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Trulh v Ol PCT-PATENT 379 FRSE WACT Al1 PREGEMTAC
hpnlnm 2029 MIVISIMN % m CRERCTONES
FORMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATENTE
PCT o
ENTRADA EN FASE NACIONAL
l@ SOLICITUD DE:
E Patente de Invencién. D Patente da Modalo de Utilldad.
D Capitulo I Capliulo Il
| Nombre: SANKYO COMPANY, LIMITED y IDENTIFICACION
1@ GEORGETOWN UNIVERSITY
@‘ socledades constituldes y existentes bajo
SOLICITANTE lae leyes del Japén y Estados Unidos de C.C. D NIT D
{(11) Amaérica, respactivamants.
Plrecclones:a5-1-Nlhonbashi Honcho 3- C.E. D Otro D
chome Chuo-ku, Tokyo, Japén y Cua___
37" & "O" Strests, N.W. Washingion,
D.C. 20057, Estados Uniioa de América, Ndmero:
respectivamente.
Domiclios: Tokyo, Japén y. Washington, |
Estados Unidos — de América,
raspactivamente.
@ IDENTIFICACI N
Nombre: EMILIO FERRERO
‘ C.C. E NIT D
REPRESENTANTE Direccién: Carmara 4. No. 72-35
O APODERADO Teléfono: 347 36 11 C.E. D Otro D
W Fax:: 21792 11 ’ Cual_____
E-mail: cllentea@camvp.com.
Domicillo: Bogota, Colombla. Namero: 438,019 T.P, 31929
@ 1- Sarah SPIEGEL 2- Takafuml KOHAMA .
8343 Linway Temace, /o SANKYO COMPANY, LIMITED
McLean, Virginia 22101, 2-58, Hiromachl 1-chome
INVENTOR (ES) Estados Unidos de América.  Shinagawa-ku, Tokyo 140-8710
(72) Japén,
i@ PCT (38)
Solicitud {ntemacional No. _mmmm%_ Fecha: __ 20 de marzo de 2001~
Publicacién Intemaclonal No. _ WO 01/74837 A1 Fecha : _11 de octubre de 2001~
@ Titulo (54) FORMAS DE ESFINGOSINA CINASA TIPQ 2 DE IFE
| EXP NY DOS DE USO DE LA MISMAS
'@ Claslificacién Intemaclonal (51) __CO07H 021/004
I@ Priaridad (33) Pals de Origen {32) Fecha (31) Namero de Solicitud
_US, 3 de sbril 2000 60/194,318
s no[d :
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Anexos:

Comprobante de pago de la tasa de presentaclon da la solicitud por 378.000.00.

Comprobante de pago por relvindicacién de prioridad.

Documento que acredita la existencla y representacién legal cuando el sollcitante sea persona Jurfdica.
Poderes, si fuere el caso. (SANKYO COMPANY, LIMITED).

Documento de cesidn del inventor al solicitante o a su causants.

Declaraciones.

Copla de la solicitud Internacional. (Resumen, descripcidn, reivindicaciones, dibujos)

Traduccién de la solicliud Internacional al castellano. (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)
Copia del examen preliminar efectuado por la IPEA.

Traducclon del examen preliminar sfectuado por la IPEA.

De ser el caso, copla del contrato de accsso.

De ser el caso, documento que acredite la licancia o autorizacién de uso de conocimientos tradicionales de
las comunidades indigenas.

Da ser el caso, certlficado de depdsito del material bioldgleo.

Arte final 12x12

De ser el caso, informaclén sobre otras sollciiudes de patente o tftulos obtenidos en el exiranjero por el

mismo titular o su causante, relacionadas parclal o totaimenta con la invencién de esta solicltud.
Qtros

G

FIGURA CARACTERISTICA:
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@ Solicito la conceslén de la patents,

NOMBRE: F

W C.C. 438.010 de Usaquén T.P. 31.929
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- osom, s~coumem modelos_de ulilidad, disefics |1
g marces de fibrics, nombres
comerciales, ensefias, "
 REPRESENTACION Y PODER " REPRESENTATION AND 2 ®) ]
POWER OF ATTORNEY a0
Vs
I (we), the undersigned /Yo (aoectzos), abejo firmado (s) _45'.;'q / ,
SANKYO COMPANY, LIMITED
dldmldlmwcn__s_l.._m__
01&45&1 010845 YO 01084372 08 ‘l:ar:: e /
. . . : 010845 F () o1’
= g-lgnm% m%- U ’& L 94 J&h’-‘.‘lﬂ?ﬁ.h‘hﬁ
nmne; &ml-tlz CLE| A DE P, Ip. 1!1 Illll..lo
o 4 N 7285, pimpeid . m,tpl.ﬂ ,m:.uzcumh
lo dispussto en ¢l parigrafo 1° del Articulo 543 del Cadigo de Z3555; domlctled mbh,
] clpﬂmmnglnelpdyhldnﬁm first a8 principal and the others e sl the order of ;
:Ihm-,uluwim.m {nuesiros) represerdantes en tiwir appointaent, a8 our 1w vas all Indusirial
ve los asuntoy de propladad: indusirial com facuftad para pmpmynnhnwllhh:u to recelve notifical to
y osmbms apederados judiciales o appoint attorneys In and oul 'of Court. alternate shall
wutrafudiciales. Bl Tepresentante reemnplaxard al nrllnpuhdpdlnﬂcdllhnb-mor tom or
| sn caso de olm#lnunhhmpnlo dafinitive impediment. The same ruls will o when the
da de aquil La miema regin se spliard cuando ol sechnd aliyrnate repressnistive s to repiace t one, or
o represeniunte l:ndnmmphrdpﬂmm whan the third is to replace the first or second alteroaies
o ¢l lercevo al ndo. En cange, ol repressniante tumn, or both of tham, second. In such cases, the principal
0 principai, o ol primerv, o sgundo supleate, en su caso, o ambos, urnhthn.urlln first or second ulterneies in thelr tum, or
rin su de no ejeroer In representaclén dlh.yllllllhhlhirhhﬂhnﬂbui-
medinnte declaraciin  sutenticada Notario "Piiblico en {° tives . through a declaration glven before a N .
e Colombia on ol exianforer 7 o ve tutar de toysodirmanto, | or & Colomblan Conmul abraeds and ofnper ekt ol
<on of certifioade lldpludnl-nmhduhlhn urﬂﬂahlhllmfhu-n of the appointers
d-llnmnnmh. ol sigutente wmark Cunllo comare la the follow! ullnmn imke
susencia o Impedimanto del re o de -u his placa. When the abeence or Lmpediment of the gln:lpul
hcldm.l :cl:‘ Fordeny I‘I.M-'Il mpodqﬂn el nn, cumni, the m:::u:lgl:ng::hh:dn:mh Jr‘nqm
smidndola por ¢l solo I::u de eferoetia, cmsando on wee | by the princigal, the Arst or second alternate on cose,
mommity ol ejerciclo de b reprasenincidn por ol primero, * and the mere fact or its exercise will suffice, The of e -
segunclo o tercsr suplente en su easo, m::ln.ry !h“::, second or thind aiternates in their i

Ademds, conflare forimos) puhr los h;ul rriba
mlaml:n n ‘mm protaccld X n . ml ?IIII..II'IJ In addition, we grant a Power of Attorney In hvor o! lln
'.g:dd wmhmplllmhd-hll,lmp -lnn-mmdf th( y:,-qll;l‘:w nllht they .wy. Illn
hrln dichos ol ustria
“:‘lnh. cua uhn“ﬁﬂmﬂll’:n ll:nm M" s ern lull'mln the said

rzan 0 o lhl lmente anle Ins del orden alturmays to pnunlmn ul) fore un lullntlllnor

:’;mlnhmllw. conl ministrativo y judiclal, asl como with or without jurisdiction, lplchli admini lulln
s tribunales de erbitmmanto, en tmdo lo unnmhnh n los sdminkstrutive contentious and jud wu well as
sigutentes esuntos: a) Obtencién de patenies de Invencldn, Arbltrtion Cotrt, In all matters concemning the !ullowl a)
modelos de utllided, y diseftos industriaies; o ro de Obulnml of phnh. utllity models and Industrial
marcas de fibrics, colectivas, defensivas, ds ] he registration of trademarks, collective, defensive and servics
umunhln. nombres comaerclales, enmflas, variededes mrluhch;l commarclsl names, trade emblems, vegstel
vegeinles y denominaciones de origen; su rencvaciin, tres pno. uﬂd-mndmﬂmolwlglnlhml.ulp\mﬂ.
amblo de nombre o dumidilo, cancelacidn volunieria; ¥ cha of name or domiclls, vuluntary cancellst and thw

@ u;hmdohnd-ld-mdu-udnnh:b) m:lun-d- tion of licenses of use of the sbove rights; b) Actions nf
wmpul.cn:h desienl, del consumider, oposiciones u u; wmpﬂlllnn. pnhdlon to the mw or

besrvaciones, dmlnhlnliu y hdm obssrvations, adminisirative or Court n, mﬂ:l'ls‘,

mulldu cautelares, concesiin de lcuncias, la Iuh . I'n-l’ﬂ.mﬂ mllcl!n of [lcenses, the acton for - 1
protecclén de secretos industriaies, y en generul los nol!nd.nenll.md!n - T
“civiles, plmhl. dmlnhln!lwl o contencioso-adminigtirativos civil, peral “j m!nhlnll'u sully nhun :
. relacionndos co derechos; acclones y p ue actions suits Inatitued by me (us) o: nll m tull
promovamas o pnmum?pn L w"ﬂlllnllltlunbunn mw te this Power of 1
ssunioe arriba d-hrmhulu puwdan MW Attornay, comy it the facts of tw u-. w}
tranaiglr, concllinr, admitit fos hvechos del devist, ‘ancuel, mln, nlsn, dey ratify doné by -;.{
cancular, recibic, renunciar, y matificar Jos actoe d- reprasentatives without a pot . B
oficlosos. cou a' ' i/

Given and signd this/Dudo y firmado hoy

4th day of October, 2001 5y P N g
1 0T 2002 3,

Tetsuo Takato e i .
Representative Director and Pre.s:l.dent ~

© CAVIILITR AROGADOS .
WPIOUEKRE-1 (MINUTA N 12.1.1.25)




LROALIZACTION ar LBOALIZATION

w. M7
EX Sefior Consul Je Colombls debe expedi : The Colombs Coneul must e
ormniar :-mm"t'u I sl log) d-'l-’.q':-{nu' b -nﬂlud-m‘g the Jegal existence. ‘of  tha, com
p'mn-'qm 3' ! poder wtda lllmhd-’;-n ?:;0. A company purpuses, and (3) that the pexsome who ane
wole afectv Jos sollcllamos que muestron al Sefior Closul las Pbmrofr
mhqmqﬂunhﬁu(&ﬂ)ym show the Consul the evidence

and (3).
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QCAMA COpey """“ﬂmnl -
[Fo ""lo'l'lln::nu." SnaiNA i
4 - e ey :
oy

NOTA PARA EL SENOR CONSUL DE COLOMBIA: Segin loa articulos 65 del C. de P.C. y 480 del C. de Co,
8l el poderdante es unn socledad, el Sefior C debe certifionr que tuvo a la vista las pruebas de su

exislencin, que ejerce su objet soclal y que quien conflere el poder es su representante.
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Registration No. 1021 of 2001
NOTARIAL CERTIFICATE

This is to certify that Tetsuo TAKATO who is Representative

Director and President of SANKYO COMPANY, .LIMITED, a ?pporat:lon

»,

duly organized and existing under” the lLaws of Japan, located
at 5-1, 3-chome, Nihonbashi-honcho, Chuo-ku, Tokyo, Japan and
who is authorized to sign the attached document, has

acknowledged himself that signature on the foregoing document

is his own.

Dated on this 4th day of October, 2001,

Notary: MOTOHARU FURUKAWA

@M

. NOTARY OFFICE

" . OTOCOFIA COINGIDN CON Ou Gk

521 Kojimachi, Chifota-Kl,/ 8. cim o ot Vo0
Tokya; Japan d : r’u GTI “2“0 0
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R JUAN MANUEL BOTERD MEDINA
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CERTIFICATE

This is to certify that the signature affixed above has been provided
by Notary, duly authorized by the Tokyo Legal Affairs Bureau and that
the Official Seal appesring on the same is genuine.. .

Date  4th October, 2001 s
Toshiaki HOU
Director of the Tokyo Legal®Affaif g
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| i
(Convention de La Haye du 5 actobre 1961) ' 5

1. Country: JAPAN '

This public document *
2. bas been signed by  Toshiaki HOURIN _
8. acting in the capacity of Director of the Tokyo Legal Affairs Bureau

P

.t . .
1] . L] -l
N g R
AR

4. bears the seal/stamp of

Certified

5. at Tokyo 6. 4th October, 2001

7. by the Minisiry of Forelgn Aflairs
8 01 - N2 021563 .
10. Signature: I 1{
P
i

TMOML..

Takeshi MOCHIZUK: -
Tor the Minister for Foreign Aflairs
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TRADUCCION OFICIAL No. 12.10/01 realizada por Dieg Vargas,
Traduct r Oficial, Res lucién No. 0001 de 1599 del Ministerio de

Justicia y registrado ante el Ministerio de Relaciones Exteriores

de Colombia.

. A continuacién se traducen los sellos y legalizaciones de un
documento de escrito en inglés y espafiol por medio del cual
SANKYO COMPANY, LIMITED domiciliado en el 5-1, 3-chome,
Nihonh;;hi-honcho, Chuo-ku, Tokio, Japén por el presente ratifica
las solicitudes de registro de marca Nos. 01084567, 10184568;
01084570; 01084571; 01084572; 01084574, presentadas por el Dr.
Emilioc Ferrero el 03 de octubre de 2001.

Y adicionalmente otorga derechos de Representaclén y Poder a los

Doctores GERMAN CAVELIER, tpa. 832; GONZALO PERDOMO, tpa. 831;

EMILIO FERRERO, tpa. 31929; y LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, tpa. 23555.

Dado y firmado hoy

’ 4 de octubre de 2001
En Tokio, Japén
ol ro

' Firma
s Fiesidente Representativo

Firma gnmdlﬂ“l
(Anexo)
Registro No. 1021 de 2001

CERTIFICADO NOTARIAL
. El presente es para certificar que Tetsuo TAKATO, quien

es Director y Presidente Representativo de SANKYO COMPANY,

LIMITED, una corporacién debidamente constitulda y existente de
1




acuerdo a las Leyes de Japbn, ubicada en el 5-1, 3-chome,
Nihonbashi-honch , Chu -ku, Tokio, Japbn y quien est& autorizado
a firmar el adjunto documento, ha reconocido &1 mismo que la
firma en el anterior documento es la suya.

Fechado hoy 4 de octubre de 2001.

Firma ilegible

Notario: NMOTOHARU FURUKAWA

ficina de Asuntos Legalss ds Tok
OFICINA NOTARIAL

5-2-1, kojimachi, Chiyoda-ku,

Tokio, Japdn

Sellos rojos cuadrados en la parte superior asi comc al lado de

la firma anterior.

LA CAMARA DE COMERCIO E INDUSTRIA DE TOKIO

3-2-2 MARONOUCHI, CHIYODA-KU, TOKIO 100-0005, JAPON TEL:81-3-3283-7610 FAX:81-3-3201-6265

P I S
Octubre 4 de 2001 .'i.“".g;g?:a:-fo:a?.;,,.‘. Rt

A quien pueda interesar:

e T am "
Ll ' ) »
iy r YV ST NI -
A b et o4 H

0 2 LI
Wy ':'__n'";f e e

.- ANUB) Bgo=nt 1A, -
L - NOTARG " WEDIA

C'é'rt:!._'fica&g
Por el presente certificamos que la compafifa mencionada a
continuacién fue constituida de acuerdo a la Ley Comercial

Japonesa.

N mbre de la compafifa: SANKYO COMPANY, LIMITED




Domicili : $-1, Nih nbashi-honcho 3-ch me, Chu -ku, Tokio
Facha de Constitucién: 1 de Marzo de 1913

La Cdmara de Comercio e Industria de Tokio

- Firma Ilegible

Hiroyukli Amaya
Subdirector

Sello: LA CAMARA DE COMERCIO DE TOKIO

B064302

Aparece un anexo en japonés con el nimero 1021 en la parte

superior y con varios sellos cuadrados en tinta roja en todo el

documento. En la parte inferior aparece texto en inglés:
CERTIFICADO

El presente es para certificar que la firma coloéada_

anteriormente ha sido otorgada por wun Notar:.o, debidamente

gﬂaﬂn llﬂ"l'l“ﬂ “ -.T.f ¢|am

A| . il Ql

autorizado por la Oficina de Asuntos Leg ° 'm""lm .%a el
b e b < X mﬁ?

Sello Oficial que aparece en el mismo es a 3 v

Fecha: 4 de octubre de 2001
Toshiakl HOUKIN

" Director de la Oficina de Asuntos Legales

APOSTILLA
’ {Conventl n de La Haye du S octubre 1961)

1. Pais: JAPGN




Bste d cumento ptblico

2. ha sido firmad por Toshiaki HOUKIN

3. actuando en capacidad de Director de la Oficina de Asunt s

Legales de Tokio
4. lleva el sello/estampilla de

-..7 " CERTIFICADO

5. en Tokilo 6. El 4 de octubre de 2001

7. por el Ministerio de Relaciones Exteriores

) | -
8. 01- No. 021563 Ly — 4
9. BSello/estampilla 10. Firme: = LU 50 3
=% o~ 22
osth%lo, R
= 2 =
s K Takeshi MOCHIZUKI
% &
* vapow | R al Ministerio da Relaciones Bexcicrss

Es traduccién fiel y completa de la cual se deja copla‘en esta
oficina para su confrontacién.
/COLO 01579-701-005-3 /DVZ/ID-2743/WPCL0O02G/ -

Pieve A Verpes
DIEGD F. VARGAS Z.
TRADUCTOR E INTERPRETE OFICIAL
ESPANOL - INGLES - INGLES - ESPAROL

oy o~ BESyOQZLQF ENERO 4 DE 1999

r§ COBO HOTAMO SExTO DY g

O BOGOTA NABD CONSTARMUR :"_z-
gj""::r::::.'.:'.?::a“ :v
g RE [y

01 0CT 2002 %

® X >
JUAN MARUEL BOTEAD BLTIMA
NOTAFIO
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AB GADOS
EDIFICIO SISKI
WER SITE: www.caveller-abagadas.com CARRERA 4 No.. 72 - 35 TELEFONQ: (371 111 347-1611
E-MAIL: cavelisr@colomsal. net.co BOGOTA 8, COLOMBIA TELEFAX: (571111 217-9211 157) {1} J10-44945

Seflora Jefe de la

DIVISION DE NUEVAS CREACIONESB
Superintendencia de Industria y Comercilo
E. S. D.

Poderdante: SANKYO COMPANY, LIMITED

Poder conferido el: 0t-10-2001

Yo, GERMAN CAVELIER, obrando §en £iil* calidad de apoderado
principal del poderdanta arriba hr'ffenc:l.onado atentamente
manifiesto a Usted que -sustituyo el poder gque me ha sldo
conferido en la persona del doctor EMILIO FERRERO, Abogado con
Tarjeta Profesional’ No‘ 81, 929‘. “¢on" todas 1as facultades que me

’ . - -l'_‘.
fueron confer:.das. el t’ i
. i i

D e R

Hago la anterior spstit_’u'_éigqi 'Eaﬁfb}'lﬁé'léi_articulo 66 del C&digo
de Procedimiento Civil 'ya que los otros sustitutos faltan en este

momento.

‘Sefiora Jefe, =~

o GERMAN CAVELIER
T.P.A. No. 832
“C.C. No. 2.877.924 de Bogot4

o |
EMILIO FERRERO

T.P.A. N° 31.929
C.C. No. 438.019 de Usaquén

de-780-2

NI T. 860.041.367-3
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O 01/74837 Al

(12) INTERNATIONAL APPLICATION FUBLISIED UNDER THE PATENT COOPERATION TREATY (PCT)

{19) Worid Intellectual Property Organimtion
Intemational Bureau

(43) International Publieation Date
11 October 2001 (11.10.2001)

PCT

{10) Internutional Publication Number
WO 01/74837 Al

(31) Intermational Patent Clagsification’: COTH 214,
CI2N 9/12, 15/63, 5/00, /D4, Y08, 1720, UL6, CL2T
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The present agplication claima the benefit of Provisicoal
Application Serial No. 60/194,316, filed april 3. 2000,
wharein priority under 35 USC 1l1%9(a] is claimad.

