicion de un cambio en la
concentracion intracelular de calcio puede efectuarse utilizando un procedimiento conocido (véase el ejemplo 5).
Ademas, como cambio funcional que es equivalente con un cambio funcional producido en el receptor de proteina
de membrana utilizado en la presente invencién mediante un ligando, por ejemplo, CCK-8S (SEC ID n? 14), es
posible mencionar, por ejemplo, un cambio en el potencial de membrana mediante el receptor de proteina de
membrana en un transformante. La medicién de un cambio en el potencial de membrana puede efectuarse utilizando
un procedimiento conocido (véase el ejemplo 3). Con respecto al ligando, es posible utilizar tanto una muestra que
incluya el ligando o el propio ligando que se obtuvo mediante el procedimiento de identificacién de ligandos descrito
anteriormente. Puesto que se considera que CCK-8S (SEC ID n? 14) es un ligando in vivo de la presente proteina,
resulta preferido el uso de CCK-8S (SEC ID n? 14) como ligando. La CCK-8S (SEC ID n® 14) se puede producir
mediante un procedimiento ordinario de sintesis quimica. También puede sintetizarse usando un aparato de sintesis
de péptidos comercializado.

El procedimiento de identificacion de un agonista del receptor de proteina de membrana utilizado en la presente
invencion también puede efectuarse determinando si un compuesto obtenido mediante un procedimiento para
identificar un compuesto que se une con el receptor de proteina de membrana de la presente invencién induce o no
un cambio funcional en el receptor de proteina de membrana de la presente invencion utilizando el procedimiento de
identificacién descrito anteriormente.

Un procedimiento para identificar un compuesto que se une con el receptor de proteina de membrana utilizado en la
presente invencion puede llevarse a cabo segun un procedimiento en el que la proteina utilizada en la presente
invencion y un ligando de la proteina se someten a reaccion en presencia y en ausencia de un compuesto de prueba
para medir la unién entre la proteina y el ligando. Una proteina utilizada en el presente procedimiento de
identificacién puede ser una proteina que se expresé en la membrana celular de una célula que contiene ADN que
codifica la presente proteina. La célula puede ser un transformante obtenido mediante transfeccién con un vector
que contiene ADN que codifica la presente proteina. En el presente procedimiento de identificaciéon, un compuesto
que inhibe la unién entre la presente proteina y el ligando puede ser un compuesto que se une con la presente
proteina o un compuesto que se une con el ligando. La medicién de la unién entre la presente proteina y un ligando
de la proteina puede efectuarse utilizando diversos tipos de ensayos de unién usados en un sistema farmacéutico
ordinario de busqueda. Por ejemplo, la medicién de la unién puede efectuarse mediante la realizacion de una
reaccion de union entre el ligando y la presente proteina, y ensayando después el ligando que se une a la presente
proteina usando un anticuerpo antiligando. El anticuerpo antiligando que se une al ligando puede detectarse usando
un anticuerpo secundario etiquetado con HRP o biotina o similares. El ligando que se une a la presente proteina
también puede detectarse usando un anticuerpo antiligando etiquetado previamente con HRP o biotina o similares.
Alternativamente, el ligando que se une a la presente proteina puede ensayarse mediante la realizacion del
procedimiento de identificacion descrito anteriormente usando un ligando que se etiqueté previamente con la
sustancia de etiquetado deseada como ligando para su uso en la reaccion de union con la presente proteina, y la
posterior deteccion de la sustancia de etiquetado. Cualquier sustancia que se use en un ensayo de unién ordinario
se puede utilizar como la sustancia de etiquetado. Como procedimiento simple y adecuado, es posible utilizar un
isétopo radioactivo. Mediante la determinacion de la accion de un compuesto obtenido mediante este tipo de
procedimiento de identificacion con respecto a la respuesta biolégica de un transformante como se describe
anteriormente, es posible determinar si el compuesto induce o no un cambio funcional en el receptor de proteina de
membrana utilizado en la presente invencion. Si un cambio funcional en el receptor de proteina de membrana
utilizado en la presente invencién producido por el compuesto es equivalente con un cambio funcional producido en
el receptor de proteina de membrana utilizado en la presente invencion mediante un ligando, por ejemplo, CCK-8S
(SEC ID n® 14), puede determinarse que el compuesto es un agonista que se une al receptor de la proteina de
membrana utilizado en la presente invencién e induce una respuesta biolégica mediante el receptor de proteina de
membrana. En contraste, cuando un cambio funcional en el receptor de proteina de membrana utilizado en la
presente invencion no es producido por el compuesto, puede determinarse que el compuesto es un antagonista que
se une al receptor de proteina de membrana utilizado en la presente invencién pero que no induce una respuesta
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biolégica mediante el receptor de proteina de membrana, o es un compuesto que actta en un ligando para inhibir la
union entre el ligando y el receptor de la proteina de membrana.

Otro aspecto de la presente invencién se refiere a un procedimiento de identificaciéon de un compuesto que inhibe o
estimula la funcion de una proteina segun la presente invencién. El procedimiento de identificacién de un compuesto
que inhibe o estimula la funcién de la presente proteina puede efectuarse utilizando un sistema farmacéutico de
busqueda conocido usando por lo menos un elemento seleccionado del grupo constituido por la presente proteina,
ADN, vector recombinante, transformante, o anticuerpo. Segun el presente procedimiento de identificacion, es
posible efectuar la busqueda de un antagonista mediante el disefio de farmacos basado en la conformacion de la
proteina, la busqueda de un inhibidor o promotor de la expresion al nivel génico utilizando un sistema de sintesis de
proteinas, o la busqueda de una sustancia de reconocimiento de anticuerpos utilizando el anticuerpo.

La identificacion de un compuesto que inhibe o estimula una funcién de una proteina utilizada en la presente
invencion puede efectuarse, por ejemplo, permitiendo a la proteina y al compuesto de prueba que coexistan en un
sistema de prueba que puede medir la funcién de la presente proteina en condiciones que permiten la interaccion
entre la proteina y el compuesto de prueba, midiendo las funciones de los mismos, y detectando a continuaciéon un
cambio, como la disminucion, el aumento, la desaparicion o la aparicion, en las funciones de la proteina en
comparacioén con el resultado de medicién obtenido en ausencia del compuesto de prueba. Puesto que la proteina
en cuestion es un receptor de la proteina de membrana, como ejemplos de una funcién de la proteina es posible
mencionar la unién con un ligando, la activacion de un mecanismo intracelular de transduccién de sefales, y la
induccion de la respuesta celular. Otros ejemplos especificos incluyen la unién con CCK-8S (SEC ID n® 14) o la
interacciéon con una proteina de la familia MAGUK y similares. Una funcién de la proteina también puede medirse
utilizando una respuesta biolégica de una célula que expresa la proteina, por ejemplo, un cambio en el potencial de
la membrana celular o un cambio en la concentracién intracelular de calcio, como indicador. La mediciéon de una
funcion de la proteina también puede efectuarse mediante la deteccion directa de la funcién, o puede efectuarse, por
ejemplo, mediante la introduccién de una sefial como indicador de la funcién en un sistema de prueba y la deteccién
de la sefial. Como sefial, es posible utilizar un péptido de etiqueta como GST, His-tag, Myc-tag, HA-tag, FLAG-tag o
Xpress-tag, o una sustancia fluorescente o similares, y puede utilizarse cualquier sustancia de etiquetado siempre
que sea una sustancia que sea utilizada en un procedimiento ordinario para identificar un compuesto.

El efecto ejercido en una funciéon de una proteina utilizada en la presente invencién mediante el compuesto de
prueba puede determinarse mediante la comparacién de la funcién de la presente proteina en un caso en el que se
permitié que coexistiera con el compuesto de prueba y la funcién de la presente proteina en un caso en el que no se
permitié que coexistiera con el compuesto de prueba. Cuando la funcién de la presente proteina en el caso en el que
se le permite coexistir con el compuesto de prueba disminuye en comparacién con la funcién de la presente proteina
en el caso en el que no se le permite coexistir con el compuesto de prueba, puede determinarse que el compuesto
de prueba tiene una accién que inhibe la funcién de la presente proteina. En contraste, cuando la funciéon de la
presente proteina en el caso en el que se le permite coexistir con el compuesto de prueba aumenta en comparacion
con la funcién de la presente proteina en el caso en el que no se le permite coexistir con el compuesto de prueba,
puede determinarse que el compuesto de prueba tiene una accion que estimula o estabiliza la funcion de la presente
proteina.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a un procedimiento de identificacién de un compuesto que estimula
o inhibe la unién entre una proteina segun la presente invencion y un ligando de la proteina. El procedimiento de
identificacion puede efectuarse segun un procedimiento en el que la proteina de la presente invencién y un ligando
de la proteina reaccionan en presencia y ausencia de un compuesto de prueba para medir la unién entre la proteina
y el ligando. Otros ejemplos de procedimiento de identificacién incluyen un procedimiento que mide la unién entre la
proteina y el ligando de manera similar usando una célula que expresa la presente proteina o un transformante que
expreso la proteina, en el lugar de la presente proteina. Segun este tipo de procedimiento de identificacion, es
posible identificar un compuesto que inhibe la unién entre la presente proteina y un ligando de la proteina o un
compuesto que estimula la unién. Un compuesto que inhibe la unién entre la presente proteina y el ligando puede
ser un compuesto que se une con la presente proteina o un compuesto que se une con el ligando. Puesto que la
presente proteina es un receptor de membrana de la proteina, un compuesto que inhibe la unién entre la presente
proteina y el ligando de la proteina puede ser un compuesto que inhibe una funciéon del receptor de proteina de
membrana o un compuesto que estimula dicha funcién. Puede determinarse si el compuesto es un compuesto que
inhibe una funcién del receptor de proteina de membrana utilizado en la presente invencién o un compuesto que
estimula dicha funcién mediante la medicién de un cambio en la funcién del receptor de proteina de membrana
utilizado en la presente invenciéon causado por un ligando en presencia y ausencia del compuesto. Un compuesto
que estimula la unién entre la presente proteina y el ligando puede ser un compuesto que estimula una funcién del
receptor de la proteina de membrana utilizado en la presente invencién. Es posible determinar que el compuesto es
un compuesto que estimula una funcién del receptor de proteina de membrana utilizado en la presente invencion
mediante la medicion de un cambio en la funciéon del receptor de proteina de membrana utilizado en la presente
invencion causado por un ligando en la presencia y ausencia del compuesto.

Como procedimiento para medir una funcién de una proteina utilizada en la presente invencion, es posible
mencionar un procedimiento experimental que utiliza un transformante que expresaba la presente proteina que
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comprende el permitir que un ligando actie con respecto a la proteina tras ponerse en contacto con el transformante
y un compuesto de prueba, o en presencia del transformante y el compuesto de prueba, y midiendo a continuacién
un cambio en una respuesta bioldgica producida en el transformante. Este tipo de procedimiento de medicién puede
utilizarse para efectuar un procedimiento de identificacion de un compuesto que estimula o inhibe una funcién de la
presente proteina. Como ligando al que se permite actuar en la proteina, puede utilizarse una muestra que incluye el
ligando o el propio ligando que se obtuvo segun el procedimiento de identificacion de un ligando mencionado
anteriormente. Puesto que se considera que CCK-8S (SEC ID n® 14) es un ligando in vivo de la presente proteina,
resulta preferida la utilizaciéon de CCK-8S (SEC ID n? 14) como ligando. Mediante la deteccién de un cambio, como
una disminucion, un aumento, una desaparicién, o una aparicion, en la funcién en comparacion con un resultado de
medicién obtenido en ausencia del compuesto de prueba, es posible seleccionar un compuesto que inhibe o
estimula la funcion de la presente proteina. Entre los ejemplos de un cambio en una respuesta biolégica producida
en un transformante que expresaba la presente proteina se incluye un cambio en el potencial de la membrana
celular o un cambio en la concentracion intracelular de calcio y similares. Cuando un cambio en el potencial de la
membrana celular del transformante es amplificado por un compuesto o un cambio como un aumento de la
concentracién intracelular de calcio fue producido por el compuesto, puede determinarse que el compuesto estimula
la funcién de la presente proteina. Al contrario, cuando un cambio en el potencial de la membrana celular del
transformante es reducido por un compuesto o un cambio como una disminucion de la concentracidn intracelular de
calcio fue inducido por el compuesto, puede determinarse que el compuesto inhibe la funciéon de la presente
proteina. La medicion de un cambio en el potencial de la membrana celular o de un cambio en la concentracion
intracelular de calcio puede efectuarse utilizando un procedimiento conocido. Ademas, la medicion de una funcién de
la presente proteina puede efectuarse mediante la medicién de la interaccién con una proteina de la familia MAGUK.
La medicion de un cambio en la interaccién con una proteina de la familia MAGUK o la mediciéon de un cambio en la
unién con una proteina G puede efectuarse utilizando un procedimiento conocido.