GOVZANMENT RIGEIS

This invention was made with United States government
supgort under Grant GM 43880 from the Naticmal Institutas of
Health and a Postdoctoral Fellowship BC961968 from the United
States Army Medical Reseazch and Materiel Command, Prostate
Cancer Regsearch Program (VEN). The United States government
has certain rights in tils invention.
BACXGROUND QF THE INVENIION

Fisld qf the Invaection

The present invention concerns mammallan (such as mouse
and kuman) sphingosine kinase type 2 isoforms, tha molacular
cloning of such isoforms and mathods of use of such lescforms.

Sphingosire kinase type 2 has distinct characteristics when
compared to ephingosine kinase type 1.

Backezound Iaformation

Sphincosina-1-phosphate (SPP) 1s a bicactive aph'.:l.ugol:l.pi.d
metabolite which regulates diverse biological processes acting
both inside cells as a second mesgenger to regulate
oroliferation and survival and outside cells as a ligand for G-
protein ccupled receptors of the EDG-1 subfamily (Splegel, §.,
J. Leukoc, Biol., £3, (1999), 341-344; Goetzl, E.J., An, S.
FASEB J., 12, (1998), 1589-1598). Thus, SPP plays important
roles as a second messenger to regulate cell growth and
survival (Oiivexa, A., Spiegsl, S., Nakuxe, 365, (1993), 557-
560; Cuvillier, O., Pirianov, G., Kleuser, B., Vanek, B. G.,
Coso, O. A., Gutkiné, S., and Splecel, S., NMaturae, 381, (1996),
800-803).

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)

A
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Many external stimuli, particularly growth aﬁd survival
factors, activate sphingosine kinase ("SPHK"), the enzyme that
forme SPP from sphingosine. This rapidly growing list includes
platelet-derived growth factor ("PDGF"} (Olivera, A., Spilegel,
8., Natura, 385, (19%3), 557-560; Pyne, 9., Chapman, J. Steele,
L., and Pyne, N.J., Bux. J, Blochem., 237, (1996), 819-826;
Coroneos, E., Martinez, M., McKenna, 8. and Kester, M., J.
Bigl., Chem., 270, (1995), 23305-23309), nerve growth factor
("NGF") (Edsall, L. C., Pirianov, G. G., and Spilegel, 8., J.
Neurosci., 17, (1997), 6952-6960; Rius, R.A., Edsall, L.C., and
Splegel, S., FEBS Lett., 417, {1997), 173-176), vitamin D3
(Rleuser, B., Cuvillier, 0., and Splegel, 8., Cancer Res., 58,
(1998) 1817-1824), muscarinic acetylcholine agonists (Mayer zu.
Heringdorf, D., Lass, H., Alemany, R., Laser, K.T., Neumann, E.
Zhang, C., Schmidt, M., Rauen, U., Jakobs, K.H., and van
Koppen, C.J., EMBQ J., 127, (1998}, 2830-2837), TNF-a (Xia, P.,
Gamble, J.R., Rye, K.A., Wang, L., Hii, C.5.T., Cockerill, P.,
Khew-Goodall, Y., Bert, A.G., Barter, P.J., and Vadas, M.A.,
Proc. Natl, Acad, Sci., U3A, 35, (1998), 14196-14201), and the
croes-linking of the immunoglobulin receptors FceRl (Choi, O.
H., Kim, J.-#., and Kinet, J.-P., Natura, 380, (1996), 634-636)
and FcgRl (Melendes, A., Floto, R. A., Glllooly, D. J.,
Harnett, M. M., and Allen, J.M., J, Biol, Chem., 273 (1998),
9393-9402) .

Intracellular SPP, in turn, mobllizes calcium from
internal stores independently of InsP3 (Meyer zu Heringdozf,
D., Lass, H., Alemany, R., Laser, K.T., Neumann, E. Zhang, C.,
Schmidt, M., Rauen, U., Jakobs, X.H., ard van Koppen, C.J.,
EMBO J., 17, (1998), 2830-2837; Mattie, M., Brooker, G, and
Spiegel, 8., Bigl. Chem., 269, (1594), 3181-3188), as well as
eliciting diverse signaling pathways leading to prolifexation
{Rani, C.S., Berger, A., Wu, J., Sturgill, T. W., Beltner-
Johnson, D., LeRoith, D., Varticovski, L., and Spiegel, S., Q.
Biol. Chem., 272, (1997), 10777-10783; Van Brocklyn, J. R.,
Lee, M. J., Menzeleev, R, Olivera, A., Edsall, L., Cuvfllier,
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0., Thomas, D. M., Coopman, P. J. P., Thangada, 8., Hla, T.,
and Splegel, 8., J. Cell Blol., 142, (1998), 229-240) and
suppression of apoptosis (Cuvillier, 0., Pirianov, G., Kleuser,
B., Vanek, P. G., Coso, O. A., Gutkind, §., and Spiegel, S.,
Natuze. 381, (1996), 800-803; Bdsall, L. C., Piriancv, G. G.,
and Spiegel, S, I, Neurosci., 17, (1997), 6952-6960; Van
Brocklyn, J.R., Lee, M. J., Menzeleev, R.,, Olivera, A., BEdsall,
L.,.Cuvillier, O., Thomas, D. M., Coopman, P. J. P., Thangads,
8., Hla, T., and Spiegel 8., J. Cell Bigl., 142, (1998), 229-
"240).

Moreovsr, competitive inhibitors of sphingosine kinase
block formation of SPP and selectively inhibit calcium
mobilization, cellular proliferation and survival induced by
these various stimuli (Spiegel, 8., i;_hﬂuknn‘_ﬂinl*. §5,
(1999), 341-344). Thus, it has been suggested that the dynamic
balance between levels of the sphingolipid metabolites,
ceramide and SPP, and the consequent regulation of opposing
signaling pathways, is an important factor that datarmines the
fate of cealls (Cuvilliex, O., Rosenthal, D. 8., Smilson, M. E.,
and Spiegel, 8., J, Biol, Chem., 273, (1998}, 2910-2916). For
example, stress stimuli increase ceramide levels leading to
apoptosis, whereas survival factors stimulate SPHK leading to
increased SPP levels, which suppress apoptosis (Cuvillier, O.,
Rosenthal, D. 8., Smulson, M. E., and Splegel, B., J, Biol,
Chem., 273, (1998), 2910-2916).

Furthermore, the SPHK pathway, through the gensration of
SPP, is critically involved in mediating TNF-a-induced
endothelial cell activation (Xia, P., Gamble, J.R., Rya, K.A.,
Wang, L., Bii, C.8.T., Cockarill, P., Khaw-Goodall, Y., Bert,
A.G,, Barter, P.J., and Vadas, M.A., Exoc, Natl, Acad. Sci.
USA, 95, (1998), 14196-14201) and the ability of high densaity
lipoproteins (HDL) to inhibit cytokine-induced adhesion
molecule expression has been correlated with its ability to
reset this sphingolipid rheostat (Xia, P., Gamble, J.R., Rye,
K.A., Wang, L., Hii, C.S8.T., Cockerill, P., Xhew-Goodall, Y.,

A
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Bert, A.G., Barter, P.J., and Vadas, M.A., Pxoc, Natl. Acad,
Scl. USA, 35, (1998), 14196-14201}). This has important
implicationa for the protective function of HDL against the
development of atherosclerosis and associated coronary heart
diseage. Recent data has alsc connected the sphingolipid
rheostat to allergic responses (Prieschl, E., E., Csonga, R.,

Novotny, V., Kikuchi, G. E., and Baumruker, T., J. Exp. Med.,,
199, (199s), 1-8).

Intaeraat in SPP has accelerated recently with the
discovery that it is a ligand of the G-protein coupled cell
surface receptor EDG-1 (Van Brocklyn, J. R., Les, M. J.,
Menzeleev, R., Olivera, A., Edsall, L., Cuvillier, 0., Thomas,
D. M., Coopman, P. J. P., Thangada, 8, Hla, T., and Spiegel,
S., 4. Cell Biol,, 142, (1998), 229-240; Lee, M. J., Van
Brocklyn, J. R., Thangada, 8., Liu, C. H., Hand, A. R.,
Menzeleev, R., Splegel, 8., and Hla, T., Sciancem, 279, (1998),
1552-1355). This rapidly led to the identification of sevaral
other relatad receptors, named EDG-3, -5, -6, and -8, which are
also specific 8PP receptors (Goetzl, E. J., and An, 8., FASEB
J., 12, (1998), 1589-1598; Splegel, 8., and Milstein, 8.,
Blochem.Biophva, Acta., 1484(2-3):107-16, (2000)).
Sphinganinea-1-phosphate, -which is structurally similar to SPP
and lacks only the trans double bond at the 4-position, but not
lysophosphatidic acid or sphingosylphosphozylcholine, also
binds to these receptors (Van Brocklyn, J. R., Tu, Z., Edsall,
L. C., Schmidt, R. R., and Spiegel, 8., J. Biol., Chem., 274,
(1999) 4626-4632), demonstrating that EDG-1 belongs to a family
of G-protein coupled receptors that bind SPP with high affinity
and specificity (Goetzl, B. J, and An, S., FASER J., 12,
(1998), 1589-1598; Splegel, 8. and Milstien, 8., Blocham.
Biophve, Acta., 14B4(2-3):107-16, (2000)).

Tha EDG-1 family of receptors are differentially
expressed, mainly in the cardiovascular and nervous aystems,
and are coupled to a variety of G-proteins and thus can
requlata diverse signal transduction pathways culminating in
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Pleictxopic responses depending on the cell type and relative
exprassion of EDG receptors. Although the biological functions
‘of the EDG-1 family of GPCRs are not completely understood,
recant studies suggest that binding of SPP to EDG-1 stimulates
uigration and chemotaxis (Wang, F., Van Brocklyn, J. R.,
Hobeon, J. P., Movafagh, 5., Zukowska-Grojec, Z., Milstien, 8.,
and Spiegel, S. J. Biol, Chem., 274, (1999}, 35343-35350;
English, D., Kavala, A. T., Welch, Z., Harvey, K. A., Siddiqui,
R. A., Brindley, D. N., and Garcia, J. G., J. Hematother. stem
Cal)l Resa,, B, (1999), 627-634), and as a consequence, may
regulate angiogenesis (Wang, F., Van Brocklyn, J. R., Hobson,
J. P., Movafagh, 8., Zukowska-Grojec, Z., Milstien, 8., and
Splegel, 8. J, Biol. Cham., 274, (1999), 35343-35350; Lee, O. -
H., Kim, ¥. M., Lee, Y. M,, Moon, B. J., Les, D, J., Kim, J.
H., Kim, K. W., and Kwon, Y. G., Biochem, Bioghva. Res.
Commun., 264, (1999) 743-750; Lee, M. J., Thangada, S.,
Claffey, X. P., Ancellini, N., Liu, C. H., Kluk, M., Volpi,
Sha'afi, R. I., and Hla, T., Cell, 23, (1999), 301-312). BEDG-5
may play a role in cytoskeletal reorganization during neurite
retxaction, which is important for neuronal differentiation and
devalopment (Van Brocklyn, J. R., Tu, 2., Edsall, L. C.,
Schmidt, R. R., and Spiegel, 8., J. Blol, Chem., 274, (19399),
4626-4632; MaclLennan, A. J., Marks, L., Gaskin, A. A., anrd Lee,
N., Neurcsciange, 79, (1897), 217-224). '
Critical evaluation of the role of SPP requires cloning of
the enzymes that regulate its metabolism. Recently, rat kidney
SPHR has been purified to apparent bomogeneity (Olivera, a.,
Xohama, T., Tu, 2., Milstien, S., and Spiegel, 8., J. Biol.
Chem,., 273, (1998), 12576-12583) and subsequently the firset
mammalian SPHK, designated mSPHK). (Kobhama, T., Olivera, A.,
Edsall, L., Nagiec, M. M., Dickson, R., and Spiegel, 8., I,
Biol. Chem., 273, (1998), 23722-23728) was cloned.
Independently, two genes, termed LCB4 and LCBS, were also shown
to code for SPHKs in Saccharomyces cerevisias (Nagiec, M. M.,

Skrzypek, M., Nagiec, E. B., Lester, R. L., and Dickson, R. C.,
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J. Blol, Chem,, 273, (1998) 19437-19442). Moreover, databases
identify homelogues of mSPHKL in numerocus widely disparate
organisms, including worma, plants and mammals, demonstrating
that the enzyme is encodad by a member of a highly comsexved
gens family (Kohama, T., Olivera, A., Edsall, L., Naglec, M.
M., Dickson, R., and Spilegel, S., J, Blol. Chem., 273, (1998},
23722-23728) . Comparison of the predicted amino acid sequencas
of the known SPHK1ls revealed five blocks of highly conserved
amino acids (Kohama, T., Olivera, A., Bdsall, L., Naglec, M.
M., Dickson, R., and Spilegel, 8., J, Biol, Chem., 273, (1998),
23722-23728) . However, several lines of evidence indicata that
there may ba multiple mammalian SPHK isoforms.

The finding that SPHK activity in platelets could be
chromatographlically fractionated into several forms with
differing responses to detergents and inhibition by known SPHK
inhibitors, indicate the presenca of multiple enzyme forms in
human platelets (Banno, Y., Kato, M., Hara, A., and Nozawa, Y.,
Bilochem, J., 335, (1998), 301-304). Moreover, homology
searches against a comprahensive nonredundant database revealed
that several of the expressed sequence tags (dbEST) at NCBI had
significant homology to conserved domains of mSPHKla (Xohama,
T., Olivera, A., Bdsall, L., Nagiec, M. M., Dickson, R., and
Splegel, 8., J, Biol. Chem., 273, (1998), 23722-23728), yet had
substantial sequence differences.

USP 5,374,616 concarns compositions containing
sphingosylphosphorylcholine for promoting cellular
proliferation of mammalian cella.

WO 99/61581 describes DNA fragments which encoded muxine
sphingosine SPHKla (381 amino acids) and SPHK1b (388 amiro
acids) .

SUMMARY OF THE INVENTION

It is an cbject of the present invention to provide
isolated and purified DNAs which ancode mammalian (such as a
mouse or human) sphingosine kinase type 2 isoforms and peptides

14
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encoded therefrom. ]

It is a further object of the present invention to provide
recombinant DNA constructs comprising a vector and the above
described DNAs and host cells transformed with such recombinant
DNA constructs.

It ie & ptill further objact of the present invention to
furnish a method for producing mouse and human sphingosine type
2 isoform peptides by culturing such host cells. '

It is an additional object of the present invention to
provide a method for detecting an agent or a drug which
inhibite or promotes sphingosine kinase activity.

It is yet another ocbject of the present invention to
provide a method for requlating a bioclogical process; for
treating or ameliorating a disease resulting from increased or
decreased cell proliferation or increased or decreased cell
death; and for treating or ameliorating a disease resulting
from abnormal migration or motility of cells such as cancer,
restenosis or diabetic neurcpathy.

The present invention is also directed to an isolated and
purifisd DNA which encodes a peptide of a sphingosine kinase
type 2 isoform, the DNA comprising a sequence selected from the
group consisting of the sequence of Genbank Accession No.
bankit325787 and tha sequence of Genbank Accession No.
bankit325752.

The present invention also concerns methods for detecting
an agent or a drug which inhibits or promotes sphingosine
kinase typa 2 activity comprising:

{(a) providing a recombinant DNA construct as discussed
above, into a cell such that sphingovsine kinase type 2 isoform
is produced in the call;

" (b) adding at least one drug or agent to the cell, and

(c) detecting whether or not the drug or agent inhibits
or promotes sphingosine kinase type 2 activity by measuring
sphingosine kinase-dependent phosphorylation of lipids in the
cells and comparing the resultant measurement to a control
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which did not receive tha drug or agent, wherein a decrease in
the amount of sphingosine kinase-despendent phosphorylaticn of
lipids as compared to the control indicates an inhibitory drug
or agent, or an increase in the amount of sphingosine kinasa-
dependent phosphorylation of lipids in the cell as compared to
the control indicates a stimulatory drug or agent.

As described hereinabove, tha present invention also
ralates to methods of regulating a biological process (such as
mitogenesis, apoptosis, neuronal development, chemotaxis,
angiogenesis and inflammatory responses) in a mammal comprising
administering to a mammal (such as a human) in need thereof, a
pharmaceutically effective amount of a peptide as described
above.

Also as described hereinabove, the praesent invention is
further directed to methods for the treatment or amelioration
of a disease resulting from increased cell death or decreased
cell prolifaration, comprising administering to a mammal (such
a8 a human) in nesd thereof, a pharmaceutically effactive
amount of a peptide as described above.

Further as described above, the presant invention also
relates to methods for the treatment or adminjstration of a
disease resulting from decreased cell death or increased cell
proliferation comprising administering to a mammal (such as a
human) in need thereof, a pharmaceutically effective amount of
an antibody to a psptide as deacribed above.

Additicnally as described above, the prasent invention
further concerns methods for treatment or amelioration of a
disease resulting from abnormal migration or motility of cells
gelected from the group consisting of cancer, restenosis and
diabetic neuropathy, the method comprising administering to a
mammal (such as a human) in need thereof, a pharmaceutically
effective amount of an antibody to a peptide as described
above.

"' The present invention further relates to compositions for
(a) regulating biological processes, (b) treating or
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amaliorating diseases resulting from increased cell death or
decreased cell proliferation, (¢) treating or ameliorating
dissases resulting from decreased cell death or incrmased cell
proliferation, or (d) treating or ameliorating diseases
resulting from abnormal migration or motility of cells (such as
cancer, restenosis and diabetic neuropathy) compriming (i) a
pharmaceutically effective amount of a peptida as described
above or an antibody to such peptide as described above, and
(11) a pharmaceutically acceptable carrier.

The present invention also involves a method for screening
agents or drugs which reduce or eliminate sphingosine kinase
type 2 activity, the method comprising detecting a decrease in
sphingosine kinase type 2 enzyme activity in the presence of
the agent or drug.

Furthermore, the present inventiocn is directad to a method
for detecting the presence of sphingosine kinase type 2 isoform
in a sample comprising:

{1) contacting a sample with antibodies which recognize
sphingosine kinase type 2; and

(i1) detecting the presence or absence of a complex formed
batween sphingosine kinase type 2 and antibodies specific
therefor.

The present invention also concerns a method for detecting
sphingosine kinase type 2 in a sample comprising subjecting the
semple to a polymerase chain reaction and detecting for the
presence of sphingosine kinase type 2.

The pressnt invention is additionally directed to a
diagnostic kit for detecting sphingosine kinase type 2 RNA/cDNA
in a sample comprising primers or oligomnclectides apecific for
sphingosine kinase type 2 RMA or cDRA suitable for
hybridization to sphingosine kinase type 2 RNA or cDNA and/or
amplification of sphingosine kinase type 2 sequences and
suitabla ancillary reasgemnts.

Sphingosine kinase catalyzes the phosphorylation of
sphingosine to yield SPP. Based on sequence homology to murine

L
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and human sphingosine kinase-1 (SPEK1), which was recently
cloned (Kohama, et al., J. Bigl, Chem,, 273, 23722-23728,
(1998)), the present ilnvention las directed to the cloning,
functional characterization, and tissue diatribution of a
second type of mouse and human sphingosine kinasa (mSPEK2 and
hSPHK2} .

MSPHK2 and h9PHK2 of the preaent invention encode proteins
of 617 and 618 amino acids, respectively, both much larger than
SPHK1, and both contain ths  conserved domains previcusly found
in SPHK1, but their sequences diverge considersbly in the
centers and at the amino termini. Northern blot analysis of
multiple human and murine tissues revealed that SPHK2 mRMA
expression was strikingly different from that of SPHKL and was.
highest in brain, heart, kidney, testes, and liver. Whereas
SPHKL expressicn 1s greatest at mouse embryonic day 7, SPHX2
expression is only detectable at embryonic day 11 and increasas
thereafter. _

Human embryonic 293 kidney cells transiently transfected
with mSPHK2 or hSPHR2 expression vectors had marked increases
in SPHK activity resulting in elevated SPP levels. Notably,
SrYHAX2 had somewhat different substrate specificity than SPHK1.
D-erythro-sphinganine (dihydrosphingosine, DHS) was an even

better substrate than D-erythro-sphingosine for SPHK2, while

DHS was a potent inhibitor of SPHK1.
SPHEX2 aleso catalyzed the phosphorylation of
phytosphingosine and D, L-threo-dihydrosphingosine, albeit to a

legser axtent. DMS, a competitive inhibiter of SPHKI,
surprisingly was a non-competitive inhibitor of SPHK2.
Although increasing ionic strength inhibited SPHK1, KXCl and
NaCl markedly stimulated SPHK2 activity. Moreover, Triten
X-100 and BSA inhibited SPHK2, in contrast to their effects on
SPHK1, whereas phosphatidylserine atimulated both types. Tha
. data herein indicate that SPHK2 is a novel member of this
growing class of lipid kinases, which is important in the
regulation of diverse biological processes, including
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mitogeanesis, apoptosis, neuronal development, chemotaxis,
anglogenesis, and inflammatory responses.

BRIEF DESCRIPTION OF THE DRANINGS
For ths purposes of illustrating the invention, features,

agpects arnd advantages arxe shown in the drawings. It is to be
understood, however, that the presant imvention is not limited
to that which is depicted in the drawings

Fig. 1A shows predicted amino acid sequances of murine and
human type 2 sphingosine kinase based on non-Clustalw aligamant
of the predicted amino acid sequences of ("mSPHK2*) and human
sphingosine kinase 2 (*hsSPHK2"). Identical and conserved amino
acid substitutions are shaded dark and light gzay,
respectively. The dashes represent gaps in sequences and
numbers on the right refer to the amino acid seguence of
mSPHR2. The conserved domains (Cl to CS) are indicated by
lines.

Fig. 1B is a schematic representation of conserved ragions
of SPHK1 and EPHKA. The primary sequence of mSPHK2 is compared
to that of mSPHKla.

Figs. 2A, 2B and 2C are Northern blots which show the
tissue specific expression of type 1 and type 2 sphingosine
kinase.

In Fig. 2A, mSPHK2 (upper panel) and mSPHKla (middle
panel} probes were end labeled and hybridized to poly(A}+ RNA
blote from the indicated mouse tigsues as described
hereinbelow. Lanes: 1, heaxt; 2, brain; 3, spleen; 4, lung; S5,
liver; 6, skeletal muscle; 7, kidney; 8, testis. A B-actin
probe (lower panel) was used as a lcading control.

Flg. 2B shows the tissue spacific exprassion of hSPHK2,
Lanes 1, brain; 2, heart; 3, skeletal muscle; 4, colon; 5,
thymus; 6, spleen; 7, kidney; 8, liver; 9, small intestina; 10,
placenta; 11, lung; 12, leukocyte.

" Fig. 2C shows the expression of mSPHKla and mSPHK2 during
mouse embryonic development. Poly(A)+ RNA blote from days 7,

w]l]l-
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11, 15 and 17 mouse embryos wexre probed as in Fig. 2A.

Figs. 3A and 3B are graphs which show the enzymatic
activity of recombinant SPHK2Z.

In Fig. 3A, HEK 293 cells were transiently transfected
with an empty vector or with mSPHK2 or hSPHR2 expreseion
vectors. After 24 hours, SPHK activity was measpured in cytosol
(open bars) and particulate fractions (filled bars). The data
ara-means + 8.D. Parental and vector-transfected cells had
basal SPRX activities of 26 and 37 pwmol/min/mg, respectively.

Flg. 3B shows the changes in masa levels of 'SPP after
transfection with SPHK2. Mass levels of 8PP in HEK293 cells
transfected with an empty vector {(open bars) or with mSPHK2
(filled bars) or with hSPHR2 (hatchéd bars) were measured as
described hereinbelow. The data are expressed as pmol/nmol
phospholipid.

Fige. 4A to 4D are graphs which show the substrate
specificity of mSPHK].

Fig. 4A is a graph vhich shows SPHX-dependent
phosphorylation of various sphingosine analogs or othesr lipids
(50 mM) which was measuzed in cytosol from HEK293 cells
transfected with mSPHX2. Lanes: 1, D-erythro-sphingosine
{"D-exythro-Sph*); 2, D-erythro-dihydrosphingosine
("D-erythro-DHS"); 3, D, L-threo-DHS; 4, N,N-
dimethylsphingosine ("DMS*); 5, C2-ceramide; 6, Clé-ceramide;
7. dlacylglycerol; 8, phosphatidylinositol; 3,
phytosphingosine. Data are expressed as percentage of
phosphorylation of D-erythro-8Sph.

Fige. 4A to 4D are graphs which show the noncompetitive
inhibition of rscombinant SPHK] by N,N-dimethylsphingosine.

Fig. 4B shows the dose-dapendent inhibition of nSPHK2 by
DMS. S8PHK activity in EEX293 cell lysates after tranefection
as in Fig. 4A was measured with 10 uM D-erythro-sphingcsine in

the presence of increasing concentrations of DMS.

-12-



WO 01774837 PCT/US01/09664

Fig. 4C shows a kinetic analysis of DM8 inhibition. SPRK
activity was measured with varying concentrations of
D-erythro-sgphingosine in the abseace (cpan circles) or presencs
of 10 uM (filled squares) or 20 uM DMS (filled triangles).

Fig. 4D are Lineweaver-Burk plots. Tha Km for
D-erythro-sphix_:gosine was 3.4 uM. The Ki value for DMS was 12
M.

- Figa. S5A to 5E axre graphs which show the pH depandence and
salt affects on mSPHKR.

Fig. 5A shows cytosolic SPEK2 activity in transfacted HEKX
293 cells that was measured in a kinase buffer with the pH
adjusted using the :Eollowing buffers: 200 mM sodium acetate (pl-I
4.5-5.5, open circles); 200 mM MES (pH 6-7, filled circles);
200 uM potassium phosphate (pH 6.5-8, open squares); 200 mM
HEPES (pH 7-7.5, filled squares); 200 mM Tris-HCl (pB 7.5-9,
open triangles); and 200 mM borate (pH 10, filled triangle).

Figs. 5B to SE show that salts stimulate SPEK2, but
inhibit SPHK1.

In Figs. 5B and 5C, the SPHK activity in HER293 cell
lysates was measured 24 hours after transfection with mSPHXI
(Fig. 5B) or mSPHK2 (Fig. 5C) in the absence or presence of
increasing concentrations of NaCl (open aguares) or KCl (filled
circles).

Fig. 5D shows a kinetic analysis of SPHK2 activation by
KCl. mSPEK2 activity was measured with varying concentrations
of D-erythro-sphingosine in ths absence (open circles), or
presence of S0 mM KC1 (open aquares), or 200 mM KC1 (filled
squares) .

Fig. 5B are Lineweaver-Burk plots of data from Fig 5D. The
Km value not affected by the presence of KCl. Vmax valuas were
0.1, 0.3 and 1 (omol/min/mg) in the presence of 0, 50, and 200
mM KCl, respectivaly.

Figs. 6A to 68 are graphs which show that Triton X-100 and
bovine serum albumin ("BSA") have differential effects on the
activity of SPHK1 and BPHK2. HEK293 cells were transfected
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with mSPHKla (open circles) or mSPHK2 (:E:Llled circles) and the
activities of each in cell lysates ware measured after 24 hours
in the presence of the indicated concentrations of Triton X-100
(Fig. 6A) or BSA (Fig. 6B).

Fig. 6C is a graph which shows that phosphatidylserinea has
similar effects on the activity of SPEX) and BPHK2. HEK293
calls were transfected with mSPHKla (circles) or mSPHEK2
(triangles) and the activities of each in cell lysates were
measured after 24 hours in the presence of the indicated
concentrations of phosphatidyleerine (filled symbols) or
phosphatidylcholine (open symbols). Data are expressed as
percentage of control activity measured without any additions.

DEIAILED DESCRIFPTION OF THE INVENTION

In one embodiment, the present invention relates to a DNA
or cDNA segment which encodes mammalian (such as mouse and
human) sphingosine kinase type 2 isoforms.

In addition, isoclated nucleic acid molecules of the
invention include DNA molecules which comprise sequances
substantially different from those described above but which,
due to the degeneracy of the genetic code, still encode
mammalian sphingosine kinase type 2 lsoforms. Of course, the
genatic coda and species-specific codon preferences are well
known in the art. Thus, it would be routine for ome of oxdinary
skill in tha art to generate the degenerate variants described
above, for instance, to cptimize codon expression for a
particular host (e.g., change codons in the human mRNA to those
preferred by a bacterial host such as E.coldi).

Nucleic acid molecules of the present invention may ba in
the form of RNA, such aa mRNA, or in the form of DNA,
including, for instance, cDNA and genomic DNA obtained by
cloning or produced synthetically. The DNA may be
double-stranded or single-strandsd. BSingle-stranded DNA or RNA
may be the coding strxand, also known as tha "gense strand®", or
it may be the noncoding strand, also referred to as the

3
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"antisense strand”.

By "isolated" nucleic acid molecula(s) is intended a
nucleic acid molecule, DNA or RNA, which bas been removed from
its native environment. For example, recombinant DNA molecules
contained in a vector are considered isolated for the purposes
of the present invention. Further examples of isolated DMA
molecules include recombinant DMA molecules maintained in
hsterologous host cells or purified (partially or
substantially} DNA molacules in eolution. Isolated RNA
molecules include in vivo or in vitro RNA transcripts of the

DNA molecules of the present invention. Isolated nucleic acid
molecules according to the present invention further include
such molecules produced synthetically. .

The presant invention 1s further directed to nucleic acid
meclecules sncoding portions or fragments of the nucleotide
sequences described herein. Fragments include portions of the
nucleotide sequences of Fig. 1A for mSPHK2 and hSPHK2 at least
10 contiguous nucleotides in length selected from any two
integers, one of which S representing a §' nuclectide position
and a second of which representing a 3' nucleotide position,
where the first nucleotide for each nucleotide sequence in Fig.
1A is position 1. That is, every combination of a 5' and 3!
nucleotide position that a fragment at least 10 contiguous
nucleotide bases in length or any integer between 10 and the
length of an entire nuclectide sequence of mEPHK2 or hSPHR2 of
Fig. 1A minus 1.

Further, tha present invention includes polynucleotides
comprising fragments specified by size, in nucleotides, rather
than by nucleotide positions. Tha present invention includes
any fragment size, in contiguous nucleotides, selected from
integers between 1 and the entire length of an entixe
nucleotide sequence minus 1. Preferred sizes include 20 to S0
nucleotides; slizes of 50 to 300 nucleotides are useful as
primers and probes. Regions from which typical sequences may

. ba derived include, but are not limited to, for example,
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regions encoding specific epitopes or domains within said
sequence, such as domains C1-C5 shown in
Fig. 1A.

In another aspect, the invention provides isolated nucleic
acid molecules comprising polynucleotides which hybridize under
stringent hybridization conditions to a polynucleotide saequence
30 of the present invention described abova, for instance, a
nucleic acid sequence shown in Fig. 1A or a specified fragment
thereof. By "stringent hybridization conditions" is intended
overnight incubation at 42°C in a solution comprising: 50%

35 formamide, 5X 88C (150 mM NaCl, 15 mM trisodium citrate),
50 MM sodium phosphate (pH 7.6), 5X Denhaxdt's solution, 10%
dextran sulfate, and 20 g/ml denatured sheared salmon sperm
DNA, followed by washing the filters in 0.1X SSC at about 65°C.

The sequences encoding the polypeptides of the present
invention or portions thereof may be fused to other sequences
which provide additional functions known in the art such as a
marker sequencs, Or a sequence encoding a peptide which
facilitates purification of the fused polypeptide, peptides
having antigenic determinants known to provide helper T-call
stimulation, peptides encoding sites for post-translational
wodifications, or amino acid sequences in which target the
fusion protein to a desired location, e.g., a heatérclogoua
leader sequencs. .

The present invention further relates to variants of the
nucleic acid molecules of the pressant invention, which encode
portions, analogs or dexrivatives of the sphingosine kinase type
2 isoform polypeptides shown in Fig. 1A. Varlants may occur
naturally, such as a natural allelic variant. By an "allelic
variant® is intended one of several alternate forms of a gene
occupying a given locus of a chromosome of an crganism.
Non-naturally occurring variants may be produced by knowa
mutagenesis techniques. Buch variants include those produced
by nucleotida substitution, deletion or addition of one or more
mucleotides in the coding or noncoding regions or both.

-16-



WO 01774837 PCT/USOLIO%E

Alterations in the coding reglons may produce conservative or
noncongservative amino acid substitutions,.deletions, or
additions. Especially preferred among these are silent
subatitutions, additiona, and deletions which do not alter the
proparties and activities of sphingosine kinase type 2 isoform
polypeptides disclosed herein or porticns therecf. Aalso
prefarred in this regard are comservative substitutions.

. NMucleic acid molecules with at least 90-99% identity to a
nucleic acid wolecule which encodes a sphinjosine kinase type 2
isoform shown in Fig. 1A is another aspect of tha present
invention. These nucleic acids are included irrespective of
whether they encods a polypeptide having sphingosine kinasa
activity. By "a polypeptide having sphingosine kinase type 2 .
activity" is intended polypeptides exhibiting activity similar,
but not identical, to an activity of the sphingosine kinase
type 2 isocform of the present imrentién, as measured in the
assays described below. The biological activity or function of
the polypeptides of the present invention are umecte'd to be
similar or identical to, polypeptides from other organiems that
share a high degree of structural identity/similarity.

In another embodiment, the present invention relates to a
recombinant DNA molecule that includes a vector and a DNA
sequence as dascribed above. The vector can take tha form of a
plasmid, phage, cosmid, YAC, an eukaryotic expression vector
such as & DRA vector, Pichia pasgtaris, or a virus vector such

as for example, baculovirus vectors, retroviral vectors or
adanoviral vectors, and others knmown in the art. The cloned
genes may optionally be placed under the control of (l.e.,
operably linked to) certain control sequences such as promoter
sequencaes, or seguences which may be inducible and/or cell
type-spacific. Suitable promoters are known to a person with
ordinary skill in the art. The expression comstruct will
further contain sites for transcription initiation, termination
and, in the transcribed region, a ribosome binding site for
translation. Among the vectors preferred for use include

17~
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pCMV-SPORT2 (Life Technologies, Inc.), pecDNA3I (Invitrogeni), to
name a few.

Introduction of the comstruct into the host cell can bes
effected by calcium phosphate transfection, electroporation,
infection, and other methods known in the art and described in
standard laboratory manuvals such as Current Protocols in
Molecular Biglogy, Ausubel, F. M. et al. {BEds), Wiley & Scns,
Inc. All documents cited herein supra and infra are hereby
incorporated in their entirety by reference thereto.

In a further embodiment, -the prasent invention relates to
host cells stably transformad or transfected with the
above-described recombinant DNA constructs. The bost cell can
be prokaryotic (for exampl.e. bacterial), lower eukaryotic (for.
example, yeast or insect) or higher eukaryotic (for example,
all mammals, including, but not limited to, rat and human).

Both prokaryotic and eukaryotic host cells may be used for
axpression of desired coding sequences, when appropriate
control sequences which are compatible with tha designated bhost
are used. Among prokaryctic hosts, E. coli is most frequently

used. Expression control sequencas for prokaryotes include
promoters, optionally containing operator portioms, and
rihosome binding sites. Transfer vectors compatible with
prokaryotic bosts are commonly derived from, for example,
PpBER3I22, a plasmid containing operons conferxring ampicillin and
tetracycline resistance, and the various pUC vectors, which
also contain sequences conferring antibiotic reaistance
markers. These markers may be used to obtain successful
transformants by selection. See, for example, Maniatis, Fitsch
and Sambrock, Molecular, Cloning: A Laboratory Magual, (1982)
or DNA Clonipng, Volumes I and II (D. N. Glover ed., 1985) for
general cloning methods.

A tranaeformant having a plasmid in which a cDNA encoding
buman SPEK2 ia inserted, namely E. coll pCR3.1-hSPHK1 SANK

70200 has been deposited with the National Instituta of
Biosclence and Human-Technology, Agency of Industrial Science
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and Technology, 1-3, Higashi l-chome, Teukuba-ghi, Ibaraki-ken
305-8566, Japan, accession number FERM BP-7110, deposited
March 29, 2000.

The DNA sequence cen be present if the vector coperably
linked to a sequence ancoding an IgG molecule, an adjuvant, a
carrier, or an agent for aid in purification of SPHK, such as
glutathione S-transferase, or a serles of histidine rasiduss
also known as a histidine tag. Tha recombinant molecule can be
suitable for transfecting esukaryotic cells, for example,
mammalian cells and yeast cells in culture systems.
Saccharcmyces cerevisiae, Saccharomyces carlsbergensis, and
Pichia pastoris are the most commonly used yeast hoats, and are

convenient fungal hosts. Control sequences for yeast vectors -
are kmow in the art. Mammalian cell lines ars avallable as
hosts for expressiocn are known in the art and include many
immortalized cell lines available from the American Type
Culture Collection (ATCC), such as HERX293 cells, and NIH 3T3
calls, to name a few. Buitable promoters arae also known in the
.axrt and includs viral promoters such as that from SV40, Rous
sarcoma virus ("RSV*), adenovirus (*ADV*), bovine papilloma
virus (*BPV"), and cytomegalovirus ("CMV").

Mamalian cells may also require terminator sequancea and
poly A addition sequences; anhancer sequences which increase
expression may also be included, and sequences which cause
amplification of the gene way also be desirable. These
sequences are known in the art.

The transformed or transfected host cells can be used as a
source of DA se.quencea described sbove. Whean the recombinant
molecule takes the form of an expression system, the
tranafoxrmed or transfectad cells can ba used as a source of the
protein described below.

In another embodiment, the present invention relates to
the employment of nucleotide sequences corresponding to
GenBank/EMBL Data Bank accession nos. bankit325787 and
bankit325752.

-19-



WO 0L/74837 PCT/USOL/D9664 23

A polypeptide or amino acid sequence expressed from tha
nucleotide sequences discussed above, refers to polypeptide
having an amino acid aequence identical to that of a
polypeptide encoded from the sequence, or a portion theraof
wherein the portion contains at least 2 to 5 amino acids, and
more preferably at least 8 to 10 amino acidas, and even more
preferably at least 15 amino acids, or which is immunslogically
identifiabhle with a polypaptide encoded in the sequence.

A recomwbinant or derived polypeptide is not necessarily
translatad from a designated nucleic acid sequence; it may be
generated in any manner, including, for example, chemical
synthesis, or expression of a recombinant expression system,
In addicion the polypeptide can be fused to other proteins or .
polypeptides which increasa its antigenicity, such as
adjuvants, for axample.

As noted above, the methods of the present invention are
suitable for production of any polypeptide of any length, via
ingertion of the above-described nucleic acid molecules or
vectors into a host cell and expression of the nuclectide
gequenca sncoding the polypeptida of interest by the host cell.
Introduction of the nuclelc acid molacules or vectors inteo a
host cell to produce a transformed host cell can be effected by
calcium phosphate transfection, DEAE-dextran mediated
transfection, cationic lipid-mediated transfection,
electroporation, transductiocn, infectiom or other methods.

Such methods are described in many standard laboratory manuald,
such as in Davis et al., Baslg Mathaoda Ip Molecular Riology,
(1986) .