Otro aspecto mas de la presente invencion se refiere a un procedimiento de identificacién de un compuesto que
puede afectar a la interaccion entre una proteina utilizada en la presente invencién y una proteina de la familia
MAGUK. La interaccion entre la presente proteina y una proteina de la familia MAGUK puede medirse, por ejemplo,
mediante la expresion de la presente proteina segun una técnica de ingenieria genética y la posterior deteccion de la
unién de la misma con una proteina de la familia MAGUK. Méas especificamente, una proteina de la familia MAGUK
se expresa, por ejemplo, como una proteina de fusion GST-tag segun una técnica de ingenieria genética, y después
se une a glutatién-sefarosa, después de lo cual la cantidad de la presente proteina que se une a ella puede
cuantificarse usando un anticuerpo contra la presente proteina, por ejemplo, un anticuerpo que se etiquetd con una
enzima como HRP o ALP, un isétopo radioactivo, una sustancia fluorescente o biotina o similares. Cuando la
presente proteina se fusiona con un péptido de etiqueta y se usa, la cantidad de unién puede determinarse usando
un anticuerpo antietiqueta. De forma natural, la presente proteina también puede etiquetarse directamente con la
enzima, el is6topo radioactivo, la sustancia fluorescente, o la biotina o similares descritos anteriormente.
Alternativamente, es posible utilizar un anticuerpo secundario que etiquetado con la enzima, el is6topo radioactivo, la
sustancia fluorescente, o la biotina o similares descritos anteriormente. Como posible alternativa, el ADN que
codifica la presente proteina y el ADN que codifica una proteina de la familia MAGUK pueden coexpresarse usando
una célula adecuada, donde la interaccion de las dos sustancias puede medirse mediante la deteccién de la unidn
entre las dos sustancias usando un procedimiento de purificaciéon por afinidad (pulldown).

Un procedimiento de identificacion de un compuesto que afecta la interaccion entre una proteina utilizada en la
presente invencion y una proteina de la familia MAGUK también puede efectuarse, por ejemplo, utilizando un
procedimiento de dos hibridos para introducir en una célula eucariética o levadura o similares un plasmido que
exprese la presente proteina y una proteina de unién al ADN como proteina de fusién, un plasmido que exprese una
proteina de la familia MAGUK y una proteina de activacion de la transcripcion como proteina de fusién, y un
plasmido que contenga un gen indicador como lacZ conectado a un gen promotor adecuado, y comparando la
cantidad de expresién del gen indicador cuando se le permite coexistir con el compuesto de prueba y la cantidad de
expresion del gen indicador en ausencia del compuesto de prueba. Cuando la cantidad de expresion del gen
indicador cuando se le permite coexistir con el compuesto de prueba ha disminuido en comparacién con la cantidad
de expresion del gen indicador en ausencia del compuesto de prueba, puede determinarse que el compuesto de
prueba tiene una acciéon que inhibe la union entre la presente proteina y la proteina de la familia MAGUK. En
contraste, cuando la cantidad de expresion del gen indicador cuando se le permite coexistir con el compuesto de
prueba ha aumentado en comparacién con la cantidad de expresion del gen indicador en ausencia del compuesto de
prueba, puede determinarse que el compuesto de prueba tiene una accion que estabiliza la unién entre la presente
proteina y la proteina de la familia MAGUK.

La identificacion de un compuesto que afecta la interaccion entre una proteina utilizada en la presente invencion y
una proteina de la familia MAGUK también puede efectuarse usando un sensor de resonancia de plasmén de
superficie como el sistema BIACORE.

Ademas, la identificacion de un compuesto que afecta la interaccién entre una proteina utilizada en la presente

invencion y una proteina de la familia MAGUK puede efectuarse usando un procedimiento que aplica un ensayo de
proximidad de centelleo (SPA) o una transferencia de energia de fluorescencia de resonancia (FRET).
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Los ejemplos especificos de una proteina de la familia MAGUK usados en el procedimiento de identificacion segun
la presente invencion comprenden DLG2, DLG3 y DLG4, o AIP1 y MAGI3. Siempre que no resulte afectada la
interaccion con la proteina de la presente invencion, la proteina de la familia MAGUK puede ser una en la que se
eliminé uno de sus segmentos o puede ser una a la que se le afadid6 una sustancia de etiquetado como otra
proteina.

Se describe en la presente memoria un procedimiento de identificacion de un compuesto que inhibe o estimula la
expresion de un ADN utilizado en la presente invencion. El procedimiento de identificacion puede efectuarse
permitiendo que el ADN y el compuesto de prueba coexistan en un sistema de prueba en el que es posible medir la
expresion del ADN, midiendo la expresién, y detectando después un cambio, como la disminucion, el aumento, la
desaparicion o la aparicién, en la expresion en comparacién con un resultado de medicién obtenido en un caso en el
que no se de coexistencia del compuesto de prueba. La medicién de la expresiéon de la proteina puede efectuarse
mediante la deteccién directa de una proteina codificada por el ADN, o puede efectuarse, por ejemplo, mediante la
introduccién de una sefial como indicador de la expresion en un sistema de prueba y la deteccién de la sefial. Como
sefal, es posible utilizar un péptido de etiqueta como GST, His-tag, Myc-tag, HA-tag, FLAG-tag o Xpress-tag, o una
sustancia fluorescente o similar.

La identificacion de un compuesto que afecta la expresion del ADN utilizado en la presente invencion también puede
efectuarse mediante, por ejemplo, la produccion de un vector en el que un gen indicador se conecta en lugar del
ADN en direccion 3' de una region de un promotor de un gen que incluye el presente ADN, el contacto de una célula,
por ejemplo, una célula eucariota, que contenga el vector con el compuesto de prueba, y la determinacién de la
presencia o ausencia, o de una modificacion, en la expresion del gen indicador. Un gen que suela utilizarse en un
ensayo indicador puede utilizarse como gen indicador y es posible mencionar, por ejemplo, un gen con una actividad
enzimatica como la luciferasa, la B-galactosidasa o la cloranfenicol acetiltransferasa. La deteccién de la expresién
del gen indicador puede efectuarse mediante la deteccion de la actividad del producto génico, por ejemplo, en el
caso de los genes indicadores ejemplificados anteriormente, la actividad enzimatica.

La identificacion de un compuesto que afecta la expresion del ADN utilizado en la presente invencion también puede
efectuarse contactando un transformante utilizado en la presente invencion y un compuesto de prueba en un sistema
de prueba que expresa una proteina que utiliza el transformante, y midiendo después la proteina expresada. Un
compuesto que inhibe o estimula la expresion del presente ADN puede seleccionarse mediante la deteccion de un
cambio, como la disminucion, el aumento, la desaparicion o la aparicion, en la expresion en comparacion con un
resultado de medicion obtenido en ausencia del compuesto de prueba. La deteccion de la presencia o ausencia, o
de un cambio, en la expresiéon de la proteina puede efectuarse de forma sencilla y adecuada utilizando como
indicador una funcién biolégica de la proteina que se va a expresar o una respuesta bioloégica de una célula a través
de la proteina, por ejemplo, la interaccién con una proteina de la familia MAGUK, un cambio en el potencial de la
membrana celular, o un cambio en la concentracidn intracelular de calcio que se produce cuando se permite que un
ligando actue en ella.

(Compuesto)

Los compuestos identificados de la forma descrita anteriormente pueden utilizarse como agonistas del receptor de
proteina de membrana utilizado en la presente invencion. Ademas, los compuestos obtenidos mediante los
procedimientos de identificacion descritos anteriormente pueden utilizarse como inhibidores, antagonistas,
promotores o estabilizadores o similares de una funcién de la proteina utilizada en la presente invencién, por
ejemplo, mediante la unién con un ligando, la activacién de la transduccion intracelular de sefales, o la induccién de
una respuesta celular. Ademaés, los compuestos también puede utilizarse como inhibidores de expresién o
promotores de expresion con respecto a la proteina anterior a nivel génico. Estos compuestos pueden prepararse
como medicamentos mediante la realizacién de mas examenes que consideren el equilibrio entre toxicidad y utilidad
biolégica. Ademas, puede anticiparse que estos compuestos produciran un efecto preventivo y/o un efecto
terapéutico para diversos tipos de sintomas patolégicos atribuibles a una anormalidad en una funcién de la presente
proteina y/o la expresién del ADN que codifica la proteina.

(Composicion farmacéutica)

La proteina, el ADN, el vector recombinante, el transformante, el anticuerpo, el ligando y el compuesto utilizados en
la presente invencién son Utiles como principios activos de un medicamento o composicién farmacéutica que se
basa en la inhibicién, antagonizacion, o estimulacién de una funcion y/o expresion de la presente proteina.

Se descubrié que la expresién de tejido del ADN que comprende la secuencia de bases representada por la SEC ID
n® 1 del listado de secuencias como una forma del ADN utilizado en la presente invencidn se encuentra
especificamente elevado en todo el cerebro, por ejemplo, el polo temporal, el cértex motor, y las circunvoluciones
orbitales. De acuerdo con esto, se consider6 que la proteina utilizada en la presente invencién, el ADN y la proteina
son importantes para el mantenimiento homeostatico del cerebro y de las células cerebrales. Ademas, la expresion
de los mismos que se encuentra notablemente méas elevada en comparacién con el tejido normal ha sido observada
en tumores como el cancer de ovario, el cancer de higado, y el cancer adrenal. Se considerd por tanto que la
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presente proteina, el ADN y la proteina participan en estas enfermedades tumorales.

Una proteina utilizada en la presente invencion presenta un dominio TSP-1 en la secuencia de aminoacidos de la
misma. Puesto que se ha documentado que el dominio TSP-I es un dominio que es responsable de una funcién de
inhibicion de la angiogénesis, se consider6 que la presente proteina presenta una funciéon de inhibicion de la
angiogénesis. De acuerdo con esto, existe una posibilidad de que la presente proteina esté implicada en
enfermedades causadas por una inhibicion de la angiogénesis o enfermedades que se acomparen de inhibicién de
la angiogénesis. Una funcién o expresion de la presente proteina esté preferentemente inhibida en enfermedades
que pueden tratarse mediante la estimulacion de la angiogénesis. Entre los ejemplos de estas enfermedades se
incluye la contusién cerebral y el infarto cerebral. En este caso, la mejora, prevencion y/o tratamiento de la
enfermedad pueden efectuarse mediante un compuesto que presenta una funcién que reduce o elimina una funcién
y/o expresién de la presente proteina.

En contraste, existe una posibilidad de que una disminucién en una funcién y/o expresion de la presente proteina
esté asociada con enfermedades provocadas por la angiogénesis o enfermedades acompafadas por angiogénesis.
Los ejemplos de estas enfermedades comprenden las enfermedades tumorales de las que es conocido que se
acompafan de angiogénesis. En tal caso, la mejora, prevencién, y/o tratamiento pueden efectuarse utilizando la
presente proteina, el ADN o un compuesto que promueva una funcion de la proteina y/o expresion del ADN. Mas
especificamente, una composicion farmacéutica que comprende una dosis efectiva de la presente proteina, el ADN
0 un compuesto que estimula una funcién de la proteina y/o expresién del ADN puede utilizarse como agente de
mejora, agente preventivo, y/o agente terapéutico para una enfermedad causada por angiogénesis o una
enfermedad que se acompane de angiogénesis (por ejemplo, una enfermedad tumoral). Ademas, un procedimiento
para prevenir y/o un procedimiento para tratar tal enfermedad puede efectuarse utilizando éstos.