Once transformed host cells have been cbtained, the cells
may be cultivated under any physiologically compatible
conditions of pH and temperature, in any sultable nutrient
medium containing assimilable scurces of carbon, nitrogen and
essential minerals that support host cell growth. Recombinant
polypeptide-producing cultivation conditions vary according to
the type of vector used to transform the host cells. Forxr
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example, certain expression vectors comprise regulatory rag:l.o:l:s
which require cell growth at certain temperaturea, or addition
of certain chemicals or inducing agents to the cell growth
mediym, to initiate the gena expresasion resulting in the
production of the recombinant polypeptide. Thus, the term
*recombinant polypeptide-producing conditions," as used herein,
is not weant to be limited to any ome set of cultivation
conditions. Appropriats culture media and conditions for the
above-described host cells and vectors are wall-known in the
art. Following ite productlon in the host cells, tha
polypeptide of interest may be imolated by several techniques.
To liberate the polypeptide of interest from the host cells,
the cells are lysed or ruptured. This lysis may be accomplished
by contacting the cells with a hypotonic solution, by treatment
with a cell wall-disrupting enzyme such as lysozyma, by
gonication, by treatment with high pressure, or by a
combination of the above methods. Other methods of bacterial
cell disruption and lysis that are known to one of ordinaxy
skill wmay almo be used.
' Following disruption, the polypeptide may be meparated
from the cellular debris by any technique suitable for
separation of particles in complex mixtures. Tha polypsptide
may then be purified by well-known isclation techniques.
Sultable techniques for purification include, but are not
limited to, ammonium sulfate or ethanol precipitation, acid
extraction, electrophoresis, immunoadsorption, anion or cation
exchange chromatography, phosphocellulose chromatography,
hydrophobic interaction chromatography, affinity
chromatography, immunoaffinity chromatography, size exclusion
chromatography, liquid chromatography (LC), high performance LC
(§PLC}, fast performance LC (FPLC), hydroxylapatite
chromatography and lectin chromatography.

The recombinant or fusion protein can be used as a
diagnostic tool and in a method for producing
sphingosine-1l-phosphate, detectably labeled and unlabaled, and
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in a method for measuring levels of SPP in samples as described
below. In addition, the recombinant protein can be used .ae a
therapeutic agent to raduce cell death and/or increase cell
proliferation. The transformed host cells can ba used to
analyze the effectivenass of drugs and agents which inhibit
SPHK2 function, such as host proteins or chemically derived
agents or other proteins which may interact with the cell to
down-regulate or alter the expression of SPHK2, or its
cofactors.

In another embodimant, the present invention relates to
monoclonal or polyclonal antibodies specific for tha
above-described recombinant proteins (or polypeptides). FPox
instance, an antibody can be raised against a peptide described
above, or against, a portion thareof of at least 10 amino
acids, preferably 11 to 15 amino acids. Persons with oxdinary
skill in the art using standard wmethodology can raise
monoclonal and polyclonal antibodies to tha protein {(or
polypeptide) of the present ipvention, or a unique portion
thereof. Material and mathods for producing antibodies are
well known in the art (see, for example, Goding in Monoclonal
Antibodias: Pripnciples mnd Practice, Chapter 4, 1586).

The level of expression of sphingosine kinase type 2 can
ba detected at meveral levels. Using standard methodology well
Jnown in the art, assays for the detection and quantitation of
sphingosine kinase type 2 RNA can be designed and include
northern hybridization assays, in situ hybridisation assays,

and PCR assays, among others. Sea, for example, Maniatis,

Fitach and Sambrook, Molacular Cloning. A Laboratory- Manual,
{(1982) or DA Cloning, Volumes I and ITI (D. N. Glover ed.

1585), or Qurrent Protocols in Moleculax Biology, Ausubel, F.
M. et al., (Eda), Wiley & Sons, Inc. for a general description
of methods for nucleic acid hybridization.

Polynuclectide probes for the detection of sphingosine
kinase typs 2 RNA can be designed from the sequence available
at accesslon numbers AF068748 and/or AF06874% for the mouse

2
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sequance (Kohama, T., et al., J, Biol. Chem,, 273:23722-23728).
For example, RNA isolatad from samples can be coated onto a
surface such as a nitrocellulose membrane and preparsd for
northerm hybridization. 1In the case of in situ hybridization

of biopay samples, for examples, the tissue sample can be
prepared for hybridization by standard methods known in the art
and hybridized with polynucleotide sequences which specifically
recognize sphingosine kinase type 2 RNA. The presence of a
hybrid formed between the sample RMA and the polynucleotide can
be detected by any method kmown in the art such as
radiochemistry, or immunochemistry, to name a few.

One of skill in the art may find it desirable to prepare
probes that are fairly long and/or encompass reglions of the
amino acid sequence which would have a high dagree of
redundancy in the corresponding nucleic acid sequences. 1In
other cases, it may be deasirable to use two pets of probes
simultaneously, each to a different region of the gene. While
the exact langth of any probe employed ia not critical, typical
probe sequences are no greater than 500 nucleotides, even more
typically they are no greater than 250 nucleotides; thaey may be
no greater than 100 nucleot:idés, and also may be no greater
than 75 nucleotides in length. Longer proba segquances may be
necessary to encompass unique polynucleotide regions with
differences gufficient to allow related target sequences to be
distingquished. For this reason, probes are preferably from
about 10 to about 100 nucleotides in length and wmore preferably
from about 20 to about 50 nucleoctldes.

The DNA sequence of sphingosine kinase type 2 can be used
to design primers for use in the detection of sphingosine
kinage type 2 using the polymerasea chain reaction (PCR) or
reverse transcription PCR (RT-PCR). The primers can
specifically bind to the sphingosine kinase type 2 cDNA
produced by reverse transcription of sphingosine kinase type 2
RNA, for tha purpose of detecting the presence, absence, or
quantifying the amount of sphingosine kinase type 2 by
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comparison to a standard. The primers can be any length
ranging from 7 to 40 nucleotides, preferably 10 to 35
nucleotides, most prefarably 18 to 25 nucleotides homologous or
complementary to a region of the sphingosine kinase type 2
sequence.

Reagents and contzols necessary for PCR or RT-PCR
reactions are well-known in the art. The amplified products
can then be analyzed for the presence or absence of sphingosine
kinase type 2 sequences, for example, by gel fracticnation, by
radiochemistry, and immunochemical techniques. This method is
advantageous, since it requires a small number of cells. Once
sphingosine kinage ‘type 2 is detected, a determination of
whather the cell is overexpressing or underexpressing
sphingosine kinase type 2 can be made by comparison to the
results ocbtainad from a normal cell using the same method.
Increased sphingosine kinase type 2 RNA levels correlate with
increased cell proliferation and reduced cell death.

In another embodiment, the present invention relates to a
diagnostic kit for the deatection of sphingoaine kinase type 2
RMA in cells. The kit comprises a package unit having cne or
more containers of sphingosine kinase type 2 oligonucleotide
primers for detection of sphingosine kinase type 2 by PCR or
RT-PCR or sphingosine kinase tpye 2 polynuclectides for the
detection of sphingosine kinase type 2 RMA in cells by in situ

hybridization or Northern analyslis, and in some kits including
containers of various reagents used for the method desired.
The kit may also contain one or more of the following items:
polymerization enzymes, buffers, instructions, controls,
datection labels. Xits may include contalners of reagents
mixed together in suitable proportions for performing thes
mathods in accordance with the invention. Reagent containers
preferably contain reagents in unit quantities that obvlate
neasuring steps when performing the subject methods.

In a furthar embodimant, the present invention provides a
method for identifying and quantifying the level of sphingoasins

-4~
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kinase type 2 present in a particular bioclogical sample. Any
of a variety of methoda which are capable of identifying (ox
quantifying) the level of sphingosine kinase type 2 in a sample
can be used for this purpose.

Diagnostic assaye to detect sphingosine kinase type 2 may
comprise blopmy or in situ assay of cells from an organ ox

tissue sections, as well as an aspirate of cells from a tumor
or normal tissue. In addition, assays may be conducted upon
callular extracts from organs, tissues, cells, urine, or serum
or blood or any other body fluid or extract.

¥hen assaying a biapsy, the assay will comprise contacting
the sample to be assayed with a sphingosine kinase type 2
ligand, natural or synthetic, or an antibody, polyclonal or
monoclonal, which recognizes sphingosine kinase type 2, or an
_antiserum capable of detecting sphingosine kinase type 2, and
datecting the complex formed batween sphingosine kinase type 2
present in the sample and the sphingosine kinase type 2 ligand
or antibody added.

Sphingosine kinase type 2 ligands or substrates include
!6: axanmple, sphingosine, in addition to natural and synthetic
classes of ligandes and their derivatlves which can ba derived
£rom natural sources such as animal or plant extracts. Other
sphingosine kinase type 2 ligands include calmodulin.

Sphingosine kinage type 2 ligands or anti-sphingosine
kinase type 2 antibodies, or f:ugmants of ligand and antibodies
capable of detecting sphingosine kinase type 2 may be labeled
using any of a variety of labels and methods of labeling for
use in diagnosis and prognosis of disease assoclated with
increased cell proliferatiomn, such as cancer, or reduced cell
death. Examples of types of labels which can be used in the
present invention includa, but are not limited to enzyme
labels, radioisotopic labels, nonradiocactive isotopic labels,
and chemiluminescent labels.

Examples of suitable enzyme labels include wmalate
dehydrogenase, staphylococcal nuclease, delta-5-steroid
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isomerase, yeast-alcohol dehydrogenase, alpha-glycerol
phosphate dehydrogenase, tricese phosphate isomerase,
peroxidase, alkaline phosphatase, asparaginase, glucose
oxidasa, bata-galactosidase, ribonuclease, urease, catalase,
glucose-6-phosphate hydrogenase, glucoamylase, acetylcholine
estarasa, etc.

Examples of suitable radioisotopic labels

, inclu.de ’H, :'“Il'l., IISI' IIP' I!s' llc' “TO, llco‘ "FO. 'llsc‘
“"Eu, oy ﬂc“, Uy, Uip, ""Pb, "SG, xupd' “‘C, %p and M7,

Examples of suitable non-radiocactive isotopic
labels include '*'Gd, *Mn, '*'Dy, **rr and ‘'Fe.

Examples of suitable fluorescent labels include a *gu
label, a fluorescein label, an isothiocyaznate I label, a
rhodamine label, a phycoerythrin label, a phycocyanin label, an
allophycocyanin label and a fluorescamine label.

Exampleas of chemiluminescent labels include a luminal
label, an isoluminal label, an arcmatic acridinium ester label,
an imidazole label, an acridinium salt label, an oxalate ester
label, a luciferin label and a luciferase label.

Those of ordinary .skill in the art will know of other
suiteble labels which may be employed in accordance with the
present invention. The binding of these labels to ligands and
to antibodies or fragments thereof can be accomplished using
standard techniques commonly known to those of ordinary skill
in the art. Typical techniques are described by Kennedy, J.
H., et al., (1976), Clin. Chem, Acta.., 74, 1-31, and Schurs, A.
H. W. M,, et al., (1977), Clin. Chem., Acta., 81, 1-40.
Coupling techniques mentioned in the latter are the
glutaraldehyde method, the periodate method, the dalemide
method, and othexs.

The detection of the antibodies {or fragments of
antibodies) of the present invention can be improved by the use
of carriers. Well-known carriers include glass, polystyrene,
polypropylene, polysthylene, dextran, nylon, amylases, natural
and modified celluloases, polyacrylamides, agaroses, and
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magnetita. The nature of the carrier can be either soluble to
some extent or insoluble for the purposes of the present
invention. The support material may have virtually any
posaible structural configuration, so long as the coupled
molecule is capable of binding to sphingosine kinase type 2.
Thus, the support configuration may be spherical, as in a bead,
or cylindrical, as in the inaside surface of a teat tuba, or the
external surface of a rod. Alternatively, the surface may be
flat such as a sheet oxr test strip. Those of ordinary skill in
the art will kmow many other suitable carriers for binding
monoclonal antibody, or will be able to ascertain the same by

_ the use of routine experimentation. .

The ligands or antibodies, or fragments of antibodies or .
ligands of sphingosine kinase type 2 discussed above may be
used to quantitatively or qualitatively detect the presence of
sphingosine kinase type 2. Such detection may be accomplished
using any of a variety of immuncassays known to persons of
ordinary ekill in the art such as radioimmuncassays,
immmometic assays, etc. Using standard methodology well known
in the art, a diagnoatic assay can be comstructed by coating on
a surface (i.e., a solid support) for example, a microtitration
plate or a membrane (e.g., a nitrocellulose membrane),
antibodies specific for sphingosine kinase type 2 or a portion
of sphingosine kinase type 2, and contacting it with a sample
from a pergon suspected of having a sphingosine kinase type 2°
related disease. The presence of a resulting complex formed
between sphingosine kinase type 2 in the sample and antibodies
specific therefor can be detected by any of the known datection
methods common in the art, such as fluorescent antibody
aspectroscopy or colorimstry. A good description of a
radioimmune assay may be found in Laboratory Techniques and

Biochemigtrv in Moleculaxr Blgloay by Work, T.8., et al., Worth
Holland Publishing Company, N.Y. (1978}, incorporated by
reference herein. Sandwich assays are dascribed by Wide at

pages 199-206 of Radioimmune Assav Methad, edited by Kirkham
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and Hunter, E. & 8. Livingstone, Edinburgh, 1970.

The diagnostic mathods of this invention are predictive of
proliferation and metastatic potemtials in patients suffering
from cancers including carcinomas of the lung, such as small -
cell carcinoma, large cell carcinoma, squamous carcinoma, and
adenocarcinoma, stomach carcinom., prostatic adenocarcinoma,
ovarian carcinoma such as serous cystadenocarcinoma and
mucinous cystadenocarcinoma, ovarian germ cell tumors,
tasticular carcinomas, and germ cell tumora, pancreatic
adenocarcinoma, biliary adenocarcinoma, heptacellular
carcinoma, renal cell adenocarcinoma, endometrial carcinoma
including adencocarcinomas and mixed Mullarian tumors
{caxcinosarcomas), carcinomas of the endocervix, ectocervix, .
and vagina such as adenocarcinoma and squamous carcinoma, basal
cell carcinoma, melanomz, and skin appendage tumors, esophageal
carcinoma, carcinomas of the nasopharynx and oropharynx
including squamous carcinoma and adenocarcinomas, salivary
gland carcinomas, brain and central nervous system tumors,
including tumors of glial, nsuronal, and meningeal origin,
'l:u:nora of peripheral nexve, eoft tissue sarcomas and sarcomas
of bone and cartilage. Cells of these tumors which express
increased levels of sphingosins kinase type 2, RMA or
sphingosine kinase typs 2 protein, have increased proliferation
and decreased cell dsath.

The protein can be used to identify inhibitors of
sphingosine kinase type 2 activity. Using an enzyme assay,
natural and synthetic agents and drugs can be discovared which
result in a reduction or elimination of sphingosine kinase type
2 enzymatic activity. RKnowledge of tha mechanism of action of
tha inhibitor is not necessary as long as a decrease in the
activity of sphingosine kinase type 2 is detected. Inhibicors
may include agents or drugs which either bind or sequester the
enzyme's substrate(s) or cofactor(s), or inhibit the enzyme
itself directly, for example, by irreversible binding of the
agent or drug to the enzyms or indirectly, for exampla, by
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introducing an sgent which binds the sphingosine kinase type 2
substrate. Agents or drugs ralatad to the present invemtion
may result in partial or complete inhibition of sphingosine
kinase type 2 activity.

Inhibitors of sphingosine kinase typa 2 include
DL-thrao-dihydrosphingoasine (DHS) and the more recently
discovered inhibitor N,N-dimethylsphingoaine ("DMS®") described
in Bdsall, L. C. et a21., (1993), Riochemistry, 37, 12892-12894.
Inhibitors of sphingosine kinase type 2 may be used in the
treatment or amalioration of diseases such as cancer,
atherosclerosis, neurodegenarative disordexrs, i.e., stroke and
Alzheimexr's disease. ,

Agents which decrease the level of sphingosine kinase type
2 {1.e., in a human or an animal) or reduce or inhihit
sphingosine kinase type 2 activity may be used in tha therapy
of any disease associated with the alavated levels of
sphingosine kinase type 2 or diseases assoclated with increased
cell prolifaration, such as cancer. An increase in the level
of sphingosine kinase tupe 2 is determined when the level of
sphingosine kinase type 2 in a tumor cell is sbout 2 to 3 times
the level of sphingosine kinase type 2 in thea normal cell, up
to about 10 to 100 times the amount of ephingosine kinase type
2 in a normal cell. Agents which decrsase sphingosine kinasas
type 2 RNA include, but are not limited to, one or more
ribozymea capable of digesting sphingosine kinase type 2 RNA,
or antisense oligonucleotides capable of hybridizing to
sphingoeine kinase type 2 RNA, such that the translation of
sphingosine kinase type 2 is inhibited or reduced rasulting in
a dacrease in the level of sphingosine kinase type 2. These
antisense oligonucleotides can be administared as DNA, as DNA
entrapped in protecliposomes contalning viral envelope receptor
proteing (RKanoda, Y. et al., (1989), Sclence, 5, 243, 375) ox
as part of a vector which can be expressed in the target cell
such that thes antisense DNA or HENA is wmade. Vectors which ares
expressed in particular cell types aze known in the art, for
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example, for the mammary gland. See Furthk, J. Mammarv Gland
Biol. Neopl., 2, (1997), 371, for examples of conditional
control of gane expression in the mammary gland.

Alternatively, the DNA can be injected along with a
carxrier. A carrier can be a protein such as a cytokine, for
example, interleukin or a polylysina-glycoprotein carrier.

Such carrler proteins and vectors and methods of using same are
known in the art. In addition, ths DNA could be coated onto
tiny gold beads and such beads can be introduced into the skin
with, for example, a gene gun (Dlmexr, T. B, et al., Bcience.
259, (1993), 1745).

Alternatively, antibodies, or compounds capable of
reducing or inhibiting sphingosine kinase type 2, that is
reducing or inhibiting either:the expression, production or
activity of sphingosine kinase type 2, such as antagonists, can
be provided as an isolated and substantlally purified protein,
or as part of an expression vector capable of being esxpresssed
in the taxgat caell, such that the sphingosina kinase type 2
reducing or inhibiting agent ia produced. In additiom,
co-factors such as various ions, i.e., Ca' or factors which
affect the stability of the enzyme can be adminiastered to
modulate the expreassion and function of sphingosine kinase type
2. These formulations can be administered by standard routes.
In generazl, the combinations may be administered by the
topical, tranédermal, intraperitoneal, oral, rectal, or
parenteral (s.g., intravenous, subcutaneous, or intramuscular)
route. In addition, sphingosine kinase type 2 inhibiting
compounds may be incorporated into biodegradable polymers being
implanted in the vicinity of where drug delivery is desired,
for example, at the site of a tumor so that the sphingosine
kinase typa 2 inhibiting compound is slowly released °
systemically. The biodegradable polymers and their use are
described, for example, in detall in Brem et al., J.
Neurosura,, 74, (1991}, 441-446, These compounds are intended
to be provided to reciplent subjects in an amount sufficient to
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effect the inhibition of aphingosine kinase type 2. Similariy,
agents which are capable of negatively affecting the
expression, production, stability or function of sphingosine
kinase type 2, are intended to be provided to recipient
subjecta in an amount sufficient to sffect the inhibition of
sphingosine kinase type 2. An amount is said to be sufficient
to "effect" the inhibition or induction of sphingosine kinase
type 2 if the dosage, route of administratiom, etc., of the
agent are sufficient to influence such a response.

In line with the function of sphingosine kinase type 2 in
cell proliferation, agents which stimulate the level of
sphingosine kinase type 2, such as agonists of SPHK2, may be
used in the therapy of any disease associated with a dacrease
of SPHK2, or a decrease in cell proliferation, wherein SPHK2 is
cepable of increasing such proliferation, e.g., developmental
retardation.

In providing a patient with agents which modulate the
expression or function of sphingosine kinase type 2 to a
reciplent patient, the dosage of administered agent will vary
depending upon such factors as the patient's age, weight,
height, sex, general medical conditien, previcus medical
history, etc. In general, it is desirable to provide the
reciplent with a dosage of agent which ls in the range of from
about 1 pg/kg to 10 mg/kg (body weight of patient), although a
lower or higher dosage may be administered.

A compoeition 1s sald to be "pharmacologically
acceptable" 1f its administration can be tolerated by a
recipient patient. Such an agent 1s said to ba administered in
a "therapeutically effective amount®, if the amount
administered is physiologicaliy significant. An agent is
physioclogically significant if 1te presances results in a
detectable change in tha physiology of a recipient patienc.

The compounds of the present invention can be formulated
according to known methods to p:epa:a-pha:maceuticglly useful
compositions, whereby these materials, or their functional
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derivatives, are combined in admixture with a pharmaceutically
acceptable carrier vehicle. Suitable vehicles and their
formulation, inclusive of other human proteins, e.g., human
sexrum albumin, are described,.for example, in Raminatqn'a
Pharmaceuticel Sciences, 16th Ed., Osol, A. ed., Mack Easton
PA. (1980). In oxder to form a pharmaceutically acceptable
composition suitable for effective administration, such
compopitions will contain an sffective amount of the
above-dascribed compounds together with a suitable amount of
carrier vehiclas.

Additional pharmaceutical methods may be employed to
control tha duration of action. Control release preparations
may be achieved through the use of polymers to complex or
absord the compounds. The contxolled delivery way be exarcised
by selecting appropriate macromolecules (for example,
polyeasters, polyamino acids, polyvinyl, pyrrolidona,
ethylenevinylacetate, methylcellulose, carboxymethylcellulcse,
or protamine sulfate} and the concentration of macromolecules
as well as the method of incorporation in ordexr to control
release. Another possible method to control tha duration of
action by controlled release preparations is to incorporate the
compounds of the present invention into particles of a
polymaric material, such as polyesters, polyamino acids,
hydrogels, poly({lactic acld) or ethylene vinylacatate
copolymers. Alternatively, insteasd of incorporating thesa
agents into polymeric particles, it is possible to antrap these
materials in microcapsules prepared, for example, interfacial .
polymerization, for exawple, hydrm:ymet!rylcellulose for
gelatin-microcapsules and
poly (methylmethacrylate) microcapsules, respectively, or in
colloidal drug delivery systsms, for example, liposomes,
albumin microspheres, microemulsions, nanoparticles, and
nanocapsules or in macroemilsions. Such tecl!ni.quu are

disclosed "in Ramington's Pharmaceutical Scienceg (1900! .

-32-



WO 01/74837 PCT/US01/09664 yé{gz

The present invention also provides kits for use
in the dlagnostic or therapeutic mathods described above. Kits
according to this aspect of the invention may comprise cne or
more containers, such as vials, tubes, ampules, bottles and the
like, which way comprise one or more of the compositions of the
invention.

The kite of the present invention may comprise one or more
compounds or compositions of the present invention, and cne or
more e:a':ip.i.enl:a, diluesnts or adjuvants.

Having now described the present invention in detail, the
same will be more clearly understood by refarence to the
following examples, which are included herewith for purposes of
illustration only and are not intended to be limiting of the
present invention. )

The following Materials and Methods were used in the
Examples described below.

EXAMPLES

Mateariale

SPP, sphingosine, and N,N-dimethylsphingosine were from
Biomol Research Laboratory Inc. (Plymouth Meeting, PA). All
othar lipids were purchased from Avanti Polar Lipids
(Birmingham, AL). [g-32P]ATP (3000 Ci/mmol) was purchasad from
Amersham (Arlington Heights, IL). Poly-L-lysine and collagen
were obtained from Boehringer Mannheim (Indianapolis, IN).
Rastriction enzymes were obtained from New England Biolabs
(Beverly, MA). Poly(A)+ RNA blots of multiple mouse adult
tissues were purchased from Clomtech (Palo Alto, CA).
"Lipofectamine PLUS* and "Lipofectamine" wers cbtained from
Lifa Technologles, Inc. (Gaithersburg, MD).

Exanple 1: cDNA Cloning of Hurim); Sphingosine
Kinage Tvve 2 (mSPHK2

BLAST searches of the EST database identified a mousa EST
clone (GenBank accession number AA839233) which had significant
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homology to conserved domaing of mSPHKla (Kohama, T., Olivera,
A., Edsall, L., Neglec, M. M., Dickson, R. and Spiegel, S., JI.
Biol. Chem., 273, (1998), 23721-23728), yet had substantial
sequence differences. Using this EST, a second isoform of
SPHK, danocted mSPHK2, was cloned by two different PCR
approaches.

In the first approach, the method PCR cloning from a mouse
cONA library (Stratagene) was used. Approximately 1 x 10°
phage were plated on twenty 150 mm plates, plagues were
collected, and plasmids were isolated using standard procedures
{Ausubel, F. M., Brent, R., Kingston, R. E., Moocre, D. D.,
Bmith, J. A., Beidman, J. G., and Btruhl, K., Current Protacols
in Mplecular Bloloagv, Green Publishing Assoclates and Wiley- .
Interacience, New York (1987)). An initial PCR reaction was
carried out with a sequence specific primer (M-3-1,

5' -CCTGGGTGCACCTGCGCCTGTATIGE (BEQ ID NO: 1)) and the M1}
reverse primer. The longest PCR products wers gel purified and
used as tha template for a second PCR which contained a
segquence spacific antisense primer (M-3-2,

5! -CCAGTCTTGGGACAGTGEGAGAGCC-3' (SEQ ID NO: 2)) and the T3 primer.
The final PCR producta wers subcloned using a "TOPO TA" cloning
kit (Invitrogen) and then sequenced. Platinum high fidelity
INA polymerase (Life Technologies) was used for the PCR
emplifications with the following cycling parameters: 30 cycles
of 94°C for 30 seconds, 55°C for 45 seconds, and 70°C for 2
ninutes with a final primexr extension at 73°C for 5 minutes.

In a second approach, S'RACE PCR was performed with the
5'RACE System for Rapid Amplification of cDNA ends according to
the manufacturar's protocol (Life Technologies}. Poly(A)+ RNA
was lsolated from Swisa 3T3 fibroblasts using a Quick Prep mRNA
Purification kit (Pharmacia). The first strand cDNA was
synthesized at 42°C for 50 minutes with 5 mg of Swisa 3T3
‘poly(A}+ RNA using a target antisense primer designed from the
seguence of TAAB39233 (M-GBP1,; 57 ~AGGTAGAGGCTTCTGG (8EQ ID
N0O:3)} and BuperScript II reverse transcriptase (Life
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Technologies). Two consecutive PCR reactions using this cDNA
a3 a template and LA Taqg polymerase (TaKaRa) were carried out
as follows: f£irst PCR, 94°C for 2 minutes followed by 30 cycles
of 94°C for 1 minute, 55°C for 1 minute, 72°C for 2 minutes,
and primer extension at 72°C for 5 minutes with 5'RACE Abridged
Anchor Primer, 5' -GGCCACGCGTCAACTAGTACGGGIIGGGIIGGRIIG (SEQ ID
NO:4) and the target specific antisense primer m-GSP2,
5'-GCGATGGATGAAAGCTGAGCTG (SEQ ID NO:5); for the secand PCR,
the same conditions were amployed, except that the annealing
temperature was 65°C, with Abridged Universal Amplification
Primer (AUDAP), 5'-GACCACGCGTCGACTAGTAC (SEQ ID NO:6) and
m-GSP3, 5'-AGTCTCCAGTCAGCTCTGGACC (SEQ ID NO:7). PCR products
were cloned into pCR2.1 and sequenced. The PCR products were .
subcloned into pCR3.1 and pcDHA 3 expression vectoxs.

Sxample 2: ). f, OILNY O _HBUmAn Sphlingosilin Eilnaae-2 (hgp
Poly(n)’ RNA from HEX293 cells was used for a 5'RACE

reaction. Target specific antisense primers (h-G8SP1, 5'-
CCCACTCACTCAGGCT (SBQ ID XNO:8); h-GSP2, 5'-
GAAGGACAGCCCAGCTTCAGAG (SRQ ID NO:9); and h-GSP3, 5'-
ATTGACCAATAGAMGCAACC (SEQ ID NO:10)) were designed according to
the sequence of a human BST clone (accession mumber AA255570).
A first strand cDNA was synthesized with 5§ ug of HEK293 mRNA
and h-GSP1. This cDNA was used as a template in an initial PCR
reaction using 5'RACE Abridged Anchor Primer and h-GSP2. Then,
a nestad PCR was carried out using the AUAP primer and h-@GSP3.
The resulting PCR products were cloned and sequenced as
described above.

Example 3: Qverexpression and Activity of SPHK3

Human embryonic kidney cells (HEK293, ATCC CRL~1573) and
NIH 3T3 fibroblasts (ATCC CRL-1658) were cultured as described
in Olivera, A., Kohama, T., Edsall, L. C., Nava, V., Cuvillier,
O, Poultcn,” 9., and Spiegel, 5., J. Call Blol., 147, (1999),
545-558. HEK293 cells were seeded at 6 x 10° per well in

-35-

«2




WO 01774837 PCT/OS0189663 y ?

poly-L-lysine cocated 6 well plates. After 24 hours, cells were
trangfacted with 1 ng of vector alona or with vectors
containing sphingosine kinase constructs and 6 pl of
"Lipofectamine PLUS" reagent plus 4 ul of "Lipofectamine®
reagent per well. One to three days after transfection, cells
vara harvested and lysed by fr'eaze-thaw.l.ng as described in
Kochama, T., Olivera, A., Edsall, L., Naglec, M. M., Dickson,
R.,, and Splegel, 8., J. Bigl. Cham., 273, (1998), 23722-23728.
In some expariments, cell lysates ware fractionated into
cytosol and menbrane fractions by centrifugation at 100,000 x g
for 60 minutes. BSPHK activity was determined in the presencs
of sphingosine, prepared as a complex with 4 wmg/ml BSA, and
(g-32P)ATP in kinase buffer (Olivera, A. and Spilegel, §. in
Methods ip Molecular Biolggy, (Bixd, I.M. ed.), (1998), Vol.
105, 233-242, Bumana Pxes, Inc., Totowa, N.J.), containing 200
mM XCl, unless indicated otherwise. 32P-SPP was separated by
TLC and quantified with a phosphoimager as prsfiously
described.

Example 4: Lipid Extraction and Measurament of SPP

Cells were washed with PBS and scraped in 1 ml of methanol
containing 2.5 pl concentrated HCl. Lipids ware extracted by
adding 2 ml chloroform/1M Nacl (1:1, v/v) and 100 ul 3N NaOH
and phases separated. The basic agueous phase containing 8PP,
and devoid of sphingosine, ceramide, and the majority of
phospholipids, was transferred to a siliconized glass tube.
Tha organic phase was re-extracted with 1 ml methanol/1M NaCl
(1:1, v/v) plus 50 nl 3N NaOH, and the aquecus fractions were
combined. Mass measurement on SPP in the aqueous phass and
total phospholipids in the organic phase were measured exactly
as described in Edsall, L. C., Pirlanov, G. G., and Spiegel,
8., J._Neuroscl., 17, (1997) 6952-6960; Edsall, L. C., and
Spiegel, S., Apal. Biochem., 272, (1999) 80-86).
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Example 5: Noxtherm Blotting Analysig

Foly(A)+ RNA blots containing 2 ng of poly(A)+ RNA per
lane from multiple adult mouse and human tissues and mouse
embryos wera purchased from Clontech. Blots were hybridized
with the 1.2 kb PSTI fragment of mouse EST AR3895187 (mSPHK1
probe), the 1.5 kb EcoRI fragment of pCR3.1-mSPHK2, or thes 0.3
kb Pvull fragment of pCR3.1-hSPHX1, after gel-purification and
labgling with [a-32P]dCTP. Hybridization in *RxpreasHyb"
* buffer (Clontech) at 65°C overnight was carried out according
to the manufacturer's protocol. Blots were reprobed with
b-actin as a loading control (Clontsch). Bands wera quantified
using a Molecular Dynamics Phosphoimager.

Rasults

Cloning of Type 2 Sphingosina Xinase
Blast mearches of the EST data base identified several

ESTa that displayed significant homology to the recently cloned
mSPEKla eequence. Specific primers were designed from the
sequences of thase ESTs and were usad to clone a new type of
wouse and human sphingosine kinase (named mSPHK2 and hSPEK2) by
the approaches of PCR cloning from a mouse brain cDNA library
and 5!'-RACE PCR.

ClustalW alignment of the amino acid sequences of mSPHK2
and hEPHK2 is shown in Fig. 1A. The open reading frames of
mSPHK2 and hSPHK2 ehcode polypeptides of 617 and 618 amino
aclids, respectively, with 83% identity and 90% similarity.

Five highly conserved regions (Cl to C5), identified previously
in SPHK1s (Kohama, T., Olivera, A., Edsall, L., Nagiec, M. M.,
Dickson, R., Spiegel, 8., I. Rliol. Cham., 273, (1998) 23722-
23728), are also present in both type 2 kinases.

Intereatingly, the invariant GGKGK positively charged mot:if in
the C1 domain of SPHK1 is modified to GGRGL in SPHKZ,
suggesting that it may not be part of the ATP binding site as
prévicusly Proposed (Kokidma, T, Oliveid, A., Edsall, L.,
Naglec, M. M., Dickson, R., Splegel, 8., . Blgol. Chem., 273,
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(1998) 23722-23728). A motlf mearch also revealed that a
region beginning just bafore the conserved €1 domains of mSPEX3
and hSPHK2 (amino acid 147 to 284) alaso has homology to tha
diacylglycercl kinase catalytic eita.

Compared to SPHR1, both S8PHK2s encode much larger proteins
containing 236 additional amino acids (Pig 18). Moreover,
their sequances diverge considerably from SPHRI in the center
and, at the amino termini. Eowever, after aminc acid 140 of
mSPER2, the sequences of type 1 and type 2 SPHK have a large
degree of similarity. These sequences (amino acid 9 to 226 for
mSPHKL1; 141 to 360 for wmSPHKZ), which encompass domains Cl to
C4, bave 47% identity and 79% similarity (Fig. 1B). In the C
terminal portion of the prot:e:l.na thars are also large
homologous regiomns, which include the C5 domain, from amino
acid 227 to 381 for mSPHK1 and 480 to 617 for mSPHK2, with 43%
identity and 78% similarity (Fig. 1B). The divergence in these
domains suggests that SPHK2 probably did not arise as a simple
gene duplication event.

04 g mtion of Sphingosine Kinase Type
The tissue distribution of SPHK2 mRNA expression in adult
mouse was compared to that of EPHK1I by Northern blotting

(Pig. 23). In most tissues, including adult liver, heaxt,
kidney, testis and brain, a predominant 3.1 kb SPHK2 mRMA
species was detected, indicating ubiquitous axpreasion.
However, the level of expression was markedly varliable and was
highast in adult liver and heart and barely detactable in
skelatal muscle and spleen (Fig. 2A). In contrast, the
expression pattern of mSPEK1 was quite different, with the
highest mRWA expresaion in adult lung, spleen, and liver,
although expression in the liver did not predominate as with
mSPEKZ. mSPHEK1 mnd mSPHE2 were both temporally and
differentially expressed during embryonic develcpment. mSPHKIL
was expressed highly at mouse ambryonic day 7 {E7) and
decreased dramatically after BEll (Fig. 2B). In contrast, at

5
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E7, mSPHK2 expression was much lower than mSPHEK1, and gradually
increased up to El1l7. _The hSPHK2 2.8 kb wmRMA transcript was
mainly expressed in adult kidney, liver and brain, with much
lower expression in other tissues (Fig. 2C). Interxestingly,
expression of BPHK2 in human kidney was very high and
relatively much lower in the mouse, while the opposite pattern
held for the liver.

A i ~f Racombinant Sphincosine Xiname Tvoe
To investigate whether mSPHK2 and hSPHK2Z encods bona fide
SPHKs, HEK293 cells wera transiently tranasfected with
aexpression vectors containing thes corresponding cDNAs. Because
previcus studies have indicated that SPHK might be present in .,
cells in both soluble and membrane-assoclated forms (Olivera,
A., and Spiegel, 8., Natuxe, 365, (1993) 557-560; Bamnno, Y.,
Kato, M., Hara, A., and Nozawa, Y., Blochem. J., 335, (1958)
301-304; Buehrer, B. M., and Bell, R. M., Z. 8iocl, Chem., 267,
3154-3159; Oivera, A. Rosenthal, J., and Spiegel, S., Anal.
Biochem., 223, (1994) 306-312; Ghosh, T. K., Bian, J., and
Gill, D. L., J. Biol, Chem., 269, (1994), 23628-22635),
recombinant SPHK2 activity was measured both in cytosol and in
unembrane fractions of transfected cells. As previously
described in Kohama, T., Olivera, A., Edsall, L., Naglec, M.
M., Dickson, R., and Splegel, 8., .L_Bi_g]._._chgm,, 273, (1998)
23722-23728, untreated or vector transfected HEK 293 cells have
low levels of SPHK activity (Fig. 3A). Twenty four hours after
transfection with mSPEK2 and hSPHK2, in vitro SPHK activity waas

increased by 20 and 35 fold, respectively, and then decreased
thereafter (Pig.3A). In contrast, SPHK activity from cells

transfacted with mSPHK1 was much .'I:;:I.ghe:-, 6§10-fold more than
basal levels 24 hours after transfection and remaining at this
level for at least 3 more days (data not shown). Aa in HEK293
cells, transfection of NIH 3T3 fibroblasts with mSPHEKL resulted
in much higher SPHK activity than with mSPEK2. It was
previously found that, simlilar to untransfected cells, tha
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majority of SPHK activity in cells transfected with mSPHKI was
cytosolic (Kohama, T., Olivera, A., Bdsall, L., Nagiec, M. M.,
Dickson, R., and Spiegel, S., I, Bigl. Chem,, 273, (1998)
43722-23728) . 8imilarly, in cells transfected with either
mSPHK2 or hSPHK2, 17% and 26%, respactively, of the SPHK
activity was membrane-sssociated (Fig. 3B), although
Kyte-Doolittle hydropathy plots did not suggest the presence of
hydrophobic membrane-spamming domains.

Tranafection of HEK 293 cells with mSPHK2 and hSPHK2 also
resulted in 2.2- and 3.3-fold increases in SPP, the product
formed by SPHK, respectiwvely (Fig.3C), was in agreement with
previous studies of sphingolipid metabolite levels after
transfections with mSPHKla showing a lack of correlation of
fold increamses in levels and in vitro enzyms activity (Kohama,
T., Olivera, A., Bdsall, L., Maglac, M. M., Dickson, R., and
Splegel, 5., Jd, Blol. Chem., 273, (1998) 23722-23728; Olivera,
A., Kohams, T., Edsall, L. C., Nava, V., Cuvillier, 0.,
Poulton, 8., and Splegel, 8., J. Call Blol., 147, (1999}, 545-
558) .

characteristics of Recombinant mSPHEK2
Subgtrate gpecificlly

Although SPHK2 is highly homologous to SPHKL, there are
substantial sequence differsnces. Therefore, it was of
interest to compare their enaymatic properties. Typical
Michaslia-Menten kinatics ware observed for recombinant SPHK2
(data not shown). The Km for D-erythro-sphingosine as
substrate is 3.4 uM, almost identicml to the Km previocusly
found for SpAX1 (Olivera, A., Kohama, T., Tu, Z., Milstien, 8.,
and Spiegel, 8., J._Blol. Chem., 473, (1998), 12576-12583).
Although the naturally occurring D-erythro-sphingosine isomer
was the best subatrata for SPHK1 (Kohama, T., Olivera, A.,
Edsall, L., Naglec, M. M., Dickson, R., and Splegel, §., J.

Biocl, Chem,, 273, (1998) 23722-23728),
D-axythro-dihydrosphingoaine was a better substrate for SPHKZ
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than D-erythro-sphingosine (Fig. 4A). Moreover, although
D,L-threo-dihydrosphingosine and phytosphingosine wers not
phosphorylated at all by SPHK1, they were significantly
phosphorylated by SPHK2, albelt much less efficiently than
sphingosine. Like SPHK1, other lipids including
N,N-dimethylsphingosine {DMS), C2- or Clé-ceramidas,
diacylglycerol, and phosphatidylincaitol, were not
phosphorylated by S8PHR2 (Fig. 6A), esuggesting high specificity
for the sphingoid base.