Se ha informado de que la CCK-8S (SEC ID n® 14) que se descubri6 como ligando del receptor funcional de
membrana funcional utilizado en la presente invencion es esencial para la retencién memoristica, por ejemplo, que
es dificil el uso de la memoria a un nivel consciente y su traduccion en acciones en ausencia de CCK-8S (SEC ID n®
14). Se considerd, por tanto, que el receptor funcional de proteina de membrana utilizado en la presente invencién
participa en la funciéon neurolégica de CCK-8. Ademas, puesto que se informado de una relacion entre el receptor
CCK-B y la ansiedad, existe una posibilidad de que el receptor de funcional de proteina de membrana utilizado en la
presente invencion esté relacionado de forma similar con el trastorno de ansiedad. Por lo tanto, se consider6é que un
agonista del receptor funcional de la proteina de membrana de la presente invencién y una composicion
farmacéutica que comprende una dosis efectiva del agonista, es efectiva para aliviar, mejorar, prevenir y/o tratar
enfermedades o sintomas que acomparien problemas de funciones neurolégicas como la memoria o los trastornos
de ansiedad y similares. Los ejemplos especificos de enfermedades que se acompafan de problemas en las
funciones neuroldgicas como la memoria comprenden la demencia (incluida la enfermedad de Alzheimer). Ademas,
se ha informado de que el CCK muestra diversos tipos de acciones en los 6rganos digestivos, y también se
considera que es una sustancia de sefalizacién que proporciona una sensacion de saciedad a las neuronas
cerebrales. Por lo tanto, se considerd que el CCK-8S, elemento de la familia CCK, también actia como sustancia de
sefalizaciéon que proporciona una sensacion de saciedad en las neuronas cerebrales. Una disminucién cuantitativa y
funcional del CCK-8S se considera que provoca obesidad debido a una disminucion de la sensacién de saciedad.
Ademas, se ha informado de que cuando CCK-8S se administra a pacientes de diabetes, se estimula un aumento en
la cantidad de insulina y se suprime un aumento en la cantidad de glucosa poscibal (Bo, A. et al., The Journal of
Clinical Endocrinology & Metabolism, 2000, vol. 85, pags. 1043-1048). Existe por tanto una posibilidad de que el
receptor funcional de proteina de membrana utilizado en la presente invencion esté relacionado con la diabetes. De
acuerdo con esto, se consider6 que un agonista del receptor funcional de la proteina de membrana utilizado en la
presente invencidn y una composicion farmacéutica que comprende el agonista son efectivos en la mejora,
prevencion, y/o tratamiento de la diabetes o la obesidad. Mas especificamente, un agonista del receptor funcional de
la proteina de membrana utilizado en la presente invenciéon y una composicion farmacéutica que comprende el
agonista pueden ser usados como agentes de mejora, agentes de prevencion y/o agentes terapéuticos para una
enfermedad o sintomas que se acompafien de problemas en la funcion memoristica (por ejemplo, la demencia
[incluida la enfermedad de Alzheimer]), ademas de la diabetes y la obesidad. Ademas, un procedimiento para
prevenir y/o un procedimiento para tratar tal enfermedad puede efectuarse utilizando éstos.

Segun la presente invencion, por ejemplo, mediante la utilizacion de la secuencia de bases de la totalidad o parte del
ADN de la presente invencion, es posible detectar especificamente la existencia o no existencia de una anormalidad
en un gen que incluye el ADN en tejido de varios tipos o individual, o detectar la existencia o no existencia de
expresion del gen. Mediante la deteccion del ADN, es posible llevar a cabo el diagnoéstico de susceptibilidad,
aparicién y/o pronéstico de una enfermedad atribuible al gen. La expresién “enfermedad atribuible al gen” se refiere
a una enfermedad que es atribuible a una anormalidad cuantitativa y/o a una anormalidad funcional o similar del gen.
Es conocido que la CCK-8S (SEC ID n® 14) que se descubrié como ligando del receptor de proteina de membrana
de la presente invencion participa en funciones neurolégicas como la memoria. Por lo tanto, cuando una
anormalidad se produce en la transduccion de seriales de CCK-8S (SEC ID n® 14) que es causada por una
anormalidad en la funcién del receptor de proteina de membrana como el producto génico del gen utilizado en la
presente invencion debido a una anormalidad cuantitativa y/o a una anormalidad funcional en el gen, existe una
posibilidad de que aparezca una enfermedad o los sintomas que acompafan a los problemas en una funcion
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neurolégica como la memoria. De esta forma, entre los ejemplos de una enfermedad atribuible al presente gen se
incluyen enfermedades o sintomas que acompanan a problemas en una funcién neurolégica como la memoria, por
ejemplo, la enfermedad de Alzheimer. Ademas, la proteina utilizada en la presente invencion presenta un dominio
TSP-I en la secuencia de aminoacidos de la misma. Puesto que se ha documentado que el dominio TSP-1 es un
dominio que es responsable de una funcién de inhibicion de la angiogénesis, es posible que la presente proteina
esté implicada en una enfermedad atribuible a la inhibicién de la angiogénesis o una enfermedad que acomparie la
inhibicién de la angiogénesis, o, de forma alternativa, una enfermedad atribuible a la angiogénesis o una enfermedad
que se acompafe de angiogénesis. Los ejemplos de estos tipos de enfermedad comprenden las enfermedades
tumorales como el tumor cerebral, el cancer de ovario, el cancer de higado, y el cancer adrenal, ademas de la
contusion cerebral o el infarto cerebral.

El diagnéstico de una enfermedad mediante la deteccion génica puede efectuarse, por ejemplo con respecto a la
muestra de ejemplo, mediante la deteccion de la presencia de acidos nucleicos correspondientes al gen, la
determinacion de la cantidad existente de los mismos y/o la identificacién de una mutaciéon. Mediante la comparacién
con una muestra normal de control, es posible detectar una alteracién en la existencia de &acidos nucleicos
correspondientes al gen de interés y una alteracion cuantitativa de los mismos. Ademas, mediante la comparacion
con un genotipo normal es posible detectar, por ejemplo, una delecion e insercion mediante la medicion de una
alteracion del tamafio con respecto a un producto de amplificacion que se produjo mediante la amplificacién de los
acidos nucleicos correspondientes al gen de interés mediante un procedimiento conocido. Ademas, puede
identificarse una mutacion puntual mediante la hibridacion de ADN de amplificaciéon con, por ejemplo, ADN utilizado
en la presente invencion que fue etiquetado. El diagnostico descrito anteriormente puede efectuarse mediante la
deteccion de una alteracién o una mutaciéon de esta forma. Es posible preparar una muestra de 4cidos nucleicos
segun diversos procedimientos para facilitar la deteccion de una secuencia diana, por ejemplo, la desnaturalizacion,
la digestiéon con enzima de restriccién, la electroforesis, o la transferencia de puntos.

Un procedimiento de deteccidn génica conocido puede utilizarse como procedimiento de deteccién, y entre los
ejemplos del mismo se incluyen la hibridacion de placas, la hibridacién de colonias, la transferencia Southern, la
transferencia Northern, el procedimiento NASBA y la RT-PCR. La medicion a nivel celular utilizando RT-PCR in situ
o hibridacion in situ o similares también puede ser usada. Los procedimientos que pueden utilizarse para detectar el
gen de la presente invencion no se limitan a los procedimientos descritos anteriormente, y es posible utilizar
cualquier procedimiento de deteccién génica.

Para este tipo de procedimiento de deteccidon génica, un fragmento de ADN utilizado en la presente invencion que
presenta una propiedad como sonda o que presenta una propiedad como cebador es Util para efectuar la
identificacién del gen de interés o de un gen mutante del mismo, y/o la amplificacién del mismo. La expresién
“fragmento de ADN con una propiedad como sonda” se refiere a una sustancia que comprende una secuencia
caracteristica del ADN de la presente invencién que puede hibridarse especificamente sélo al ADN. La expresion
“sustancia con una propiedad como cebador’ se refiere a una sustancia que comprende una secuencia
caracteristica del presente ADN que puede amplificar especificamente sélo el ADN. Ademas, al detectar un gen
mutante que puede experimentar amplificacion, una sonda o cebador con una secuencia de longitud predeterminada
que incluye una ubicacién con una mutaciéon dentro del gen se produce y se utiliza. En general, la longitud de la
secuencia de bases de la sonda o el cebador es preferentemente de 5 a 50 nucleétidos, mas preferentemente de 10
a 35 nucledtidos, y mas preferentemente de 15 a 30 nucleétidos. Aunque suele utilizarse como sonda una sonda
etiquetada, la sonda podria no estar etiquetada, y podria detectarse de forma directa o indirecta mediante la unién
especifica con un ligando etiquetado. Se conocen diversos procedimientos para etiquetar una sonda y un ligando, y
entre los ejemplos de los mismos se incluyen procedimientos que utilizan la traslacién de mellas, el cebado aleatorio
o el tratamiento de cinasa. Como sustancias adecuadas de etiquetado, es posible mencionar un isétopo radioactivo,
la biotina, una sustancia fluorescente, una sustancia quimioluminiscente, una enzima, un anticuerpo y similares.

La PCR resulta preferida como procedimiento de deteccién génica desde el punto de vista de la sensibilidad. El
procedimiento de PCR no esta particularmente limitado siempre que sea un procedimiento que utilice un fragmento
de ADN que pueda amplificar especificamente el gen de interés como un cebador, por ejemplo, es posible
mencionar un procedimiento conocido convencional como la RT-PCR, y se pueden aplicar diversos procedimientos
modificados que son utilizados en la técnica.

Ademas de la deteccién de un gen, el ensayo del ADN del gen de interés y/o un gen mutante del mismo puede
efectuarse mediante PCR. Como ejemplos de este tipo de procedimiento de andlisis, es posible mencionar un
ensayo competitivo que es similar a un procedimiento MSSA, o el PCR-SSCP que es conocido como un
procedimiento de deteccion de mutacion que utiliza variaciones en la movilidad acompafnandose de cambios en la
conformacion del ADN monocatenario.

También es posible detectar especificamente, por ejemplo, la existencia o no existencia de una anormalidad en una
proteina segun la presente invencion y una funcién de la misma en un individuo o en varios tipos de tejido mediante
la utilizacion de la proteina. Mediante la deteccion de una anormalidad en la presente proteina o una funcién de la
misma, es posible llevar a cabo el diagnoéstico de susceptibilidad, aparicién y/o pronéstico de una enfermedad
atribuible al gen.
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El diagnéstico de una enfermedad mediante la deteccion de una proteina puede efectuarse, por ejemplo con
respecto a la muestra de ejemplo, mediante la deteccion de la presencia de la proteina, la determinacién de la
cantidad existente de la misma, y/o la deteccion de una mutacion. Mas especificamente, la presente proteina y/o un
mutante de la misma se encuentran determinados de forma cuantitativa o cualitativa. Mediante la comparacion con
una muestra normal de control, es posible detectar una alteracién en la existencia de la proteina de interés y una
alteraciéon cuantitativa de los mismos. En una comparacion con una proteina normal, por ejemplo, una mutacion de
la misma puede detectarse mediante la determinacion de la secuencia de aminoacidos. El diagndstico descrito
anteriormente puede efectuarse mediante la detecciébn de este tipo de alteracion o mutaciéon. La muestra
ejemplificativa no se encuentra particularmente limitada siempre que incluya la proteina de interés y/o un mutante de
la misma. Por ejemplo, la muestra de prueba puede ser una muestra biolégica derivada de un organismo vivo como
sangre, suero, orina, tejido de biopsia o similares.

La determinacién de la proteina utilizada en la presente invencioén y la proteina con una mutacién puede efectuarse
mediante el uso de la presente proteina, por ejemplo, la proteina que comprende la secuencia de aminoacidos
representada por la secuencia SEC ID n® 2 del listado de secuencias, 0o una secuencia de aminodcidos con una
delecion, sustitucion, insercion o adicion de entre uno o varios hasta multiples aminoacidos en la secuencia de
aminoacidos de la proteina, fragmentos de éstos, o0 un anticuerpo contra la proteina o un fragmento de la misma.

La determinacién cuantitativa o cualitativa de la proteina puede efectuarse usando un procedimiento de ensayo o un
procedimiento de deteccién de proteinas segin una técnica habitual en el campo de la técnica. Por ejemplo, una
proteina mutante puede detectarse mediante el andlisis de la secuencia de aminoacidos de la proteina de interés, y
mas preferentemente, una variacién en la secuencia de la proteina de interés o la existencia o no existencia de la
proteina de interés puede detectarse usando un anticuerpo (un anticuerpo policlonal o monoclonal).

Mas especificamente, la deteccién indicada anteriormente puede efectuarse para una muestra de prueba mediante
la realizacién de un inmunoprecipitado usando un anticuerpo especifico contra la proteina de interés, y efectuando el
analisis de la proteina de interés mediante transferencia Western o inmunotransferencia. Ademas, la proteina de
interés puede detectarse en una seccion de tejido congelado o de parafina mediante un anticuerpo contra la proteina
de interés usando una técnica inmunohistoquimica.

Como ejemplos especificos preferidos de un procedimiento que detecta la proteina de interés o un mutante de la
misma, es posible mencionar el ensayo de inmunoenzimas (IEMA), el ensayo inmunoradiométrico (IRMA), el
radioinmunoensayo (RIA) y el ensayo inmunosorbente ligado a la enzima (ELISA) incluido un procedimiento
sandwich que utiliza un anticuerpo monoclonal y/o un anticuerpo policlonal. Ademas, también es posible utilizar un
radioinmunoensayo o un ensayo competitivo de unién y similares.

La proteina, ADN, vector recombinante, transformante y anticuerpo utilizados en la presente invencion pueden ser
utilizados por si mismos como reactivos o similares. Por ejemplo, cada uno de ellos puede ser utilizado como
reactivo para su uso en el procedimiento de identificacion de un compuesto segun la presente invencion. El reactivo
es Util, por ejemplo, para dilucidar una via celular de transduccién de sefales en la que la presente proteina o el
ADN participa, y para la investigacion fundamental relativa a enfermedades y similares atribuibles a una anormalidad
en la proteina y/o el ADN.

Cuando éstos son reactivos, pueden incluir una sustancia como una soluciéon tampén, una sal, un estabilizador y/o
un agente antiséptico. A este respecto, es posible introducir unos medios conocidos de formulacién segun las
propiedades respectivas en el momento de la formulacién.

La presente invencién se describe especificamente a partir de los ejemplos siguientes no limitativos de la misma.
Ejemplo 1
(Construccién de una genoteca de ADNc derivado de cerebro humano y aislamiento del gen)

Se construy6d una genoteca de ADNc segln un procedimiento ordinario utilizando ARN polyA™ comercializado
derivado de cerebro humano, cerebro fetal e hipocampo cerebral (Clontech Inc.: n® de catalogo 6516-1, 6525-1, y
6578-1) como material de partida, y las secuencias de bases de los clones de ADNc fueron determinadas después
del aislamiento de los fragmentos de ADNc mediante analisis dbEST. Mas especificamente, segun el procedimiento
de Ohara et al. (Ohara, O. et al., DNA Research, 1997, vol. 4, pags. 53-59), se seleccionaron al azar unos 50.000
recombinantes de la genoteca de ADNc derivada de cerebro humano que se prepar6 como se describe
anteriormente, y las secuencias de bases en el extremo 5' y el extremo 3' se determinaron para ADNc de unos
30.000 clones entre éstos. Ademas, unos 1.100 clones se seleccionaron principalmente mediante un experimento in
vitro de traduccion de la transcripcion, y las secuencias de bases del ADNc de éstos se determinaron segun el
procedimiento de Ohara et al. Para los clones de ADNc cuya secuencia de bases completa se determind, el ORF se
predijo mediante un procedimiento de analisis genérico usando un programa de ordenador para obtener un clon de
ADNc con un dominio de transmembrana de siete dominios en esta region.
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El clon de ADNc identificado ph01207 es un ADN (SEC ID n? 1) con una nueva secuencia de bases con una longitud
total de 4557 pb incluido un ORF que comprende 1518 residuos de aminoacidos con un segmento (20 residuos de
aminoacidos del extremo N) que se predice que es una secuencia de sefal. Sobre la base de una blusqueda de
homologia, se considera que ph01207 es una variante de corte y empalme con una region eliminada que codifica 55
residuos de aminoacidos en la regién del extremo N en la secuencia de hBAI2 (nimero de registro del GenBank
AB005298), y también con una adicién de un residuo de aminoacidos en una region en el lado del extremo C (lisina
en la posicion 1406 en la secuencia de aminodcidos representada por la secuencia SEC ID n® 2) (figura 1).

Como caracteristicas estructurales de la proteina codificada por ph01207, se descubrié que ademas de tres
dominios TSP-l, la proteina presenta un dominio GPS y un dominio 2 de la familia GPCR (dominio de
transmembrana de siete dominios).

Mientras, se considera que la proteina codificada por hBAI2 tiene un dominio GPS y un dominio de la familia -2 del
GPCR, ademas de cuatro dominios TSP-I. Asi se aclar6 que 55 residuos de aminodcidos correspondientes a una
region que incluye un dominio TSP-I en el lado de la region del extremo N de hBAI2 se borran en la proteina
codificada por ph01207.

Ademas, en el analisis del tejido en el que se expres6 el gen ph01207, se observd universalmente una expresion
especificamente elevada del gen en el tejido de cerebro normal (por ejemplo, en el polo temporal, el coértex motor,
las circunvoluciones orbitales y similares). Ademas, se observd mejora de la expresiéon en cancer de ovario, cancer
de higado, y cancer adrenal en comparacién con el tejido normal respectivo.

Ejemplo 2
(Produccion de la linea celular de expresion ph01207 y expresion del ADN en la linea celular)

Usando el clon ph01207 que se identificé en el ejemplo 1, la proteina codificada por ph03207 se expresd como
proteina de fusién epitopo-tag del extremo N.

En primer lugar, se construy6 un vector de expresién con el gen ph01207. Usando el clon ph01207 identificado en el
ejemplo 1, el ADN que codifica la secuencia de aminoacidos que excluye un segmento del que se predice que es
una secuencia de sefial (20 residuos de aminoacido del extremo N) se clon6 en pDONR201 mediante PCR vy
tratamiento de enzima de restriccion para construir un vector de entrada ph01207. Se llevo a cabo la PCR usando
oligonucleotidos que comprenden las secuencias de bases representadas por las secuencias SEC IDn®4 a 11 en el
listado de secuencias, respectivamente, como cebadores, y usando la polimerasa ADN turbo Pfu (Stratagene) como
polimerasa.

Dos tipos de vector, p3xFLAG-CMV9-attR y T8HA-attR/pCINeo, se prepararon como vectores de expresién de tipo
fusién epitopo-tag de extremo N. El p3xFLAG-CMV9-attR es un vector obtenido haciendo p3xFLAG-CMV9 (Sigma
Inc.) compatible con el que utiliza el Gateway Vector Conversion System (Invitrogen Corp.). El T8HA-attR/pCINeo se
construy6 usando pCINeo (Promega Corp.), oligos sintéticos (T8SP-HA [SEQ ID n® 12] y T8SP-HA como [SEC ID n®
13]) y el Gateway Vector Conversion System segun la informacion de la bibliografia sobre la materia (Koller, K. J., et
al., Analytical Biochemistry, 1997, vol. 250, pags. 51-60). Ambos vectores tienen una secuencia secretora de sefal
(FLAG: PPTLS, HA:T8) antes del epitopo-tag (del lado del extremo N). Usando estos vectores, se construyé un
vector de expresion de tipo fusion HA-tag o FLAG-tag de extremo N mediante reaccion LR con el sistema de
Mammalian Expression con tecnologia Gateway (Invitrogen Corp.). Para cada vector de expresion construido se
confirmé mediante tratamiento de enzima de restriccion y andlisis de secuencia que no existia delecion o sustitucion
de bases en una region de codificacién en la secuencia introducida.

Después de transfectar cada uno de los dos tipos de vector de expresién asi construidos a la linea celular CHO-K1
usando FUGENE 6 (Roche), se efectud la seleccion de la linea celular de expresion mediante el cultivo con un medio
de cultivo que incluia G418 (medio DMEM/F12 con 400 ng/mL G418 y suero fetal bovino al 10%). Para las lineas
celulares de expresion que crecieron, la seleccién se efectudé a continuacién mediante inmunoensayo enzimatico
celular (EIA celular) usando anticuerpo etiquetado (POD) de peroxidasa (anticuerpo M2-POD anti-FLAG y anticuerpo
anti-HA-POD: 3F10) frente a epitopo-tag. Para las lineas celulares seleccionadas, la seleccién se efectué mediante
analisis de fluorocitometria (FCM) usando anticuerpo primario (anticuerpo anti-FLAG M2 y anticuerpo anti-HA: clon
HA-7) y anticuerpo secundario etiquetado (FITC) de isotiocianato de fluoresceina (anticuerpo IgG anti-raton FITC),
para obtener las lineas celulares de expresion.

Como resultado del analisis FCM, se obtuvieron 8 lineas de clones expresando una proteina (proteina de fusién
FLAG-tag) reconocidas por anticuerpo anti-FLAG en la membrana celular y 4 lineas de clones expresando una
proteina (proteina de fusion HA-tag) reconocidas por anticuerpo anti-HA. Puesto que una sefal fluorescente
producida por la unién de un anticuerpo que reconoce FLAG-tag o HA-tag era claramente mas fuerte para cada uno
de estos clones en comparacion con la linea celular huésped (CHO-K1), se aclaré6 que el gen de interés se
expresaba en ellos. En la figura 2 se muestran resultados representativos.
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Sobre la base del resultado del analisis FCM, se aclaré que el producto génico ph01207 del tipo de fusién epitopo-
tag del extremo N se expresa en la membrana celular.

Entre los clones para los que se observé expresion de la proteina de fusion HA-tag, una linea celular denominada
HA-ph0I207#10-6 se depositdé en el International Patent Organism Depositary del National Institute of Advanced
Industrial Science and Technology de Japon el 19 de agosto de 2004 con el nimero de registro FERM BP-10101. La
existencia de esta linea celular se confirmé experimentalmente en el International Patent Organism Depositary el 22
de septiembre de 2004. La linea celular HA-ph01207#10-6 es una linea celular que se establecié mediante la
transfeccion en la linea celular CHO-K1 un vector que expresa, como una proteina de fusion HA-tag del extremo N,
el ADN compuesto de una secuencia de bases que carece de un segmento predicho para codificar una secuencia
de sefial (20 residuos de aminoacido del extremo N de la secuencia de aminoacidos representada por la secuencia
SEC ID n? 2) entre el marco de lectura abierto (ORF) del ADN compuesto de la secuencia de bases representada
por la secuencia SEC ID n® 1, y expresa de forma estable la proteina de fusién HA-tag del extremo N.

Ejemplo 3
(Analisis funcional del producto génico ph01207)

El andlisis funcional del producto génico ph01207 se efectué mediante la determinaciéon de la respuesta celular
cuando un ligando se afnadié al oocito Xenopus laevis que expresaba ph0I207. La determinacion de la respuesta
celular se efectu6 mediante seis individuos para cada oocito de control (oocito en el que no se introdujo el gen) y el
oocito que expresaba el gen (ADNc de ph01207), mediante la mediciéon de variaciones en el potencial de membrana
del oocito cuando se anadié un ligando al mismo. El sobrenadante del cultivo de la linea celular HelLa en el que se
observo la expresién de ph01207 se us6é como ligando. El sobrenadante del cultivo se preparé mediante el cultivo de
células HelLa de un recuento de células de 1,2 x 10° en DMEM con suero fetal bovino al 10% durante dos dias,
después de lo cual se recuper6 el sobrenadante del cultivo y se filiré con un filtro (0,45 pun). Como ligando se usaron
dos tipos de sobrenadante de cultivo con distintos lotes preparados de la misma manera (en adelante denominados
muestra de ligando 1y 2).