DMS and DHS have praviously been shown to be a potent
competitive inhibitors of SPEXL (Bdsall, L. C., Van Brocklym,
J. R., Cuvillier, 0., Kleuser, B., and Spiegel, 8.,
Blochemistry, 37, (1998), 12892-12898) and have been used to
bleck increasas in intracellular SPP levels resulting from
various physiological stimuli (Olivera, A., and Spiegel, 8.,
Nature, 365, (1993), 557-560; Cuvillier, 0., Pirianocv, G.,
Kleuser, B., Vanek, P. G., Coo, 0. A,, Gutkind, 3,, and
Splegel, 8., Nature, 381, (1996), 800-803; Bdsall, L. C.,
Pirignov, G. G., and Spiegel, 8., J. Neurosci, 17, (1597},
6952-6960; Meyer zu Heringdorf, D., Lass, H., Alemany, R.,
Laser, K, T., Neumann, E., Zhang, C., Schmidt, M., Rauen, O.,
Jakobs, K. H., and van Koppen, C. J., EMBQ J., 17, 2830-2837;
Choi, 0, H., Kim, J.-H., and Kinet, J.-P., Natuyrs, 380, (1998),
634-636; Melendez, A., Floto, R. A., Gillooly, D. J., Harmett,
M. M., and Allen, J. M., J, Blol., Chem., 273, 9353-9403;
Machwate, M., Rodan, 8. B., Rodan, G. A., and Harada, S. I.,
Mol. Pharmacol.. 54, (1998), 70-77). However, because DHS is a
substrate for S8PHX2 and the product, dihydr»o 8PP, is as potent
as SPP in binding to and activating cell surface SPP EDG-1
family receptors, it cannot be used as a tool to inveatigates
the role of SPHK2. Thus, it was important to characterize the
inhibitory potential of the non-substrate DMS on SPHK2.
Surprisingly, it was found that although DMS was also a potent
inhibjtor of SPEK2 (Fig. 4B), it acted in a non-competitive
manner (Fig. 4C and Fig. 4D). The Ki for DMS with SPHE2 was 12
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UM, slightly higher than the Ki of 4 uM with SPHK1, making it a
useful tool to inhibit both types of SPHK.

mSPHK2 had highest activity in the neutral pH ranga from
6.5 to 8 with optimal activity at pH 7.5 (Fig. SA), a pH
dependency similar to that of SPHK1 (data not shown). The
activity decreased markedly at pH values below and above this
range.

Eifects of XC1 and NaCl

Most of tha BPHK activity in human platelsta is
membrane-asgsociated and extractable with 1 M NaCl (Bamno, Y.,
XKato, M., Hara, A. and Nozawa, Y., Bigchem, J., 335, (1998),
301-304). Purthermore, the salt extractable SPHK from
platelets has different properties than the cytosolic enzyma.
It wag thus of interest to determine the effect of high salt
concentzrations on recombinant SPHK1 and SPHKZ. Interastingly,
it was found that high ionic strength had completely opposite
effects on their activities. BPHK1l was inhibitsd markedly
inhibited by either NaCl and KC1 with each causing 50%
inhibition at a concentration of 200 mM (Fig. 5B). Inm
contrast, SPHKZ activity was dramatically stimulated by
increasing the salt concentration, with a maximal effect at a
concentration of 400 mM, although KCl was much more effective
than NaCl. However, above this concentratlon, BPHKI activity
decreased sharply although remaining elavated even at 1 M salt
(Fig. 5C). Thua, the activities of SPHK1 and BPHK2 have
completely opposite responses to changes in ionic strength.
Kinetic analysis of mSPHE2 in the presaence and absence of high
concentrations of salt indicated that the Xm for sphingosine
was unalteresd but the Vmax was lncreased (Fig. 5D and Flg. 5E).
The physiological significance of these cbsarvations remains to
be determined but it might be related to differant subcellular
localizations.
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Substrate presentation
Because sphingolipids are highly lipophilic, in in vitro

SPHK assays, sphingosine is usually presented in micellar form
with Triton X-100 or as a complex with BSA (Olivera, A.,
Bosenthal, J., and Splegel, S., J, Cell, Biochem., 60, (1996),
$29-537; Olivera, A., Barlow, K. D., and Spiegel, S§., Mathods
Enzymal, 211, (2000), 215-223). Furthermore, detergents such
as’ Triton X-100 have baen shown to stimulate the activity of
SPHK in rat brain extracts (Buehrexr, B. M., and Bell, R. M., J.
Biol. Chem., 267, (1992), 3154-3159) and thes enzyme from rat
kidney (Olivera, A., Kohama, T., Tu, Z., Milstien, and Spiegel,
8., J. Biocl. Chem,, 273, (1998), 12576-12583), and it was
previously found that the stability of rat kidney SPEK was
increased in the presence of certaln detergents (Olivera, A.,
Kohama, T., Tu, Z., Milstien, and Spiegel, 8., J. Biocl. Chem.,
273, (1998), 12576-12583). However, when the effect of
increasing concentrations of Triton X-100 on the activities of
BPHK1 and SPHK2 were compared, soma unexpected rasults were
found. Concentrations of detergent below 0.005% had no effect,
but at higher concentraticns, BPHKZ activity was inhibited and
SPHK1 activity was markedly increased (Fig. 6A). At a
concentration of Triton X-100 of 0.5%, SPHK1 activity was
increased by more than 4 fold while SPHR] was almost completely
inhibited. .

Interastingly, increasing the BSA concentration from the
usual SPHK assay conditions with sphingosine-BSA complex as a
gubstrate, i.e. 0.2 mg/ml BSA, caused a concentration-dependent
inhibition of SPHK2 activity without affecting SPHK1 activity
(Fig. 6B). Therefore, whan measuring SPHK activity in cell or
tissue extracts, the mathod of substrate preparation, whether
in mixed micelles or in BSA complaxes, must be carefully
optimized because the dlfferential effects of Triton X-100 and
BSA on activity could yield different results depending on the
relative expression of the two types of SPHK.
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Effactyg of phospholipids

Acidic phospholipids, particularly phosphatidylserine, and
phosphatidic acid and phosphatidylinositol, and caxdiolipin to
a lessar extent, induce a dose-dependent increase in SPHX
activity Swiss 3T3 fibroblast lysates, whereas neutral
phospholipids had mo effect (Olivera, A., Rosenthal,.J., and
Splegel, 8., J, Call. Blochem., 80, (1996}, 529-537). 1In
agreement, recombinant SPHK1 and SPHK2 were stimulated by
phosphatidylserine; the activity of both was maximally
increased 4-fold at a concentration of 40 pg/ml (Fig. 6C) and
inhibited by higher concentrations in a dose-dependent manner.
Thesa effects of phosphatidylserine appeared to be specific
since other phospholipids, including phosphatidylcholine, had’
nc effect on tha enzyme activity.' In contrast, the activities
of the three major forms of SPHK in human platelets are not
a'ff.qcted by phoaphatidylserine (Banno, Y., Kato, M., Hara, A,
and Nozawa, Y., Blochem. J., 335, (1598), 301-304).

' The machanism by which phosphatidylserine enhances the
enzymatic activity of SPFHK is not yet underatood. One
posasibility is that phosphatidylserine possesses unique
membrane-structuring properties which better present the
substrate, sphingosine. A second possibllity is that SPHK
contains determinants that specifically recognize the structure
of the serine headgroup and that these determinants may cnly
bacome exposed upon interaction of SPHK with membrmnes. In
this ragard, the molecular basis for the remarkable
specificity of protein kinase ¢ for phosphatidylserine has been
the subject of much debate. However, recent data reveal that
lipid structure and not membrane structure is the major
determinant in the requlation of protain kinase C by
phosphatidyleserine (Johnson, J. E., Zimmerman, M. L., Daleke,
D. L., and Newton, A. C., Blochemistry, 37, (1958), l12020-
12025) .

The presence of multiple ESTs in the database with
significant homologies to SPHK1 as well as the identificaticm
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of several genes in 9. cerevisize encoding diffarent SPHEs

(Raglec, M. M., Skxzypek, M., Naglec, E. E., Lester, R. L., and
Dickson, R. C., . Biol., Chem., 273, (1998), 19437-19442)
suggests that there may be a large and important SPHK gene
family. Although SPHEK2 has a high degras of homology to SPHX1,
especially in the previously identified conserved domains
identified in type 1 SFHKs (Kohama, T., Olivera, A., Edsall,
L., Nagiac, M. M., Dickson, R., and Spiegel, 8., J. Biol.
Cham,, 273, (1998), 23722-23728), it is much larger (65.2 and
65.6 kDa for S8PHK1 and SPHK2, respectively versus 42.4 kba for
mSPHEHK1a) and contains an additional 236 amino acids.
Furthermore, ite differential-tissue expression, temporal
developmental expression, cellular localiszation, and kinetic
properties in response to increasing ionic strength and
detargents, are completely different from SPHK1l, suggesting
that it most likely has a different function mnd regulates
levels of SPP in a2 different manner than SPHX1 which is known
to play a prominent role in regulating cell growth and
survival. Thus, type 2 SPHK is considered to be involved in
regulation of some of the numercus bilological responses
attributed to SPP, such as anglogenesis and allergic responses.
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Sequencea for GenBank 1 EMBC Bank Accession No.
bankit325787

1 sattoggcac guggyaggec cgugtaasce gaggcticoa gasccassge gaagteagoce
€1 tguggasaqy gotgggaccee ggugectcke tggoctttes cegtccctga totaacacte
121 tcocaggygta aagggaccgg agaatcagag acatgatogy agottgctgy acgagtegog
161 tggtgactet ctggcegoac gocguceget totegytgge togeggagma ccoggtggge
141 tgtgtgtogg agoctcogas gtagotggma toacogteott toaacacttg goctggetcet
301 gecatttaaa gttgtgatct tggagyctgy tacaggaget gaccacasge casgagcecta
361 gyagtgottg guactgmaco agggtoatgg ccocacdacc Actactgoon gtpgotgoca
421 goactcoaat octgoacgge gagtttggtt octaccoggo caacggccea cggttitgeco
481 tcaccctcao aacacasgco ctacacatac agegactacy CCOAMAgUCA gRAgUCOgYC
. 541 cocgugatgg totagtctet etggatgagyg tetogygoty tggcacacty cagagocgts
601 goccogagge caotgoagee tacttctgea tctacaccta cccacgtyuo cgtogagogy
€€1 gocggogoag sgcotaogogy acottoogoy cggatgogga caccacttat gaggagamto
721 gigeagaggc ccagegetgy gocactgece toacgtgtet cotcoegugga gtgectatgt
781 caggggucca Sgamatcaca ootgmattge tgocooggaa gocoaggotg ctcakattgy
,B41 tomatcoctt tggggggeoy gucctggest ggoagegots tatggeccac gtggtgocas
‘s01 tguatotoctga agctgggety teottomace toatacagac agaacgacmg waccatgecc
961 gtgwgotogt goaggggtta agectgugty agtgggaagy cattgtoact gtgtotggag
1021 acgggctget ttacgaggtg ctomatggye tocktgatey gocagactgy guggatgecg
1081 tgeggatgec cattggtgtc ctocootgtg gatogggcas tgcgetagot gggycggtgs
1141 geeatcatgy cgggttigeg oaggttptog gtgttgucct gitgotomac tgotcgotte
1201 ttekotgoey tagtggoage catcototgy acttgotete tgtgmagota gectogggat
1251 ceegetgttt ttcotteoty teagtggoct ggggmttcott gtosgatgtg gacatteaca
1321 gtgagegett cagggcectg gHcagogetc gattoacact ggtgcagty ctaggoctgy
1381 cctcgttgea tacotagegt ggacgoaotct cctacotece cgotacoaca geaccageoct
1441 tgocoatoos aggocacagt otycotogeg ocsagtcags actagtotig getccagece
1501 cagoccoogo ogocmoccac togootetac atogutcotgt gtctgacatyg eccetgecse
1561 tteccoageo tgcottggte teacctguet cccctogmgoo ectgeotgae ctgtcectea
1621 atggtggtgy toocagagety actggaguet gggiaggege togggabges cosctgtoce
1681 cagaoccact gel:g:cl:tcl' teeccoascg ctctomaasce agetcagett tcaccoatog
1741 ctguagggee cocsgaaatg ccageatett ogogpttoct gectécomee cacagtgecc
1801 cagasgecte tacctgggge coagtggace le:l:eel:gee toccoctggyge tetcoactge
1861 cocasgacty gutgucasta gagguggagt ttgtactoat gttgggeate ttgacgegec
19311 scctetgege agacctgatyg goagccccad atgeacgott tgatmatgge gttgtgcace
1981 tgtgtitgggt geggmgegge atotoacygy otgeacttet acgeattttt ctggocacgg
2041 agcatgomad ccoactteage ctogggotgos coomtotggy otatgctgos geacgtgect
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2101 tocgcottga accactcacg cotogtggec tgctoactat afatggggeg ttagtggagt
2161 atgggccaat acaggegeng gtgcacceag gtctogeouc gebgetcact sggcctgasy
2221 gtcasaagcc Acaagoctga acjugcctaa aagoatggeg agttggtgga accagegace
2281 cataggctaa gmtotatoat ttaceggtag aagtggpgee cgoactcaga actgtgagge
2341 gggtggagagy tggtoctgac cctoagttcoc cagaggacet agaggotoga gogtgaggec
4401 tgoctttott gutgtccaat gatggggoct ggaatgtaty agotagemag gettcttcag
2461 cttattgace ageoagggtt tcttettgeo tactceggty cotctactty actggecaat
4521 cagoccttge ggggeagytt cccconggty gtoccomgat ttgoactaat gttoctceco
2581 tggocagtiba gggatgugat gttctgtgte ttgbgtgtec ctcoctoectag tctassmage
4641 aattguanag gtctatgcaa taasgotigt tgettccctc taaasassaa masanass

Sequence for Gen Bank 1 EMBEC Bank Accessicn No.bmukit323752

1 geeaceatyg ccocogeccos acogecacty gotgocomgoa coccogotect coatggogag
€l tttggcteoct acccoagoeccy aggeccacge tttgeocctea coocttacatao goaggocctyg
121 cacatacagc ggctgogocs caaacctgaa gocaggecce guggtggect ggtecogtty
181 gecgagytet caggetgcty cacoctgoga ageagoages cocteagacte ageggectac
241 ttctgeatct acacctacce togpgycogg CoTOgugccc gycguoagmgo cactogoace
301 ttcogggoag atggggcoge cucctacgua gagaaccgly ccgaggocca gogotgygee
36) actgocctca cotgtctgek cogaggactg coactgoceg gouatgupem gatcacooct
421 gecctgeotac cteggecgee coggttgott ctattggtos atooettigy gggtegguge
481 gtggoctggc agtggtgtaa geaccacgtg cttocomtgm tototgmage tgggotgtas
541 ttcaacctca tocagacaga acgicaguse cacgoccngy agotggtooa ggggotgego
601 ctgagtgagt gogatggeat cgtcacggtc togggwgmey ggetgcteca tguggtgetg
661 aacgggetec tagatogece tgactyggag gaagctgtgm agatgectgt gggeatoctco
721 ccotgoggct cgggcaacgo gotggoogya goagtgascc ageacggygy atttgmgeca
781 geectgggee tegacctgtt goetcaactge teeactgtige tgtgeogogy togtggecac
841 ceactggace tgotatacgt geogetggeo togggectcoe gotgtttete cttectgtot
901 gtpgeetggy gottegtgto agatgtggat atccagageg agegetteag ggccttggge
961 agtgccoget teacactggg cacggtgotg ggactogoca cactgecacac ctaccgeggm
1021 cgecotcotoct accteccego cactgtggua catgootoge coaceectgo coatagectg
1081 cctogtgcca agtoggmgot gaccotaacc CCAgucOcAg Cooogoccat ggoccactoa
1141 cooctgoatc gttctgtgte tgacotgoaot ctteccetge ccoagootgo ecotggecket
1201 cotggetcge caguacccot geccatcotyg Ccoctcaacy gtgupugcoc sgagetoget

1261 ggggactgoy gtgyggctgy agatgcectocg gtgtoucogy acocaatget gtottomcet |

13321 cotggotctc acaaggeage tctacactoa gcogtetocg amggggecco ogtaattcec
1381 peatcoctetg ggotccenct toccacccct gatgoccggg taggggcote cgacctgoggo
1441 ccgoucgace acctgetgee teogetggge acoccgotge coccoagacty gtgacgetg
1501 gaggyggact ttgtgcteat gtiggeeate tegeceagoe acctaggege tgecetggty
1561 geagctcege atgogegott ogacgmcgge ctggtgosce tgtgetgggt goegtagegyge
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1621 atctcgeggg ctgegetget gogecttbte ttggeeatgy agegtggtag comctteago
1681 ctgggctgtc cyoagotyyy ctacgoegeg goccgtgeet bocgectagm googutoaca
1741 ceacgoggey tyctcacagt gomcgogmag caggtggagt atggyoogot acaggoacag
1801 atgcaccotg geatcggtac actgoteact gggectcoetg getgoecggy gogugmgooo
1861 tgaasctaas caagettggt acoegocggy gycguggeet acattccast dgggoggage
1931 ttgagutagg gygtgtggee tggctgotag agttgtggty geaguggece tggoocegto
1881 tcagyattgo getegetttc atgggmcoag acgtgatget gpasggtgogy cgtegtoacg
2041 gttasagaga aatgggctcg tocogmgyggt agtgoctgat caatgaggye ggpgectggo
2101 gtetgatotg gygucycect tacggugeag ggcteagtce tgacgettge cacetgatce
24161 tacceggeca gyatggeotga gugcggegte tattttacge gtogoocaat gacagmacct
3221 gguatgtact gyctgggpta ggoctcagty agtcggecgy tcaggyecoy cagoctoges
2281 ccatccactc cygtgectce atttagotigg coaastcagoc caggugugge aggttcgcocg
2341 gggrcgycge taggutittge actaatgtte ctceteccege

83Q ID ¥O. 14
Amino acid sequences of humsrn SPHER

MARPRPPLAAS TR LLEGEFGSYPARGPRYALTLTSQALEIQRLA P KR EARVRGULVPLAEVSGCCTLRER
SPIDEANYFCL Y TYPRGRAGARRRATRT FRADGAATYEENRARACEWATAL TCLLRGLY LD GDGETTRDL
LPRPPRLLLLVN P FAGRGLANOWCESHVLIMI SEAGLIFHL IQTERQNHARELVOGLALARWDGIVTVSA
DGLLEEVILNGLILDR POWEEAVEMIVG IL PO G LAGAVIEGGY EPALGLOLL LNCSL.L.L.CROGGHDT,
DLV TLASGSRCT S FLSVANGFVEDVDIQS ERYRALAS AR TLGTVISLATLE I TRENTL.SYLPATVEDA
ll!'ﬂll&bllllShtﬂﬂnﬂﬂliulﬂsP&Il’ﬂ!mﬂhﬂuﬂﬂﬂuﬂ!!GS?I!&PHHEIHHGFILNGD
WEGAGDAP LS PUPLLASPRGS PEAALEI FVERGAFVIFFSSALY LI TPIARVGEAS TCUPPUALL P PLAITY
LPPDNVTLEADFVLMLAT S PARLADLVAAPHARFIDGLVELCHVRSGX SRAALLRLYLANERGSHYSL.G
CRQLGYARARAFRLEPLTPREVLTVDEEQVEYGPLOAOMEPGLGTLLTURFCCIGRED

SEQ ID ¥O. 12

Aminoe Acid Seguence of mouse SFEX]
MARDRLLEVAAS TR ILAGEFOS YR ANG PR FALI LI I OA LT QR LR PP RARVRDGLVI LD EVEGCITLAS
RSP EDTAAY VO T PRGARGERRRATRIFRADGATTIEERRARAORVATALTCLLRGVPLSGDORTTRR
LLPRRPRLLILVNP FGURGLANORCMDEVVIMI SRAGLS FNLIQTRROREARELVOGLALIENEGTVTVS
GDFIL!!VLIEELDI!BHIDNW”EHEVLDcﬂsGﬂqaﬂnﬂ!!lHﬂﬂﬂwﬂﬂvnhﬂﬂﬂﬂﬂiiﬂlﬂcﬂlb
DL AVITLASGERCFSFLEVANGILEDVD IS ERVRALGEARF T LGAVLALASLATYRGRLESYLPATTRD
ALYIPGHILPRARSELVLAPAFAPAATESFLERSVIDLYLYLIQPALVE PGS PEPLIDLSLNGGARELTG
DWGGAGDAPLSPDPLLPS STHALY TAQLAR TARGR PEMRAS SGFLE PTHAAREASTHGRVDHLLEPLGB P
LPGDWVTIRGRPVLMLGIL T SRLCADLMAAPEARFODGVVELCRVRSG LARAALLR T FLANERGNEY S1.G
CRELCYARARAPRLERLTPRGLLTVDGELYEYGY IQAQVEPGLATLLTGRAGOKROA
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Lys Gly Lys Ala Lou Gtn Leu Phe Gin Ser Arg Val Qin Pro Phm Loy
35 40 45

.,Qlu Glu Als Qlu 1le Thr Phe Lys Lou [fo Lou Thr @lu Arg Lya Asn
%0 " 5 e
His Ala Arg @iu Lou Vai Cym Ala Glu GIu Lau Gly His Trp Asp Ala
85 ] 70 Y 80
Leu Ala Val But Ser Gly Asp @ly Lou Bat Hie Glu Yal Val Asn Gly
' (] (] (]
Leu Bet Glu Arg Pro Asp Trp 8)u Thr Aln 1la Gin Lys Pro Lau Cys
100 108 110

Ser Leu Pré Qly @ly Sar Gly Asn Ale Lsu Ala Ala Sor Val Aen His
1s 120 125

Tyr Al Qly Tyr Glu Gin Vai The Amn @lu Asp Lou Leu Ha Asn Cye
130 138 - 140

The Leu Leu Leu Cys Arg Arg Arg Leu Ser Pro Mot Asn Leu Leu Ser
145 150 188. 180

Lau His Tir Ala Sar @iy Lou Arg Lou Tyr Ser Val Leu Ser Leu Ser
105 1 173

Trp Gly Pae Va! Ala Aup Val Acp Lou 8lu Sar Glu Lys Tyr Arg Arg
160 188 180

Lau Gly 8luy Ila Arg Pha Thr Val Gly Thr Pho Phe Arg Leu Ala Ser
183 - - 0 208

Leu Arg [le Tyr €in Qly Gin Lay Ale Tyr Leu Pro Val 8ly Thr Val
210 ns . 22
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Ala Ser Lys Arg Pro Ala Ser Thr Leu Vul Qin Lys Qly Pre Val Asp
s 250 ) 23 40

Thre His Lau Val Pro Leu Glu €lu Pra Vel Pre Ser His Trp Thr Val
48 50 F L]

..Nal Pre Glu @ln Acp Plw Val Leu Val Leu Val Leu Leu His Thr Hia
I 208, 20

Lou Ser Ser @lu Lau Phe Ala Ale Pre list Gly Arg Cys Glu Ala Sly
271 P®»y . a8s

Val fiut Hils Lau Pho Tyr Val Arg Ala Gly Val Sor Arg Ala Ala Lou
200 . 285 300

Leu Arg Lou Phe Lou Ale et @in Lys 8ly Lys His Uet llu.L-u Asp
09 3o 1 320

Cys Pro Tyr Lau Val Hia Val Pro Val Val Als Pha Arg Lau Glu Pro *

Arg Ser Qin Arg Qly Val Phe Sar Val Asp Qly Qlu Leu Bet Val Oys
) 340 345 250 ’

G@lu Als Val @in Qly @in Val His Pro Asn Tyr Leu Trp tet Val Ovs
ass . 360 €L

Qly Ser Arg Asp Ala Pra Ser Bly Arg Asp Bar Arg Arg (ly Pro Pro
370 s 380

Pro 8lu Blu Pre
288
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It will be appreciated that the instant specification is set
forth by way of illustration and not limitation, and that various

modifications and changes may be made without depaxting from the
spirit and acope of the present inventiom.
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WHAT IS CLAIMED IS:
1. An isolatad and purified DNA which encodes a
mammalian sphingosine kinase type 2 isoform.