La muestra de ligando 1 o 2 se afiadié al oocito que expresaba el gen ph01207 y el oocito de control para determinar
las variaciones del potencial de membrana. La evaluacion se efectué usando variaciones en las formas de onda y
cantidades actuales mostrando variaciones en la cantidad actual. Cuando una variacion en la cantidad actual era de
0,2 pA 0 mas y se observaba una forma de onda de un modelo especifico de GPCR, se juzgaba que se generaba
una respuesta a la estimulacion de ligando. La expresion “modelo especifico de GPCR” se refiere al modelo de
forma de onda 1 representado en la figura 3. Los modelos de forma de onda 2-4 representados en la figura 3 son
modelos de forma de onda producidos por elementos artificiales como la influencia de algun tipo de componente
como un solvente, o un ligando de alta concentracion, y por tanto se juzgé que una respuesta generada no era
contraria a la estimulacién de ligandos. Ademas, cuando se observaron los modelos mostrados en las formas de
onda 5y 6, se juzg6 que no se habia generado una respuesta a la estimulacién de ligando.

Como resultado, se observaron variaciones en la cantidad actual s6lo en las células de expresion ph01207 (tabla 1y
tabla 2). Las letras «<ND» en la tabla 2 indican que la cantidad actual de variacion fue inferior a 0,2 yA y no se
observo una respuesta. Tal y como se muestra en la tabla 1, se observé una respuesta a la estimulacion de ligandos
en las seis muestras de las lineas celulares de expresién ph01207. En contraste, no se produjo una respuesta
completamente al ligando en las células de control (tabla 2). Se consider6 por tanto que la respuesta de las células
de expresion ph01207 producida por la estimulacion de ligandos es una respuesta especifica al receptor expresado.
Se obtuvo un resultado similar al usar cualquiera de las muestras de ligando 1y 2.

Tabla 1

Oocito de expresion de pb01207
Muestra | Tasade | Formade onda | Cantidad mediadela | Cantidad de la variacion actual (uA)
de ligando | respuesta | representativa | variacién actual + S.D.

1 2 3 4 5 6
1 6/6 GPCR 1,21 £0,54 1,33 /1,81 /1,30 /0,50 0,63 |1,70
2 6/6 GPCR 0,48 +0,24 0,66 | 0,24 | 0,29 | 0,58 | 0,82 | 0,27
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Tabla 2

Oocito de control
Muestra Tasade | Formadeonda | Cantidad media de la | Cantidad de la variacién actual (uA)
de ligando | respuesta | representatva | variaciéon actual + S.D.

1 2 13145 6
1 0/6 ND ND | ND | ND | ND | ND ND
2 0/6 ND ND | ND | ND | ND | ND ND

Tal y como se describe anteriormente, como se produjo una respuesta celular a la estimulacion de ligandos
mediante la expresién del gen ph01207, se considerd que el producto génico ph01207 es un GPCR con una funcion
que activa el sistema intracelular de transduccién de sefales en respuesta a un ligando.

Ejemplo 4
(Analisis de la interaccién de proteinas del producto génico ph01207)

Se examind el analisis de la interaccién de proteinas del producto génico ph01207 usando el sistema de dos
hibridos de levadura.

Sobre la base de la informaciéon de secuencia de ph01207 y la informacién de secuencia de hBAI2, el cebo se
establecié respectivamente en la regién del extremo N (4 sitios) y en la region del extremo C (2 sitios) del producto
génico ph01207, y la regién del extremo N (regién que carece de 55 residuos de aminoacidos en ph01207) y la
region del extremo C (regiéon con una insercion de un residuo de aminoacido en ph01207) del producto génico de
hBAJ2, y el examen se efectud para una genoteca de ADNc (derivada del cerebro, hipocampo, cancer de mama y
cancer de prostata, corazon y musculo esquelético) que se seleccion6 segln un informe (bibliografia 1 no
relacionada con patentes) con respecto a la distribucién de la expresién de hBAI2.

Al usar el cebo designado en la region del extremo C del producto génico ph01207 (con una insercién de un residuo
de aminoécido correspondiente a la posicion 1406 en la secuencia de aminoacidos representada por la secuencia
SEC ID n? 2) o la regién del extremo C del producto génico hBAI2 (sin insercién del residuo de aminoacido), las
proteinas de la familia MAGUK DLG2, DLGS3, DLG4, AIP1, MAGI3 y similares se obtuvieron como presa. Ademas,
HOMER2, Citron, SYNE-1, KIF5A y KIFAP3 se obtuvieron como presa que es especifica del producto génico hBAH.

Aunque soélo se obtuvo BAT1 (transcrito 3 asociado a HLA-B) como presa para el cebo disefiado en la region del
extremo N (habiéndose eliminado 55 residuos de aminodacidos) del producto génico ph01207, se obtuvieron KCNN2
(intermediario de potasio/canal de activacion de calcio de pequefia conductancia, subfamilia N, elemento 2) y
similares para el cebo disefiado en la region del extremo N (sin delecién de los residuos de aminoacidos) del
producto génico hBAI2.

Se descubrié asi que, con la excepcién de las proteinas de la familia MAGUK, existe una diferencia en las proteinas
de interaccion detectadas por el sistema de dos hibridos de levadura para el producto génico ph01207 y el producto
génico hBAI2.

El producto génico ph01207 y el producto génico hBAI2 interaccionan con las proteinas de la familia MAGUK en sus
respectivas regiones del extremo C. Las proteinas de la familia MAGUK estan presentes en el citoplasma y se unen
con proteinas de membrana como receptores o canales i6nicos que estan presentes en la membrana celular para
participar en la transduccién de sefiales de estas proteinas de membrana. Se considerd, por tanto, que el producto
génico ph01207 y el producto génico hBAI2 son receptores funcionales de proteina de membrana que participan en
la transduccién intracelular de sefnales a través de las proteinas de la familia MAGUK.

Ejemplo 5

(Determinacién del cambio en la concentracién intracelular de calcio en la linea celular de expresion de ph01207
causada por CCK 8)

Los cambios en las concentraciones intracelulares de calcio (Ca®*) provocados por CCK-8S (SEC ID n? 14), CCK-
8NS y CCK-4 se determinaron usando las lineas celulares de expresion de ph01207 preparadas en el ejemplo 2.
Las lineas celulares preparadas en el ejemplo 2 son 8 lineas en las que la proteina codificada por ph01207 se
expresa como una proteina de fusion FLAG-tag y 4 lineas en las que la proteina codificada por ph01207 se expresa
como proteina de fusién HA-tag. Entre éstas, en este ejemplo se utilizé la linea celular HA-ph01207#10-6 como linea
obtenida mediante clonacion celular de una linea celular que expresa de forma estable la proteina codificada por
ph01207 como una proteina de fusién HA-tag. Aunque CCK-8NS es un octapéptido CCK constituido por la misma
secuencia de aminoacidos que CCK-8S (SEC ID n® 14), el séptimo residuo de tirosina del extremo C del mismo no
esta sulfatado. CCK-4 es un tetrapéptido constituido por residuos de aminoacidos del extremo C al cuarto residuo de
aminoacidos de CCK-8S (SEC ID n® 14).
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Un procedimiento especifico para medir un cambio en la concentracion intracelular de Ca®* en la linea celular HA-
ph01207#10-6 producida por CCK-8S (SEC ID n° 14) y los resultados del mismo se describen a continuacion. La
linea celular HA-ph01207#10-6 se sembro6 en placas de 96 pocillos (placas con una superficie de muro negro y una
base transparente) a un recuento de células de 2 x 10%100 pl de medio/pocillo y se cultivé a 37 °C en presencia de
CO:z al 5%. Como medio se us6 DMEM/F12 (Gibco) con suero fetal bovino al 10% (Moregate BioTech). Al dia
siguiente, se extrajeron 50 ul de medio de cada pocillo, y 50 pyL de tampon de carga se anadieron en cada pocillo y
se permiti6 que reaccionara a temperatura ambiente durante 1,5 h. El tamp6n de carga se prepar6 mediante la
disolucién del componente A del kit de ensayo FLIPR Calcium 3 (Molecular Devices Corp.) con una solucion en la
que se anadié6 0,1 mL de 500 mM de probenecid (Sigma) a 9,9 mL de componente B. Tras la reaccion, las
variaciones a temporales en la intensidad de la fluorescencia al afiadir CCK-8S (Peptide Institute, Osaka, Japon) se
midieron para cada pocillo usando FLEXstation (Molecular Devices Corp.). La medicién también se efectudé de forma
similar para CCK-8NS (Peptide Institute, Osaka, Japon) y CCK-4 (Peptide Institute). Para CCK-8S (SEC ID n? 14),
0,52 mg del mismo se disolvieron con 4,5 mL de NaHCO03 al 1% (Wako) para preparar una solucion de
concentracién de 0,1 mM. Para CCK-8NS, tras disolver 0,53 mg del mismo con 0,50 mL de dimetilsulféxido (DMSO,
Sigma), 4,50 mL de agua redestilada se afadieron para preparar una soluciéon de concentracién de 0,1 mM. Para
CCK-4, tras disolver 0,54 mg del mismo con 0,46 mL de DMSO, 4,09 mL de agua re-destilada se afiadieron para
preparar una solucién de concentracién de 0,2 mM. CCK-8S (SEC ID n? 14), CCK-8NS y CCK-4 se diluyeron con
solucién salina tamponada de fosfato (PBS) para preparar una soluciéon de 5 nM, y la medicién se efectu6 después
de afadir 25 pL (concentracion final de 1 nM) de cada uno. Como control positivo que induce un aumento en la
concentracion intracelular de Ca®*, se us6 A23187 (Calbiochem, CA) a una concentracién final de 10 pM. Como
control negativo, se usd la linea celular CHO-KI que se usé como huésped en la produccién de la linea celular HA-
ph01207#10-6. Puesto que el vector de expresion ph01207 no se transfectd a la linea celular CHO-KI, el producto
génico ph01207 no se expreso en ella.

Los resultados mostraron que la concentracién intracelular de Ca®* de la linea celular HA-ph01207#10-6 que se
estimulé mediante CCK-8S (SEC ID n? 14) (figura 4-A) aument6 en comparacion con la linea celular HA-
ph01207#10-6 que no se estimulé (figura 4-E). Sin embargo, un aumento en la concentracion intracelular de Ca®* de
la linea celular HA-ph0I207#10-6 no se observo en las células estimuladas por CCK- 8NS o CCK-4 (figura 4-B y
figura 4-C). Ademas, se observdé un aumento en la concentracién intracelular de Ca®* de la linea celular HA-
ph01207#10-6 estimulada por A23187 (figura 4-D).

El nivel de aumento en la concentracion intracelular de Ca®* de la linea celular HA-ph01207#10-6 estimulada por 1
nM de CCK-8S (SEC ID n® 14) (figure 4-A) fue aproximadamente igual al nivel de aumento en la concentracion
intracelular de Ca®* producida por A23187 que se usé como control positivo (figura 4-D).

En contraste, la linea celular CHO-K1 no mostré aumento en la concentracion intracelular de Ca®* al ser estimulada
con CCK-8S (SEC ID n? 14), CCK-8NS o CCK 4 (figura 4-A, figura 4-B y figure 4-C). Sin embargo, se observo un
aumento en la concentracion intracelular de Ca®* de las células CHO-K1 al ser estimuladas con A23187 (figura 4-D).

A partir de estos resultados, se aclaré que la linea celular HA-ph01207#10-6 responde especificamente a CCK-8S
(SEC ID n® 14). También se aclard que la proteina codificada por ph01207 que se expreso en la linea celular HA-
ph01207#10-6 participa en el aumento en la concentracion intracelular de Ca®* en la linea celular causada por CCK-
8S (SEC ID n? 14). Se consideré por tanto que CCK-8S (SEC ID n? 14) es un ligando del producto génico ph01207.

La linea celular HA-ph01207#10-6 también exhibié una respuesta bioldgica lo suficientemente elevada a 1 nM de
CCK-8S (SEC ID n? 14). Puesto que CCK-8S (SEC ID n?® 14) a una baja concentracién de 1 nM indujo una respuesta
biolégica en la linea celular HA-ph01207#10-6, se consider6 que CCK-8 realmente induce una respuesta biol6gica
celular a través de la proteina codificada por ph01207 in vivo. Es decir, se consider6 que CCK-8S (SEC ID n? 14) es
uno de los ligandos in vivo de ph01207 del que se predice que es un GPCR.