3. The isolated and purified IMA of claim 1, which
ancodes a mouse sphingosine kinase type 2 isoform DNA.

3. The isolated and purified DNA of claim 1, which
encodes a human sphingosine _kina.se type 2 isoform DNA.

4. The isclated and purified DNA of claim 2, which
encodes a peptide of 617 amino acids. )

5. The isolated and purified DMA of claim 3, which
encodes a peptide of 618 amino acids.

6. A paptide encoded by the DNA of claim 4.
7. A peptide encoded by the DNA of claim 5.

8. An amino acid sequence of human SPHR2 consisting
essentially of SEQ ID ND: 14.

9. An amino acid aequ.enca of wurina SPHK2 consisting
essentially of SEQ ID NO: 13.

10. An isolated and purified DNA which encodes a peptide
of a sphingosine kinase type 21 lsoform, said DMA comprising a
segquance selected from the group comsisting of the sequence of
Genbank Accession No. nkit325787 and the sequance of Genbank
Accession No. bankit325752.

11. A recombinant DNA construct comprising:

(a) a veactor and
{b) the DNA of claim 2.

=T4-
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12. A reccmbinant DNA'canstruct compriasing:
{a) =& vector and .
(b) the DNA of claim 3.

13. The recombinant DNA construct according to claim
wharein sald vector is an expression vector.

‘ 14. The recombinant DNA construct according to claim
wherein sald vector is a prokaryotic vector.

15. The recombinant DNA conatruct according to claim
wharein said vector is a sukaryotic wvector.

16. Tha recombinant DNA construct according to claim
wherein said vector is an expression vector.

17. The recombinant DMA construct according to claim
wherein gaid vector 1s a prokaryotic vactor.

18. The recombinant DNA construct according to claim
wherein said vector is a sukaryotic vector.

19. A host cell transformed with the recombinant DNA
construct according to c¢laim 1l.

20. The host cell accoxrding to claim 19, wherein said
cell is prokaryotic.

21. The host cell mccording to elaim 19, wherein said
-call is eukaryotic.

22. A host cell transformed with the recombinant A
counstruct according to claim 13.

=75
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23. The host cell according to claim 22, wherein saild
call is prokaryotic.

24. The host cell according to claim 22, wherwin said
call is eukaryotic.

25. A mathod for producing a mouse sphingosine kinase
type 2 iscform peptide which comprises culturing tha host caell
according to claim 19, under conditions such that an imolated
mouse sphingosine kinase type 2 isoform DMA is expressed and
said mouse sphingosine kinase type 2 isofcxm peptids is
thereby produced.

26. A method for producing a bhuman sphingosins kinase
type 2 isoform peptide which comprises culturing tha host cell '
according to claim 22, under conditions such that an isolated
human sphingosine kinase type 2 isoform DNA is expressed and
paid human sphingosine kinase type 2 isoform peptide is
. thereby produced.

27. A method for detecting an agent or a drug which
inhibits or promotesd sphingosine kinase type 2 activity
comprising:

(a) providing a recombinant DNA comstruct according to
¢laim 11, into a cell such that sphingosine kinase type 2
isoform is produced in said cell;

(b) adding at least cne drug or agent to said cell, and

(c) detecting whether or not sald drug or agent inhibits
or promotes sphingosine kinase type 2 activity by measuring
sphingosine kinase-dependent phosphorylation of lipids in said
calls and comparing the resultant measurement to a csntrol
which did not receive sald drug or agent, wharein a decrease
in the amount of sphinguvaine kinage-dependent phosphorylation
of lipids as compared to the control indicates an inhibitory
drug or agent, or an increase in the amount of sphingosine

-76-
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kinase-dependent phosphorylation of lipids in said cell as
cowpared to the control indicates a stimulatory drug or agent.

28. A mwethod for detecting an agemt or a drug which
inhibits or promotes sphingosine kinase type 2 activity
comprising:

(a) providing a recombinant DNA comstruct according to
claim 12, ‘into a cell such that sphingosine kinase type 2
isoform is produced in sald cell;

{(b) adding at least one drug or agent to saild cell, and

(c) detacting whethear or not sald drug or agent inhibits
or promotes sphingosine kinase type 2 activity by measuring
sphingosine kinage-dependent phosphorylation of lipids in said
calls and comparing the resultant measurement to a control
which did not receive sald drug or agent, wherein a dacrease
in the amount of sphingosine kinase-dependent phosphorylation
of lipids as compared to the control indicates an inhibitory
drug or agent, or an increase in the amount of ephingosine
kinase-dependent phosphorylation of lipids in said cell as
compared to the control indicates a stimulatory drug or agent.

29. An agent or drug detacted by the wethod of claim 27.
30. An agent or drug detected by the msthod of claim 28.

31. A wmethod of regulating a biological process in a
pammal comprising sdministering to a mammal in need thexeof a
pharmaceutically effective amount of the peptide according to
claim 6.

32. A met.hod of ragulating a bioclogical process in a
manmal comprising administering to a mammal in need thereof a
pharmaceutically effective amount of the peptide according to
claim 7.

=T7-
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33. The method of claim 31, wherein the biological
process is gealected from .the group conn:i.at:l.ng of mitoganegis,
apoptosis, neurcnal development, chemotaxis, anglogenesis and
inflammatory responses.

34. The wmethod of claim 31, wherein the biological
process is anglogenesis.

L4

35. Tha method of claim 32, wherein the biological
process i35 pelected from the group consisting of mitogenesis,
apoptosis, neuronal development, chemotaxis, angliogenesis and
inflammatory responses.

36. The mesthod of claim 32, wherein the biological
process is anglogenesisa.

37. A method for the treatment or amelioration of a
disease resulting from increased call death or decreased cell
. proliferation, comprising adminiatering to a mammal in need
thereocf a pharmaceutically effective amount of a peptide
according to claim 6. .

38. A method for thea treakmant or amelioration of a

disaase resulting from increased call death or decreased cell’

proliferxation, comprising administering to a mammal in need
thereof a pharmaceutically effective amount of a peptide
according to claim 7.

39. A method for the treatment or administration of a
disease resulting from decraeased cell death or increased cell
prolifération comprising administering to a wammal in need
thereof a pharmaceutically effective amount of an antibody to
a peptida according to claim §.

T <T8-
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40. A mathod for the treatment or administration of a
disease resulting from decreased cell death or increasad csll
'p:olifml:ion comprising adminigtering to a mammal in nead
thereof a pharmaceutically effactive amount of an antibody to
a peptide according to claim 7.

41. A mathod for tha treatmant or amelioration of a
disease resulting from abnormal migration or motility of cells
selected from tha group consiasting of cancer, restenosis and
diabetic nmeurcpathy, the method comprising administering to a
mammal in need therecf, a pharmaceutically effective amount of
an antibody to a peptide according to claim 6.

42. A mathod for the treatment or amelioration of a
disease raesulting from abnormal migration or motility of cells
salected from the group consisting of cancer, restenosis and
diabetic naurcpathy, the method comprising administering to a
mamnal in need t:'heraof, a pharmaceutically effective amount of
an antibody to a peptide according to claim 7.

43. The method of claim 41, wherein the disease ia
cancer.

44. The wethod of claim 42, wherein the disease is
cancer.

45. A compoeition for treating or ameliorating a disease
resulting from increased cell death or decraased cell
proliferation comprising a pharmaceutically effective amount
of a peptide according to claim 6, and a pharmaceutically
-acceptable carrier.

:IG. A composition for treating or ameliorating a disease

resulting from increased cell death or decreased cell
proliferation comprising a pharmacsutically effective amount

=
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of a peptide according to claim 7, and a pharmaceutically
acceptabla carrier.

47. A mathod for screening agents or drugs which reduce
or eliminate sphingosine kinase type 2 activity, the mathod
comprlsing detecting a decrease in sphingosine kinase type 2
enzyme activity in the presence of said agent or drug.

48. A wathod for detecting the presence of a sphingosine

kinase typa 2 isoform in a sample comprising

(1) contacting a sample with antibodies which recognize
sphingosine kinase type 2; and

(11) detecting the presence or absence of a complax
formed between sphingosine kinase type 2 and antibodies
spacific therefor.

49. A method for detecting sphingosine kinase type 2 in
a sample comprising subjecting the sample to a polymerase
chain reaction and detacting for the presence of sphinosine
kinase type 1.

50. A diagnostic kit for detecting sphingosine kinase
type 2 RNA/cDNA in a sample comprising primers ox
oligonucleotides specific for sphingosine kinase type 2 RNA or
cDNA suitable for hybridization to sphingosine kinase type 2
RNA or cDNA and/or amplification of sphingosine kinase type 2
segquences and suitable ancillary reagents.

23
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SEQUENCE L1STING

~ <110> SANKYO COMPANY, LIMITED
GEORGETOWN UNIVERSITY

<120> Msomalian Sphingosine Kinase Type 2 lsoforma, Cloning,
e Expression and Wethods of Use Thereof

<130> 00170PCT/HA

<140>
141>

<160> US 80/194, 318
<151> 2000~04~03

160> 15
<170> Patentin Ver. 2.0

Q210> 1

11> 28

<212 DNA

<213> Mus musculua

<4005 1
octgggtgoa cotgogooty tettgx 28

210> 2

Q11> 24

<12 DNA

<213> Wus musoulus

<400> 2
ccagtcttry gEcagtegas ageo %
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<210> 3

211> 18

<212> DNA

<213> lus susoulus

<400> 3
aggtagagge ttotgg

<210> 4

<211> 38

<212 DNA

L1 Artiflolial Sequence

220>
<223 Dasoription of Artificisl Sequance: &' RACE
Abridged Anchor Primer

<220>

<221> modified_base
220 (24).. (26)
02D |

Q20>

<221> medified_base
<222> (29).. (30)
Q2 |

220>

<221> mod| Piad_base
<225 (34).. (36)
<223 |

<400> 4

ggccacgegt cgactagtao gggnnggenn gagnng

Q10> 6

18

38
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Q11> 22
<212> DNA
<213> Bus musoulus

<400> 6 )
gogetgagty saagctgago g : 2

<210> 6

211> 20

<212 DNA

Q1> Artificial Sequenca

<220>

<223> Description of Artifloial Sequsnce: Abridged
" Universal Awp!iflcation Primer

<400> 8 L
sEccacgegt cgactagtso 20

10 7

Q11> 22

1D DNA

<213 e maculus

<4002 7
egtctecagt cagototgga co . 22

<210> 8§

211> 16

<21 DA

<213> Homo empiena

<400> 8
ogceatesct caggot 18



WO 01774837

4/23

Q10> 8
Q11> 22
<212> DNA )
<213> Homo aiaplens

<400> 8’
gasggrcago ooagotiosg eg

Q10 10
Q11> 20
<212> DNA
QD Hm esplena

<400> 10
attyacosat agasgoascc

iy 1

<211> 2898

<212 DNA

Q21D s musculus

<220>
<221> (DS
{222 (387).. (2237)

<300>

PCT/USILASG64

302> Holecular oloning and functional d\ur.letcrlution of a

novel mamualian sphingosine kinase type 2 isoferm

<303> J. Biol, Chem
<304> 275

<306> 268

<308> 18513-19520
<308> AF245448

<4000 11
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asttcggeac Jagxzaspec cgagtssacc gaggottcca gaaccasaga gaagtcegee 80
tzaggeaagg gctgggaoco gERgcototo tggeottton cogtcootgu totascacto 120
tocaggEgta -'luu.onu agantosgag acatgatogy agottgotgy aogagtcyeg 180
tggtaactot otgaecgeac geogacogst totoggtago tcgosisaza acogatgsyc 240
t:tlé:tcn agoctccgan gtagotggea toacogtott tosacacttg gootggotot 300
lnelttta.n gttgtpatct tegaggotss tooluuc;t ZACCAOBALD mnleutl aeo
" ggagtgottg gmactgascc agEgte dtg geo cca cca coa cta oty cca gtg 413

Met Ala Pro Pro Pro Leu Lau Pro Val
1 5

got goo ago moct cca ato oty cac gge gag ttt ggt teo tao cog gec 481
Ala Ala Ser Thr Pro |le Leu His 8iy Glu Phe Gly Ser Tyr Pro Ala
10 15 20 256

ag0 gEc cca cEg ttt goo ote socc cto aca soa caa goo otm oso ata 509
Asn Gly Pro Arg Phe Ala Lsu Thr Leu Thr Thr 8in Ale Leu His Ile
ao 36 40

cag ofa Gta GEC cca amg cca g8a gCo cgf ooc oga get gyt cta gto 557
@in Arg Leu Arg Pro Lys Pro Qlu Ala Arg Pro Arg Asp Qfy Leu Val
46 &0 . 85

tot ctx gat gag gto tog ggo tgt ggo moc otg oag ego ogt age occ 805
Ser Leu Asp @iu Val 8er Qly Cys @ly Thr Leu Gin Ser Ar_: Ser Pro
a0 . 8s 70

gag Eso act gea gee tao tic tge sto tao mco tao cca opt ggo ogt 053
Glu Asp Thr Ala Ala Tyr Phe Qys [le Tyr Thr Tyr Pro Arg Gly Arg
75 80 8b

oga §EE KO ORE ogo Aga gct acg cgy acc ttc cgx gof xst gEg gec 701
Arg 8ly Bly Arg Arg Arg Ala Thr Arg Thr Phe Arg Alz Asp Gly Ala

A7
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g0 . 85 100 105

moc act tat gag gag aat ogt mn;mﬁu:entn_mautun
Thr Thr Tyr Giu Glu Asn Arg Ale Glu Ala GIn Arg Trp Ala Thr Ala

110 118 120

ctc acg trt cte cto oga gxa gtg oot ctg toa gxx g8c oag gaa sto
Leu Thr Cys Leu Leu Arg 8ly Val Pro Leu Ser 8ly Aap BIn Olu tie
125 130 135

oo cot gee tty otg ooo ogg aag ooo agg otg oto ats ttg rto sat
Thr Pro Qlu Lau Leu Pro Arg Lys Pro Arg Leu Leu lle Leu Val Asn
140 - 148 150

cco ttt ggg gex cug geo otg goc tge cag ogo tgt etg gmo oso gig
Pra Pha 8ly 8ly Arg Gly Leu Ala Trp &in Arg Oye lat Asp His Val
186 180 185

StE cca ety atc tot gea got gX¥ otg toc tto asc oto ata cag scs
Val Pro Ut 1le Ser @iu Ala Gly Leu Ser Phe Asn Leu Ile QIn Thr
170 175 ] 180 185

gea cga ong aso cat goo ogt gag oty gtg ceg Exg tte sgo otg agt
Glu Arg Gln Asn Hls Ale Arg Glu Leu Val @in Gly Leu Ser Lsu Sar
150 198 200

g tsg mea gge att gto act gtg tot gue gac gyg oty ott tso qag
Qlu Trp Qlu Giy 11e Val Thr Val Ser @ly Asp Gly Leu Leu Tyr Glu
205 210 218

£t oty sat ggg ctoc ott gat ogg cce guo tEx yag gt goc gty cpE
Val Leu Asn Qly Leu Lou Asp Arg Pro Asp Trp @lu Asp Ala Val Arg
220 - 225 230

atg coc att ggt gtc cto coo tgt gga tog ggo eat gog cta got gRE
Mot Pro l[le Gly Val Lau Pro Cys Gly Ser Gly Asn Als Lnu Ala Gly
236 240 246

49

797

41

1087

1086

111
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mﬂ'mutﬂtmﬂlﬂtﬂﬂlﬁtltﬂﬂtmmotl
Ala Val Ser His Hiz Gly @ly Phe Glu @in Val Val 8ly Val Asp Leu
250 256 260 265

. ttg ctc asc ‘tge tog ott ctt cto tgo cgt gyt ggc age cat cot otg
Leu Leu Asn Cys Ser Lou Lau Leu Cys Arg Qly @ly Ser His Pro Lsu
270 275 280

nettlctntatttt_lotﬂtll‘!ﬂtﬂlmtmmtgtttttouttc
Asp Lau Leu Ser Val Thr Lsu Ala Sar Bly Ser Arg Cya Phe Ser Pha
285 290 295

ctg tcm gtg goc tgg gam ttc ttg tca gat gtz emc sttt cso agt geg
Leu Ser Val Ale Trp Gly Phe Leu Ser Asp Val Asp |le His Ser, Glu
300 306 310

Glﬁttell!mthlIOIF-lﬂtGIlttGiﬂlﬂllﬁml.mm
Arg Phe Arg Ala Leu Qly Ser Ala Arg Phe Thr Leu Gly Ala Val Lau
31§ 320 a25

g0 otg gco tog ttg ot moo tao cgt gEa ofo cta teo tao oto aco
@1y Leu Ala Ser Leu His Thr Tyr Arg 8ly Arg Lou Ser Tyr Lou Pro
330 35 340 346

get aco aca gas cca goo tig oco sto cu-uo caa agt otzloct cga
Ala Thr Thr Glu Pro Ala Leu Pro 11e.Pro 8ly His Ser Leu Pro Arg
) 350 355 . . 360

goo sag tca gas cta ﬁottllu.teﬂlmealpemomnnlue
Ala Lys Sar Glu Lau Val Leu Ala Pro Ala Pro Ala Pro Ala Ala Thr
386 370 375

cao tog cot ota oat ogm tot gtg tot guo otg cco otg coo ott qcc
His Ser Pro Leu Hia Arg Ser Val Ser Asp Leu Pro Leu Pro Leu Pro
380 386 3s0

caf cot goa tty gto too cot gEo too oot gag cco otg oot guc oty
@in Pro Ala Leu Val Ser Pro @ly Ser Pro Qlu Pro Leu Pro Asp Lsu