Aplicabilidad industrial

Segun la presente invencion, puede proporcionarse una proteina derivada de un nuevo receptor funcional de
proteina de membrana que presenta un dominio de transmembrana de siete dominios que se considera un GPCR, y
un ADN que codifica la proteina. La presente proteina se expresa en la membrana celular cuando es expresada por
una célula, y activa la transduccion intracelular de sefiales mediante la estimulacion de ligandos para inducir una
respuesta celular.

La presente invencion permite dilucidar los sistemas de transduccion de sefiales y funciones celulares en los que
participa la presente proteina y la regulaciéon de la misma, ademas del diagnéstico, la prevencion y/o el tratamiento
de enfermedades atribuibles a una anormalidad en la presente proteina y/o el ADN (por ejemplo, la contusion
cerebral o el tumor cerebral) o la enfermedad tumoral.

Ademas, se descubri6 CCK-SS (SEC ID n® 14) como ligando in vivo de un receptor funcional de proteina de
membrana segun la presente invencién. EI CCK-8S es un péptido bioactivo que participa en funciones neuroldgicas
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como la memoria. Por lo tanto, mediante el uso de un agonista del receptor funcional de proteina de membrana
segun la presente invencion es posible llevar a cabo la prevencién y/o el tratamiento de una enfermedad
acompafada de un trastorno de una funcién neurolégica como la memoria, por ejemplo, la enfermedad de
Alzheimer.

De esta forma, la presente invencion es una sustancia (til que puede contribuir en una amplia gama de ambitos
desde la ciencia basica hasta el desarrollo farmacéutico.

TEXTO LIBRE DE TABLA DE SECUENCIAS

SEC ID n® 1: ADN que codifica un nuevo receptor funcional de proteina de membrana

SEC ID n® 2: proteina codificada por el ADN constituida por la secuencia de bases de la secuencia SEC ID n® 1
SEC ID n® 2: (297) : (350) dominio TSP-I

SEC ID n® 2: (352) : (405) dominio TSP-I

SEC ID n® 2: (1087) : (1107) dominio de transmembrana

SEC ID n® 2: (1114) : (1134) dominio de transmembrana

SEC ID n® 3: secuencia parcial de aminoacidos presentada en cada regién del extremo C de un péptido constituido
por la secuencia de aminoacidos de la secuencia SEC ID n® 2, hBAIl y hBAI2
SEC ID n® 4: oligonucleétido concebido para su utilizacion como cebador
SEC ID n® 5: oligonucleétido concebido para su utilizacion como cebador
SEC ID n® 6: oligonucleétido concebido para su utilizacion como cebador
SEC ID n® 7: oligonucleétido concebido para su utilizacién como cebador
SEC ID n® 8: oligonucleétido concebido para su utilizacién como cebador
SEC ID n® 9: oligonucleétido concebido para su utilizacion como cebador
SEC ID n® 10: oligonucleétido concebido para su utilizacion como cebador
SEC ID n® 11: oligonucleétido concebido para su utilizacién como cebador
SEC ID n® 12: oligonucledétido sintetizado

SEC ID n® 13: oligonucledétido sintetizado

SEC ID n® 14: CCK-8S

SEC ID n® 14: (2) (2) sulfatado

(352) : (405)
SEC ID n® 2: (408) : (461) dominio TSP-I
SEC ID n® 2: (870) : (890) dominio de transmembrana
SEC ID n® 2: (899) : (919) dominio de transmembrana
SEC ID n® 2: (928) : (948) dominio de transmembrana
SEC ID n® 2: (970) : (990) dominio de transmembrana
SEC ID n®2: (1012) : (1032) dominio de transmembrana

(

(

Listado de secuencias

<110> DAIICHI PHARMACEUTICAL CO., LTD.
KAZUSA DNA RESEARCH INSTITUTE FOUNDATION

<120> Gen que codifica el receptor acoplado a la proteina G y su producto génico
<130> GP04-1020PCT

<150> JP P2003-389624
<151>2003-11-19

<150> JP P2004-130371
<151> 2004-04-26

<150> JP P2004-304780
<151>2004-10-19

<160> 14

<170> PatentIn versién 3.1
<210> 1

<211> 4557

<212> ADN

<213> homo sapiens

<220>
<221> misc_feature
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<223> ADN que codifica un nuevo receptor de proteina de membrana funcional

<400> 1
atgaccccag cctgteccct cttactgtet gtgattetgt coctgegect ggccaccgce 60

ttcgaccccg cocccagtegc ctgetetgee ctggectegg gtstecteta cggggectte 120

tcgetgeagg acctetttee taccatcgec tcegggctget cctggaccct ggagaaccet 180
gaccccacca agtactccct ctacctgege ttcaaccgee aggagcaggt gtgcgcacac 240

tttecceccce gectgetgee cetggaccac tacctggtca actttacctg cetgeggcct 300
agccccgagg agecgetgec ccaggeggag tcagagetge gecggccaga agaggaggag 360
gcagaggegg cageggestt ggagctgtgc agoggeotcag geccotttac cttectgeac 420
ttcgacaaga acttcgtgca getgtgecteg tegectgage cctecgagee cecgegectg 480
ctggcgeceg ctgocctage cttocgottt gtegaggtet tgctcatcaa caacaacaac 540
tctagccaat tcacctgtgg tgtgctetge cgetggagte aggagtgtge ccecgotece 600
ggcagggcct gegegetttge tcagecagge tgeagetgee ctggagagee gggegeogec 660

tccaccacca ccacatctcc aggeccteet getgoccaca cecctgtecaa tgecetgete 720

cccgggegscc cagecccace tgetgaggec gatttgeact cggggagecag caatgatctg 780
ttcacaaccg agatgagata tggtgaggag ccggaagagg aaccgaaagt gaaaacccag 840
tggccgaget ctgeagatga geotgggeota tacatggege agacagtgca cggegtgtee 900
gaggagtege getectgeag cotgtgctee cgeagetgeg gzcggesste CCgEageces 960
atgcggacct gegtgcccce ccageacgge ggcaaggcct gegagggtec tgagotecag 1020
actaagctct geagtatgge tgectgecccg gtggaaggee agtggttaga atgeggtcec 1080
tggegcccat getccacgtc ctgtgecaat gggacccaac agegcagecg gaagtgeage 1140
gtggcgeece cagectggge cacatgcacg ggtgeccteca ctgacacccg ggagtgcage 1200
aacctcgagt gecoggccac tgatagcaag tggggeccat ggaatgegtg gagoctgtge 1260

tctaagacgt gtgacacagg ctggcagege cgcttecgea tgteccagee cacgggcacg 1320
caggectacc cctgogagge caccgegagag gaggtgaage cttgtagtga gaagaggtgt 1380

ccagecttcc atgagatgtg cagggatgag tacgtgatge tgatgacgtg gaagaaggca 1440
getgctggeg agatcatcta caacaagtge cccccgaatg cctcagggtc tgccagecge 1500

cgctgtetee tcagtgeccca aggegtggeg tactggggee tgeccagett tgetogetge 1560
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atctcccatg

cgcatgeteg

cggegeacct

gacaccttta

gtggtgaget

tecootgect

gcetctcaagg

cgagagcecceg

atgaaggact

ctetoctece

ggcccaggaa

cctgatgagt

ctgecgeete

cccectacece

gggaccacgg
gactgggaca

teccagcacc

ctggcgsgct

- ctcaccetge

atcttgetea

teecgeetee

ctctectect

cggatgcgca

ctgstegtes

tgctggctet

gtectgegtea

atctccgaca

agtaccgcta
caggcgaggg
actatagteg
agagggccac
tcatggtgga
ctgtgcacct
ccttccagag
tctcagetgt
gggtgcegca
cagggaagec
cggtgectee
cctectactt
€Caggeecec
agcctccage

atccccattg
ctgaaaattg

tgtccacctt
cceccteggt
tcgecateta
acttctgect
teagcaaggg

tttegctgget

ccocgectegt
cegtgtetet
ccctgegageg
acatgctcat

aatccaagaa

cctgtatectg

catgtcgcag

ggacctgctc

ctacgtgece

tgcggaaaac

geteogtgte

ctctetgatt

gtccagtgac

ctcagaggac

agccacatct

tggcccagge

tgtgatcggt

getggecgte

teageccctc

cgecagetge

ccagaccctg

tgetgtacta

ccccotggtg

tgcegecttt

gtccatcttg

cgtgtgcacce

gettaccgag

tcgcaagege

tggctttace

cggectecte

cggaatcatc

gcagagggcce
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tcacttaggg agcacctggc caaggeggcag
gtggtgegea gectgeagga getactggee
ttctctgtgg acattctgag gaatgtcact
tocggetgatg atgtgoageg cttcttecag
aaggagaagt gggacgatge tcagcaggtg
gtggaggact tcattcacct ggtgggcgat
gtcacagata atctagtgat cagcattcag
atcacgttcc ccatgeggge ccgeegggee
cgectcttee tgcccaagga ggtgetcage
gggecageag gecagecctgg cagggggase
cactcccace agegectcct cccagcagac
getgtactet accgeaccct tggcctcate
acatcccggg tgatgacagt gactgtecege
atcactgtgg agctctccta catcatcaat

gactactcca gagcagatge cagctcagga
gagacccagg cagctcacac ccgetgecag

geccagecge ccaaggacct gaccctggag
atcggctgts cagtgtcgtg catggecgcte
tgeaggttca taaaatctga acgctccatc
gcatccaaca tecctgatcet cgtgggecag
atgacgectg ccttcctgea cttettettt

gectgegcagt cctacctgge tgtcattggg
ttectctgee tgggctggggvtctgcctgcc

cgaacgaaag gatacggtac atccagctac
tacgectttg tgggccctge agccgteatt
gtcttcaaca agctcatggc acgtgatggce

gggtcggage getegcccetg ggccageetg

33

1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400

2460
2520

2580
2640
2700
2760
2820

2880
2940

3000
3060
3120

3180
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ctecteccet getcagegteg

aggaacgcca tggcctcact
tggatgtetg ccgtcectgge
getgtettca actccgegea
gaggtccagg atgtggtgaa
tcecctgact cgtgtaagaa

gatctggctt
acgggceacac

gtcaaacagt
tatccegect

gegccctgagg geagectcag

gectcaccag ggetgegega

geseagestg geotgeggea

gagggagact acatggtget

ggageteetg aggatgccce

acagtggccc acactgaagg

ctgggcectg cctatggatc

c¢cgacaccca gcgeecgeca

accgtgeceg getctaccat

gacctggact ttgagaaggt
ctcaaccaga agttccacac

aagcggtgga gtgtgtecte

agecotggeg agegocccag

aaatctatga cactgggctc

geagecagect gggageccac
<210>2

<211> 1518

<212> PRT

<213> homo sapiens

<220>

tggageggtc cccageccee

ctggagectcec tgegtggtec
tatgacagac cgecgtteeg

geggetttgtc atcactgetg

gtgccagatg gggetgtgce

cggegcagetg cagatcotgt

gaggtcaaca
gaggatgage

getgttcaag
gtcectggat

cttctcacca ctgectggga
gecteccgeee ccacaggageg
getggacctc acatggetec
geeceeggecgg actttgagee
cagggcccgg ccggagggea
ctaccccage ttcotgtecg
tctccagaat ccctatggaa
agtgcccgag ccaggggage
gaagatggge tccotggage

gatgcacacc cggaaacgge
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tectcagete agectegecce

tgccoctget ggcgeteace

tectetteca ggecctettt

tecactgett cctgegecga

gggctgatga gagegaagac

cagactttga aaaggatgtg

cttgcaaccc gtccaccate
agcccaagtc ctgectegtg

atatcctget geccatggea

ccaaccctgt ttacatgtst

ggeccactga gecaggetet

tgcagcetge cegtgggest

cccccoggcg agetgocaag

tggaccactc geggeotggeg

tgaccttcca accgeccaccg

gcagecggac catgectoge

gaaagaaatt acggtattca

attcagaact ctaccacgag

tttcgaccge taccgcagec agtccacgge caagageggag

geetggegca gecgagogga gegtgtgeac cgataagece

cttgtcccaa catcggegee atcagagetg gagcacctte

getgeeccecc aagecccgag aacggetgac totgoacceg

agaaccaccg gatggtgact tccagacaga ggtgtga

<221> MISC_FEATURE

<223> Proteina que es codificada por el ADN que presenta una secuencia de nucleétidos de SEC ID n® 1

<220>

34

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600
3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260
4320

4380

4440

4500

4557
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<221> DOMINIO
<222> (297).. (350)
<223> dominio de TSP-I

<220>

<221> DOMINIO

<222> (352).. (405)
<223> dominio de TSP-I

<220>

<221> DOMINIO

<222> (408) .. (461)
<223> dominio de TSP-I

<220>

<221> TRANSMEM

<222> (870).. (890)

<223> dominio de transmembrana

<220>

<221> TRANSMEM

<222> (899) .. (919)

<223> dominio de transmembrana

<220>

<221> TRANSMEM

<222> (928)..(948)

<223> dominio de transmembrana

<220>

<221> TRANSMEM

<222> (970)..(990)

<223> dominio de transmembrana

<220>

<221> TRANSMEM

<222> (1012).. (1032)

<223> dominio de transmembrana

<220>

<221> TRANSMEM

<222> (1087) .. (1107)

<223> dominio de transmembrana

<220>

<221> TRANSMEM

<222> (1114).. (1134)

<223> dominio de transmembrana

<400> 2

Met Thr Pro Ala Cys Pro Leu Leu Leu Ser Val Ile Leu Ser Leu Arg
1 5 10 15
Leu Ala Thr Ala Phe Asp Pro Ala Pro Ser Ala Cys Ser Ala Leu Ala
20 25 30
Ser Gly Val Leu Tyr Gly Ala Phe Ser Leu Gin Asp Leu Phe Pro Thr
35 40 45

Ile Ala Ser Gly Cys Ser Trp Thr Leu Glu Asn Pro Asp Pro Thr Lys
50 55 60
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Tyr Ser Leu Tyr Leu Arg Phe Asn Arg Gin Glu GIn Val Cys Ala His
65 70 75 80

Phe Ala Pro Arg Leu Leu Pro Leu Asp His Tyr Leu Val Asn Phe Thr
85 90 95

Cys Leu Arg Pro Ser Pro Glu Glu Ala Val Ala Gin Ala Glu Ser Glu
100 105 110

Val Gly Arg Pro Glu Glu Glu Glu Ala Glu Ala Ala Ala Gly Leu Glu
115 120 125

Leu Cys Ser Gly Ser Gly Pro Phe Thr Phe Leu His Phe Asp Lys Asn
130 135 ‘ 140

Phe Val GIn Leu Cys Leu Ser Ala Glu Pro Ser Glu Ala Pro Arg Leu
145 150 155 160

Leu Ala Pro Ala Ala Leu Ala Phe Arg Phe Val Glu Val Leu Leu |le
165 170 175

Asn Asn Asn Asn Ser Ser GIn Phe Thr Cys Gly Val Leu Cys Arg Trp
180 185 190

Ser Glu Glu Cys Gly Arg Ala Ala Gly Arg Ala Cys Gly Phe Ala Gin
]95 200 205

Pro Gly Cys Ser Cys Pro Gly Glu Ala Gly Ala Gly Ser Thr Thr Thr
210 215 220

Thr Ser Pro Gly Pro Pro Ala Ala His Thr Leu Ser Asn Ala Leu Val
225 230 235 240

Pro Gly Giy Pro Ala Pro Pro Ala Glu Ala Asp Leu His Ser Gly Ser
245 250 255

Ser Asn Asp Leu Phe Thr Thr Glu Met Arg Tyr Gly Glu Glu Pro Glu
260 265 270
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Glu Glu Pro Lys Val Lys Thr GIn Trp Pro Arg Ser Ala Asp Glu Pro
275 280 285

Gly Leu Tyr Met Ala Gin Thr Val His Gly Val Trp Glu Giu Trp Giy
290 295 , 300

Ser Trp Ser Leu Cys Ser Arg Ser Cys Gly Arg Gly Ser Arg Ser Arg
305 310 315 320

Met Arg Thr Cys Val Pro Pro GIn His Gly Gly Lys Ala Cys Glu Gly
325 330 335
Pro Glu Leu GIn Thr Lys Leu Cys Ser Met Ala Ala Cys Pro Val Glu

340 345 350

Gly GIn Trp Leu Glu Trp Gly Pro Trp Gly Pro Cys Ser Thr Ser Cys
355 360 365

Ala Asn Gly Thr GIn GIn Arg Ser Arg Lys Cys Ser Val Ala Gly Pro
370 375 380 '

Ala Trp Ala Thr Cys Thr Gly Ala Leu Thr Asp Thr Arg Glu Cys Ser
385 390 395 400

Asn Leu Glu Cys Pro Afa Thr Asp Ser Lys Trp Gly Pro Trp Asn Ala
405 410 415

Trp Ser Leu Cys Ser Lys Thr Cys Asp Thr Gly Trp GIn Arg Arg Phe
420 425 430

Arg Met Cys GIn Ala Thr Gly Thr Gln Gly Tyr Pro Cys Glu Gly Thr
435 440 445

Gly Glu Glu Val Lys Pro Cys Ser Glu Lys Arg Cys Pro Ala Phe His
450 455 460

Glu Met Cys Arg Asp Glu Tyr Val Met Leu Met Thr Trp Lys Lys Ala
465 470 475 ' 480

Ala Ala Gly Glu lle lle Tyr Asn Lys Cys Pro Pro Asn Ala Ser Gly
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485 490 495

Ser Ala Ser Arg Arg Cys Leu Leu Ser Ala GIn Gly Val Ala Tyr Trp
500 505 510

Gly Leu Pro Ser Phe Ala Arg Cys lle Ser His Glu Tyr Arg Tyr Leu
515 520 525

Tyr Leu Ser Leu Arg Glu His Leu Ala Lys Gly GIn Arg Met Leu Ala
530 535 540

Gly Glu Gly Met Ser Gin Val Val Arg Ser Leu GIn Glu Leu Leu Ala
545 550 555 560

Arg Arg Thr Tyr Tyr Ser Gly Asp Leu Leu Phe Ser Val Asp lle Leu
565 570 575

Arg Asn Val Thr Asp Thr Phe Lys Arg Ala Thr Tyr Val Pro Ser Ala
580 585 590

Asp Asp Val GIn Arg Phe Phe Gin Val Val Ser Phe Met Val Asp Ala
595 600 605

Glu Asn Lys Glu Lys Trp Asp Asp Ala GIn GIn Val Ser Pro Gly Ser
610 615 620

Val His Leu Leu Arg Val Val Glu Asp Phe |le His Leu Val Gly Asp

625 630 635 640
Ala Leu Lys Ala Phe GIn Ser Ser Leu lle Val Thr Asp Asn Leu Val

645 650 655

lle Ser lle Gin Arg Glu Pro Val Ser Ala Val Ser Ser Asp lie Thr
660 665 670

Phe Pro Met Arg Gly Arg Arg Gly Met Lys Asp Trp Val Arg His Ser
675 680 685

Glu Asp Arg Leu Phe Leu Pro Lys Glu Val Leu Ser Leu Ser Ser Pro
690 695 700
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Gly Lys Pro Ala Thr Ser Gly Ala Ala Gly Ser Pro Giy Arg Gly Arg
705 710 715 720

Gly Pro Gly Thr Val Pro Pro Gly Pro Gly His Ser His Gin Arg Leu
725 730 735

Leu Pro Ala Asp Pro Asp Glu Ser Ser Tyr Phe Val lle Gly Ala Val
740 745 750

Leu Tyr Arg Thr Leu Gly Leu lle Leu Pro Pro Pro Arg Pro Pro Leu
155 760 765

Ala Val Thr Ser Arg Val Met Thr Val Thr Val Arg Pro Pro Thr GIn
770 775 780

Pro Pro Ala Glu Pro Leu Ile Thr Val Glu Leu Ser Tyr lle Ile Asn
785 790 795 800

Gly Thr Thr Asp Pro His Cys Ala Ser Trp Asp Tyr Ser Arg Ala Asp
805 810 815

Ala Ser Ser Gly Asp Trp Asp Thr Glu Asn Cys Gin Thr Leu Glu Thr
820 825 830

Gln Ala Ala His Thr Arg Cys GIn Cys Gin His Leu Ser Thr Phe Ala
835 840 845

Val Leu Ala GIn Pro Pro Lys Asp Leu Thr Leu Glu Leu Aia Gly Ser
850 855 860

Pro Ser Val Pro Leu Val Ile Gly Cys Ala Val Ser Cys Met Ala Leu
865 870 875 880

Leu Thr Leu Leu Ala lle Tyr Ala Ala Phe Trp Arg Phe lle Lys Ser
885 890 895

Glu Arg Ser lle lle Leu Leu Asn Phe Cys Leu Ser |le Leu Ala Ser
900 905 910
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Asn lle Leu lie Leu Val Gly Gin Ser Arg Val Leu Ser Lys Gly Val
915 920 . 925

Cys Thr Met Thr Ala Ala Phe Leu His Phe Phe Phe Leu Ser Ser Phe

930 - 935 940
Cys Trp Val Leu Thr Glu Ala Trp GIn Ser Tyr Leu Ala Val lle Gly

945 950 955 960

Arg Met Arg Thr Arg Leu Val Arg Lys Arg Phe Leu Cys Leu Gly Trp
‘ 965 970 975

Gly Leu Pro Ala Leu Val Val Ala Val Ser Val Gly Phe Thr Arg Thr
980 985 990

Lys Gly Tyr Gly Thr Ser Ser Tyr Cys Trp Leu Ser Leu Glu Gly G
995 1000 1005

Leu Leu Tyr Ala Phe Val Gly Pro Ala Ala Val lle Val Leu Val
1010 1015 1020

Asn Met Leu lle Gly Ile Ile Val Phe Asn Lys Leu Met Ala Arg
1025 1030 1035

Asp Gly 1le Ser Asp Lys Ser Lys Lys Gln Arg Ala Gly Ser Glu
1040 1045 © 1050

Arg Cys Pro Trp Ala Ser Leu Leu Leu Pro Cys Ser Ala Cys Gly
1055 1060 1065

Ala Val Pro Ser Pro Leu Leu Ser Ser Ala Ser Ala Arg Asn Ala
1070 1075 1080

Met Ala Ser Leu Trp Ser Ser Cys Val Val Leu Pro Leu Leu Ala
1085 1090 1095

Leu Thr Trp Met Ser Ala Val Leu Ala Met Thr Asp Arg Arg Ser
1100 1105 1110
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Val Leu Phe Gin Ala Leu Phe Ala Val Phe Asn Ser Ala Gln Gly
1115 1120 1125

Phe Val lle Thr Ala Val His Cys Phe Leu Arg Arg Glu Val GIn
1130 1135 1140

Asp Val Val Lys Cys Gin Met Gly Val Cys Arg Ala Asp Glu Ser
1145 1150 1155

Glu Asp Ser Pro Asp Ser Cys Lys Asn Gly GIn Leu Gln Ile Leu
1160 1165 1170

Ser Asp Phe Glu Lys Asp Val Asp Leu Ala Cys Gln Thr Val Leu
1175 1180 1185

Phe Lys Glu Val Asn Thr Cys Asn Pro Ser Thr lle Thr Gly Thr
1190 1195 1200

Leu Ser Arg Leu Ser Leu Asp Glu Asp Glu Glu Pa"o Lys Ser Cys
1205 1210 1215

Leu Val Gly Pro Glu Gly Ser Leu Ser Phe Ser Pro Leu Pro Gly

1220 1225 1230
Asn lle Leu Val Pro Met Ala Ala Ser Pro Gly Leu Gly Glu Pro
1235 1240 1245

Pro Pro Pro Gin Glu Ala Asn Pro Val Tyr Met Cys Gly Glu Gly
1250 1255 1260

Gly Leu Arg GIn Leu Asp Leu Thr Trp Leu Arg Pro Thr Glu Pro
1265 1270 1275
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Gly Ser Glu Gly Asp Tyr
1280

Leu GIn Pro Gly Gly Gly
1295

Ala Arg Pro Glu Gly Thr
1310 ’

His Thr Glu Gly Tyr Pro
1325

Leu Gly Leu Giy Pro Ala
1340

Met Thr Phe Gin Pro Pro
1355

Pro Glu Pro Giy Glu Arg
1370

Gly Ser Thr Met Lys Met
1385

Tyr Sef Asp Leu Asp Phe
1400

His Ser Glu Leu Tyr His
1415

Asp Arg Tyr Arg Ser GlIn
1430

Ser Val Ser Ser Gly Gly
1445

Lys Pro Ser Pro Gly Glu
1460

ES 2359709 T3

Met Val Leu Pro Arg Arg Thr Leu Ser
1285 1290

Gly Gly Gly Gly Glu Asp Ala Pro Arg
1300 1305

Pro Arg Arg Ala Ala Lys Thr Val Ala
1315 1320

Ser Phe Leu Ser Val Asp His Ser Gly
1330 1335

Tyr Gly Ser Leu Gin Asn Pro Tyr Gly
1345 1350

Pro Pro Thr Pro Ser Ala Arg Gin Val
1360 1365

Ser Arg Thr Met Pro Arg Thr Val Pro
1375 1380

Gly Ser Leu Glu Arg Lys Lys Leu Arg
1390 1395

Glu Lys Val Met His Thr Arg Lys Arg
1405 1410

Glu Leu Asn Gln Lys Phe His Thr Phe
1420 1425

Ser Thr Ala Lys Arg Glu Lys Arg Trp
1435 1440

Ala Ala Glu Arg Ser Val Cys Thr Asp
1450 1455

Arg Pro Ser Leu Ser GIn His Arg Arg
1465 1470
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His GIn Ser Trp Ser Thr Phe Lys Ser Met Thr Leu Giy Ser Leu
1475 1480 1485

Pro Pro Lys Pro Arg Glu Arg Leu Thr Leu His Arg Ala Ala Ala
1490 1495 1500

Trp Glu Pro Thr Glu Pro Pro Asp Gly Asp Phe GIn Thr Glu Val
1505 1510 1515

<210>3

<211>4

<212> PRT

<213> homo sapiens

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (1).. (4)

<223> Secuencia de aminoacidos parcial que se encuentra en cada regién C-terminal del péptido constituida por la

secuencia de aminoacidos SEC ID n? 2, BAI1 humano y BAI2 humano
<400> 3

Gin Thr Glu Val
1

<210> 4
<211> 28
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Oligonucleétido concebido para su utilizacién como cebador

<400> 4

ggggacaagt ttgtacaaaa aagcaggc 28
<210>5

<211> 28

<212> ADN

<213> Attificial

<220>
<223> Oligonucledtido concebido para su utilizacién como cebador

<400> 5

ggggaccact ttgtacaaga aagctggg 28
<210> 6

<211> 31

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Oligonucleétido concebido para su utilizacién como cebador

<400> 6

aaaaagcagg ctggatgacc ccagcctgtc ¢ 31
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<210>7
<211> 32
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Oligonucledtido concebido para su utilizacién como cebador

<400>7

agaaagctgg gtgcactcac acctctgtct gg
<210>8

<211> 36

<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Oligonucledtido concebido para su utilizacién como cebador

<400> 8

tacaaaaaag caggcttcga ccccgeecce agtgec
<210>9

<211> 33

<212> ADN

<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido concebido para su utilizacién como cebador

<400>9

ggggtcgaag cctgctitit tgtacaaagt tgg
<210> 10

<211>25

<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido concebido para su utilizacién como cebador

<400> 10

tcgegttaac getageatgg atcte
<210> 11

<211> 24

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>
<223> Oligonucledtido concebido para su utilizacién como cebador

<400> 11

gtaacatcag agattttgag acac
<210> 12

<211> 125

<212> ADN
<213> Attificial

44
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<223> Oligonucleétido sintetizado

<400> 12
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gggggaattc accatggect taccagtgac cgecttgctc ctgecgetee cottgetget

ccacgecgec aggecggatt acgettctta cccatacgat gttccagatt acgctgtcga

Cgees

<210> 13
<211> 125
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Synthesized oligonucleotide

<400> 13

ccccgtegac agegtaatct ggaacatcgt atgggtaaga agegtaatcc ggectgegcge

cgtggageag caaggccage ggcaggagea aggeggtcac tggtaaggec atggtgaatt

¢Cece

<210> 14

<211>8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> CCK-8S

<220>

<221> MOD_RES
<222> (2).. (2)

<223> SULFATACION

<400> 14

Asp Tyr Met Gly Trp Met Asp Phe

1 5

45

60

120

125

60

120
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento de identificacion de un compuesto que inhibe o estimula una funcién de una proteina, codificada
por el ADN que se selecciona de entre el grupo siguiente:

(i) un ADN constituido por una secuencia de bases representada por la SEC ID n? 1 del listado de secuencias o una
cadena complementaria del mismo;

(ii) un ADN que presenta una homologia de por lo menos 70% con la secuencia de bases del ADN de (i) y que
codifica una proteina que presenta una funcién que aumenta una concentracion de calcio intracelular o una
funcién que genera un cambio en un potencial de membrana celular, o una cadena complementaria del mismo;

(iii) un ADN que comprende una secuencia de bases del ADN de (i) pero del que se han eliminado o sustituido uno a
cien nucleétidos, o al que se le han afadido uno a cien nucleoétidos, y que codifica una proteina que presenta una
funcién que aumenta una concentracion de calcio intracelular o una funcién que genera un cambio en un
potencial de membrana, o una cadena complementaria del mismo; y

(iv)un ADN que se hibrida en condiciones rigurosas con el ADN de (i) y que codifica una proteina que presenta una
funcion que aumenta una concentracion de calcio intracelular o una funcién que genera un cambio en un
potencial de membrana celular, o una cadena complementaria del mismo;

que comprende la induccion de la funcion de la proteina por el ligando de dicha proteina que es:

(1) la forma sulfatada del octapéptido de colecistoquinina de la SEC ID n? 14 (CCK-8S), o

(2) un péptido que comprende una secuencia de aminoacidos de CCK-8S pero uno de cuyos aminodacidos se ha
sustituido con un aminoacido homélogo excepto un residuo sulfatado de tirosina en la séptima posicién del
extremo C del péptido, y que presenta una funciéon que induce un aumento de una concentracion de calcio
intracelular o un cambio en un potencial de membrana celular en una célula que expresa el ADN,

y en el que el procedimiento comprende utilizar por lo menos un elemento de entre el grupo constituido por ADN, un

vector recombinante que contiene el ADN, un transformante que se introdujo con el vector recombinante, la linea

celular HA-ph01207#10-6 depositada con el nimero de registro FERM BP-10101, una proteina codificada por el

ADN, y un anticuerpo que reconoce inmunolégicamente dicha proteina;

y, determinar si el compuesto de prueba inhibe o estimula la funcién de dicha proteina inducida por dicho ligando, en

el que dicha funcién de dicha proteina es una funcién que aumenta una concentraciéon de calcio intracelular o en el

que dicha funcién de dicha proteina es una funcién que genera un cambio en un potencial de membrana.

2. Procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que el procedimiento comprende

(a) permitir que dicho transformante o dicha linea celular y un compuesto de prueba coexistan en condiciones que
permitan la interaccién del transformante o la linea celular con el compuesto de prueba,

(b) introducir un sistema que mide dicha funcién de dicha proteina que se expresa en una membrana celular del
transformante o la linea celular, y

(c) determinar si el compuesto de prueba inhibe o estimula, o no, la funcién de la proteina mediante la deteccién de
la existencia o no existencia de, o una modificacion en, la funcién de la proteina.

3. Procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que dicha funcién de dicha proteina es una funcion que aumenta
una concentracion de calcio intracelular y en el que el procedimiento comprende

(a) permitir que dicho transformante o dicha linea celular y un compuesto de prueba coexistan en condiciones que
permitan la interaccién del transformante o la linea celular con el compuesto de prueba,

(b) medir una concentracién de calcio intracelular del transformante o la linea celular, y

(c) determinar si el compuesto de prueba inhibe o estimula, o no, la funcién de la proteina mediante la deteccién de
un cambio en la concentracion de calcio intracelular del transformante o la linea celular.

4. Procedimiento segun la reivindicacién 1, en el que dicha funcién de dicha proteina es una funcién que genera un
cambio en un potencial de membrana y en el que el procedimiento comprende

(a) permitir que dicho transformante o dicha linea celular y un compuesto de prueba coexistan en unas condiciones
que permitan la interaccion del transformante o la linea celular con el compuesto de prueba, promotor 5,
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promotor PGK, GAP pro del transformante o la linea celular, y
(b) medir un potencial de membrana del transformante o la linea celular, y

(c) determinar si el compuesto de prueba inhibe o estimula, o no, la funcién de la proteina mediante la deteccién de
un cambio en el potencial de membrana del transformante o la linea celular.

5. Procedimiento de identificacion de un compuesto que inhibe o estimula la unién de una proteina, codificada por el
ADN que se selecciona de entre el grupo siguiente:

(i) un ADN constituido por una secuencia de bases representada por la SEC ID n? 1 del listado de secuencias o una
cadena complementaria del mismo;

(ii) un ADN que presenta una homologia de por lo menos 70% con la secuencia de bases del ADN de (i) y que
codifica una proteina que presenta una funcién que aumenta una concentraciéon de calcio intracelular o una
funcién que genera un cambio en un potencial de membrana celular, o una cadena complementaria del mismo;

(iii) un ADN que comprende una secuencia de bases del ADN de (i) pero del que se han eliminado o sustituido uno a
cien nucleodtidos, o al que se han afadido uno a cien nucleétidos, y que codifica una proteina que presenta una
funcién que aumenta una concentracion de calcio intracelular o una funcién que genera un cambio en un
potencial celular de membrana, o una cadena complementaria del mismo; y

(iv) un ADN que se hibrida en condiciones rigurosas con el ADN de (i) y que codifica una proteina que presenta una
funcién que aumenta una concentracion de calcio intracelular o una funcién que genera un cambio en un
potencial de membrana celular, o una cadena complementaria del mismo;

a un ligando de dicha proteina en el que el ligando es:
(1) una forma sulfatada del octapéptido de colecistoquinina de la SEC ID n® 14, o

(2) un péptido que comprende una secuencia de aminoacidos de CCK-8S pero uno de cuyos aminoacidos es
sustituido con un aminoacido homologo a excepcion de un residuo sulfatado de tirosina en la séptima posicion
del extremo C del péptido, y que presenta una funcién que induce un aumento de una concentracion de calcio
intracelular o un cambio en un potencial de membrana celular en una célula que expresa el ADN;

y en el que dicha proteina y dicho ligando de la proteina se someten a reaccién en presencia o ausencia del
compuesto para medir la unién entre la proteina y el ligando.

6. Procedimiento segun la reivindicacién 5, en el que la proteina se expresa en una célula que contiene ADN que
codifica la proteina o en un transformante como la linea celular HA-ph01207#10-6 depositada con el niumero de
registro FERM BP-10101.

7. Procedimiento segun la reivindicacion 5, en el que la unién se mide mediante la medicion de un cambio en el

potencial de membrana celular o un cambio en la concentracién de calcio intracelular causada por dicho ligando en
presencia y ausencia del compuesto.
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Figura 1

: insercion de 1 residuo de aminoacidos

ph01207 (1518 residuos de aminoacidos)

(lisina en la posicion 1406)

: delecion de 55 residuos de aminoacidos
hBAI2 (1572 residuos de aminoacidos) (correspondiente a las posiciones 296 a 350 en hBAI2)

é : secuencia sefal [] : dominio de trombospondina de tipo 1

' : dominio conservado en diversos receptores de hormonas

: dominio GPS : familia de GPCR 2 (dominio de transmembrana)
Figura 2
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Figura 3
Forma de onda 1 Forma de onda 2 Formadeonda 3 Forma de onda 4
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Figura 4-A
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Figura 4-D
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Figura 4-E
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