PCT/USO1/09664
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395 400 405

tce cto aat zet gt ggt ccm gag otg act gga gac tgx gge ggm got
Ser Lsu Asn Qly Qly @ly Pro 8lu Leu Thr Qly Asp Trp Gly @ly Ala
410 . 415 40 425

EEE ot goa oot cig too oca gas ooa ctg otg oot toa toa cco amo
Bly Asp Ala Pro Leu Ser Pro Asp Pro Leu Leu Pro Ser Ser Pro Asn
430 435 440

ﬁtm:--u-:ﬂa:uﬂtmmnﬂtetmmmw;m
Ala Leu Lys Thr Ala 8in Leu Ser Pro |le Ala Glu @ly Pro Pro 8lu
445 450 . 485

atg cca goa tot tog gy tto otg oot coo aco cac egt goo oca gas
Wot Pro Ala Ser Ser Gly Phe Leu Pro Pro Thr His Ser Ala Pro Qlu
480 485 470

geo tet aoo tgy ggo ova gtr pac cao oto oto oot coc otg xgo tot
Ala Ser Thr Trp Gly Pro Val Asp Hias Leu Lau Pro Pro Leu Gly Ser
475 480 485

cca ctg coc oas gac tEE gig ace ats gef.KEX P ttt gta oto atg
Pro Leu Pro 6in Asp Trp Val Thr 1le 8iu Qly Qlu Phe Val Leu let

480 490 &0 805 -

ttg ggo sto tig mog agc oao oto tgo goa gao otg stz goa gco ooa
Leu @ly 1ie Leu Thr Ser His Lou Cys Ala Asp Leu Met Ala Ala Pro
510 515 5§20

) cat gou cgo Tttt gat gat gge ptt ptp cao ot tEt tEE gtE CEL ago
His Ala Arg Phe Asp Asp Gly Val Val His Leu Cys Trp Val Arg Ser
' b25 . 530 B35

gic ato tom ogg gct gos ott ota ogo ait ttt otg goo eig gug cat
Gly 1la Sar Arg Ala Ala Leu Lau Arg 1le Phe Leu Ala Nst Glu His
540 646 550

PCT/US0L/09664
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A aac cac tic sge oty ggc tgo occ cat ctg mEo tat got goa gea .2083
Qly Aan His Phe Ser Leu Gly Cys Pro His Leu 8ly Tyr Ala Ala Als
1] 660 b5

st goo ttc cyo ott gas coam cto ecg oot CEt EEO Gty cto aot fta 2141
Arg Als Phe Arg Leu B8lu Pro Leu Thr Pro Arg 8ly Leu Leu Thr Val
570 675 580 585
ntsumtt'lmmtatmenmmlmoultlmuca 2189
Asp Gly Glu Leu Val 8lu Tyr @ly Pro 1le @ln Ala @in Val His Pro

550 585 800
gst cto gco mog otg cto act ggx oot ges gt cas meg cca caa gcc 220

Qly Leu Ala Thr Leu Leu Thr @ly Pro Als Gly din Lys Pro 8In Als
805 610 916

tgaacgagec tassagoaty gogegtiggt gna:.:cm:: cecoatagge taagatatet 22897
catttscagg tegeagtzig gcccgoactc ageentgige QMMSgtypn gagtoxtoct 2357
gaccotoagt toccagagga octagaggst ogagustest gectgoottt ctigatgtoo 2417
satgatggey cotggeatgt sigegotage sapgcttott csgottatig nea'nn;uu am
gtttotiott goctacteog gtgcctotac ttgactgges satcagooot tgaggukcag 2537
sttocoocag gtegtoccon u.t-t-tnaat astgttooto cooctgyucag ttagggeisg 25-97 .
pttttut;h gtotigtgte toootctu.w tagtctaaas agcestigas asggtotstg 2687
caatusaggt tgttgetteo etc'tnun asasssmens & - 2648
Q210> 12 . | *

Q211> 817

Q12> PRT
<213 Mus musculus
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<400> 12
Mat Ala Pro Pro Pro Leu Leu Pra Val Ala Ala Ser Thr Pro lle Leu
1 6 10 16

His @ly Qlu Phe 8ly Ser Tyr Pro Ala Asn Giy Pro Arg Phe Als Leu
20 2 30
Thr Leu Thr Thr Q@ln Ala Leu His 1le filn Arg Leu Arg Pro Lys Pre
35 40 45

@lu Ala Arg Pro Arg Asp Qly Lou Val.8er Lou Asp 8lu Val Ser Gly
50 | 55 : 80

Cys @ly Thr Leu Qin Sar Arg Ser Pro Qlu Asp Thr Ala Ala Tyr Phe
85 70 % . 80

Cys lle Tyr Thr Tyr Pro Arg 8ly Arg Arg @ly Qly Arg Arg Arg Ala

Thr Arg Thr Phe Arg Ala Asp Gly Ala Thr Thr Tyr Glu 8lu Asn Arg
100 105 110

Ala Glu Ala @ln Ar.c Trp Ala Thr Ala Leu Thr Cys Lsu Leu Arg Qly
118 120 126

Val Pro Leu Ser 8ly .Alp @in Qlu ile Thr Pro Qlu Leu Leu Pro Arg
130 135 140

Lys Pro Arg Leu Leu |le Leu Val Asn Pro Phe Qly Qly Arg Gly Leu
145 180 165 . 180

Ala Trp Gin Arg Cys Ust Asp His Val Val Pro Met [le Ser Glu Ala
. 185 170 178

8ly Lou Ber Phe Asn Lau {le Qln Thr 8lu Arg Gin Asn His Als Arg
180 185 190

Blu Lau Va! Gln Bly Leu Ser Leu Ser Blu Trp Glu Bly lle Val Thr

PCT/US01/09664
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185 . 200 206

Val Ser Qly Asp Bly Lou Leu Tyr Qlu Val Leu Asn Qly Leu Leu Asp
210 . 216 220

Arg Pro Asp Trp Qlu Asp Ale Val Arg Met Pro {le Qly Val Leu Pro
225 230 235 . 240

Cys Gly Sor Gly Asn Ala Leu Ala Qiy Ala Val Ser Hia His Qly Gly
245 250 255

Phe Glu Qin Val Val 81y Val Asp Lou Leu Lau Asn Oys Ser Leu Leu
260 . 265 270

Lsu Cys Arg Qly Gly 8sr His Pro Leu Asp Leu Leu Ser Val Thr Lsu
' 215 280 285

Ala Ser Qly Ser Arg Cya Phe Ser Phe Leu Ser Val Ala Trp Qly Phe -

Lou Ser Asp Yal Asp )le His Ser Qlu Arg Phe Arg Ala Leu Gly Ser
305 . 310 - 11] 320

Ala Arg Phe Thr Leu @ly Ala Val Leu Qly Leu Ala Ssr Leu Hls Thr
a25 S 335

Tyr Arg Qly Arg Leu Ser Tyr Leu Pro Ala Thr Thr @lu Pro Ala Leu
340 345 350

Pro [1a Pro Giy His Ser Leu Pro Arg Ala Lys Ser-@iu Leu Val Leu
A58 360 385

Ala Pro Ala Pro Als Pro Ale.Ala Thr Hia 'Ser Pro Leu Hls Arg Ser
s 378 380 )

Val 8er Asp Leu Pro Lau Pro Leu Pro Gin Pro Ala Lsu Val Ser Pro
385 350 395 400

| BCT/US0109664
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@ly Ser Pro 8lu Pro Leu Pro Asp Lau Ser Lau Aan &ly Qly Gly Pro
405 410 415

Giu Leu Thr Gly Asp Trp Gly @ly Ala @ly Aep Ala Pro Leu Sar Pro
420 . 425 430

. Asp Pro Leu Leu Pro Ser Ser Pro Asn Ala Leu Lys Thr Ala @In Leu
435 440 445

Ser Pro lle Ale Qiu Gly Pro Pro @lu let Pro Ala Ser Ser 8ly Phe
450 _ 455 480

Leu Pro Pro Thr His Ser Ala Pro @lu Ala Ser Thr Trp Qly Pro Val
485 410 4715 480

Asp Hie Leu Lou Pro Pro Lau G1y Ser Pro Leu Pro @in Asp Trp Val
485 480 486

Thr 1le Qlu @ly Glu Phe Val Leu Met Lau Qly 114 Leu Thr Ser Hie
600 §05 610

Leu Cys Ale Asp Lou Met Ala Ale Pro Hia Ale Arg Pha Asp Asp Qly
515 520 525

Val Val Hia Lou Oys Trp Val Arg Ser 81y 1le Ser Arg Ala Ala Leu
§30 836 540

Leu Arg 11a Phe Leu Ala Mat Giu His @ly Asn Hla Pha Ser Leu aly
545 550 566 560

Cys Pro His Leu Qly Tyr Als Ala Ala Arg Ala Phe Arg Leu Glu Pro
585 ] 510 575

Leu Thr Pro Arg @ly Leu Lau Thr Val Asp Gly @lu Leu Val @lu Tyr
580 585 ! 590

Qly Pro lle Gin Ala Qin Val His Pro @ly Leu Ala Thr Leu Leu Thr
585 800 805

PCI/US01/09664
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Gly Pro Ala Qly Qin Lys Pro 8in Ala
610 816

Q10> 13

<211> 2380

<212> DNA

<213> Homo eaplena

<220
<221> CDS
222> (7).. (1880)

<300>

<302> Moleoutar oloning end functionsl characterization of a
foval manmal ian sphingosine kinase type 2 [acform

<303> J. Bial. Chem

<304> 275

<305> 26

<308> 19513~19520

<308> AF245447

<400> 13
gccaco atg goc cof coo cca ccg oom cty goet gee ago ace cog ctc
Mat Ala Pro Pro Pro Pro Pro Leu Ala Ala Ser Thr Pro Leu
1 ] 10

oto oat ggo gag ttt ggo too tac cca goo opa g0 oos ogo tit goo
Lau Hia Qly Qlu Pha Qly Ser Tyr Pro Ala Arg Gly Pro Arg Pha Ala
16 20 25 30

etcaccettmtezu:metgmltlcalcl':etscleeecln

Leu Thr Leu Thr Ser 8In Ala Leu Hig !le 8in Arg Leu Arg Pro Lya'

35 : 40 45

cct gaa goa agg coo ogg EEt g5 otg gtc ccg ttg gec gug gtc toa
Pro Glu Ala Arg Pro Arg @ly 8ly Leu Val Pro Leu Ala Qlu Val Ser

144

192
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ggc tgc tgo acc ctg cga sgo oga ago coc toa geo tca gog goo tac
Qly Cys Cys Thr Leu Arg Ser Arg Ser Pra Ser Asp Ser Ala Ala Tyr
a5’ 70 15

tto tgo ato taoc scc tec cot cgy ggo ogg oFEc X go0 cgy ogo aga
Phe Oys [le Tyr Thr Tyr Pro Arg Gly Arg Arg Gly Ala Arg Arg Arg
80 85 920

goc act cgc acc ttc cgg gea gat gEg Koo goo acc tac gas gag asc
Afa Thr Arg Thr Phe Arg Ala Asp Gly Ala Aia Thr Tyr Glu @lu Asn
85 100 106 110

ogt gco gag goo caeg ogo tEE goo aat goo oto seo tgt ctg cto cge
Arg Ala Qlu Ala Gin Arg Trp Ala Thr Ala Leu Thr Oys Leu Leu Arg
115 126 1256

gia ctg cca ctg ccc geg gt EEE sug atc mcc cct guc ctg ota oct
€ly Leu Pro Leu Pro Gly Asp Gly Glu lle Thr Pro Asp Leu Leu Pro
130 135 140

CEE cog cco cgf ttx ctt cta ttg gtc ast ccc tit ggx et cgx gec
Arg Pro Pro Arg Leu Leu Leu Leu Val Asn Pio Phe Gly @ly Arg Qly
145 150 ) 165

ctg gco tgg aag tEg tot sag esc aac gtg ott coc atg atc tot gas

Leu Ala Trp @Qin Trp Cys Lys Asn'His Val Leu Pro Mat |le Ser Glu .

180 16§ 170

got gEE otg toc tte ams ¢ic atc cag aca gek cga cag 480 caAC gct
Ala Qly Leu Ser Pha Asn Leu lie 8in Thr 8lu Arg Gin Aan His Ala
175 ¥ 180 185 180

GlllllmttﬂcﬂlmctllﬂﬂGlﬁl'lmmmltﬂm
Arg Glu Leu Vet 8in Bly Lou Ser Lou Sar @lu Trp Asp Gly !le Val
195 200 205

PCT/US0109664
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l?lltﬂtﬂl'lllllﬂlllﬂtlmﬂtlﬂﬂlmllcmﬂﬂUtl
Thr Val Sar Qly Asp Qly Lau Leu Hla Glu Val Leu Asn Qly Leu Leu
210. 215 220

ntc;ccctilctnmnlletmaalttlectttlmliccte
Asp Arg Pro Asp Trp Glu Qlu Ala Val Lys det Pro Val @ly lle Leu
226 230 235

cco tgc EES tog gEO a0 gog otg goo LA gos gt aso oag oac KRR
Pro Cys Gly Ser Gly Asn Ala Lsu Ala Qly Ala Val Asn Qin His Qly
2_40 245 250

gaa ttt gag oca goo oty xgc otc gao otg ttg cto aso tgo toa otg
Gly Phe Qlu Pro Ala Leu 8ly Leu Asp Leu Leu Leu Asn Cys Ser Leu
2566 280 285 270

tig cta tge cxx gxt gEt mEc cac oca ctg gac etg cto tee gig mog
Leu Lau Cys Arg 8ly Gly Qly His Pro Leu Asp Leu Leu Ser Val Thr
275 280 285

otg goo teg ggo toc oge tyt tto teo tto oty tet gty geo tgg ggo
Leu Ala Ser 8ly Sar Arg Cys Pho Ser Phe Leu Ser Val Ala Trp Gly
290 - 295 300

tto gtg toa gat gty zat wto osg ago gaf ogo tto agg oo tig g&C
Pha Val Sar Asp Val Asp 1le Gin Ser Glu Arg Phe Arg Als Leu Qly
308 310 816 °

agt geo cpe tto aca otk o acg i otE ggo cto goo aca oig oao
Ser Ala Arg Phe Thr Leu Qly Thr Val Leu Gly Leu Ala Thr Leu Hia
320 . 3% 330

200 tao ogo gga ogc ota too tao ata cco goc act gtz gam cot goo
Thr Tyr Arg Gly Arg Leu Ser Tyr Leu Pro Ala Thr Val Qlu Pro Ala
335 340 345 350

tcg oco scc cot goo cat uc.nt; cot cgt goc aag teg gag ctg acc
Ser Pra Thr Pra Ala His Ser Leu Pra Arg Ala Lys Ser @lu Leu Thr

PCT/US0L/09664
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ota eco cca gao oca goo oog oco atg goc omo toa cco oty oat ogt 1182
Lau Thr Pro Asp Pro Ala Pro Pro et Ala His Ssr Pro Lau His Arg
370 375 380

tot gtg tot gao otg oot ott oo otg 000 ocag oot goo otg goo tet 1200
Ser Val Ser Asp Leu Pro Lsu Pro Leu Pro @In Pro Ala Lau Ala Ser
385 390 a8

cct ggo tcg cca gam coc oty cco atc otg tco cto emc zxt ggE gac 1248
Pro Bly Sor Pro Qlu Pro:Leu Pro lle Leu Ser Leu Asn Qly Gly aly
400 406 . 410

coa gag otg got gex §so teg gEt gEd Eot gE gt got oog otg teo 1208
Pro Glu Leu Ala Gly Asp Trp Oly @ly Ala Qly Asp Ala Pro Leu Ser
415 420 4256 430

ccg gac cca otg ctg toct tes oot oct ggo tet cco aag gom get cta 1344
Pro Asp Pro Leu Leu Sar Ser Prd Pro @ly Ser Pro Lys Ala Ala Leu '
436 . 440 446
ca0 tca cco gto tco gas gEE goo ccc gta att ccc coa teo tet ggg 1392
His Ser Pro Val Ser @Qlu Gly.AIn Pro.Val lle Pro Pro Ser Ser Gly
450 455 460

oto coa ott coo aco cot gat goo off gta gEg goc too aco tgo ggo 1440
Leu Pro Leu Pro Thr Pro Asp Ala Arg Val Gly Als Ser Thr Cys 8ly
445 410 475

cog coc gac gac ctg otg cot ee'g otg gga sac cocg oty ccc cca guc 1488
Pro Pro Asp His Leu Lau Pro Pro Lou @ly Thr Pro Leu Pro Pro Asp
480 485 480

tgg gtg scg otg gag EEE Kwo ttt gtg cto sty ttg gco atc tog cco 1638
Trp Val Thr Leu Glu @iy Asp Phe Val Leu lMet Leu Ala 1le Ser Pro
495 500 506 . 510
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ago cao ota ggo got gac otg Etg goa gct cog oat gog ogc tio gme
Ser His Leu Gly Ala Asp Lsu Val Ala Ala Pro His Ala Arg Phe Asp

814. 620 828 .

gac gge oty gty cap otg tyo teg gty cxt mgc ggo atc tog cgy got
Asp Qly Leu Val His Lou Cya Trp Val Arg Ser @ly (le Ser Arg.Ale
) 630 53s 540

Eog ot ctg cge ott tto ttg goo sty rex ogt ggt age cso tic age
Ala Leu Leu Arg Leu Phe Leu Ala Mat @{u Arg 8ly Ser His Phe Ser
545 560 . 655

ctg ggo tgt cog cag otg gge tac goo gcg gob oEt goo tto ogo cts
Lau @ly Cys Pro GIn Leu Gly Tyr Ala Ala Ala Arg Ala Phe Arg Leu
560 | 565 570

lllﬂﬂl"t"mcnmllﬂltietﬁlﬂlltlnﬂllllli-c‘lltl
Qlu Pra Leu Thr Pro Arg Gly Val Leu Thr Val Aep Qly @lu @in Val
576 580 585 580

gag tat gEx cog ota cag gos cag stg cao oct gge ato gt aca oig

Glu Tyr Qly Pro Lau @in Ala Qln Met His Pro Gly 1le 8ly Thr Leu -

595 600 806

oto act ggx oot oct gXO tgo OOF XK CEE §Ag 000 tgmasctasa
Leu Thr Qly Pro Pro Gly Cys Pro @1y Arg Glu Pro
" 810 816

PCT/USGLN09664
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oaagctiggt acccgocEgy REcEgEgoct acattccast gggzoggage ttgagotagg 1930

gagtgtggce ti:utmtnl agttgtegts goagggzoce tggooecgto tcaggutigo 1980

gotcgotito stgggacceg acgtgstgot gEasggtEgg cgtcgtcacg gttasagaga 2050

sxtgegoteg tecc.nmt agtgectgut caatgagggo ggggcctge gtotgatotg 2110

gEgcogecct tacggggoag gpctcagtco tgaogottgo cacotgotoo taccoggcca 2170
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soatgactya gREcggagtc tattttacge giogoccrat gucaggacct ggaatgtact 2230
SEUtgzeyts EEootoagty agtopgacgy tosggsncag oagoctogne costocecto 2280
cggtgeotee ltttuo:tu acsatoagoo cAEgAREZEC aggttocoog gEgocEmcze 2360
taggatttgo actaatgtte 'cteteoue:u 2380
210> 14
Q11> 618

<212 PRT
<213> Homo sepiens

<400> 14 .
Met Ala Pro Pro Pra Pro Pro Leu Ale Ala Ser Thr Pro Ley Leu His
1 8 10 15

Qly @lu Phe Aly Ser Tyr Pro Ala Arg @ly Pro Arg Phe Ala Leu Thr
20 -] . 30

Leu Thr Ser @in Ala Leu Hia |ls @in Arg Lesu Arg Pro Lys Pro 8lu
35 40 © 45

Ala Arg Pro Arg Gly Gly Leu Val Pro Leu Alm Glu Val Ser Gly Cys
50 - 855 . 60

Cys Thr Leu Arg Ser Arg Ser Pro Ser Asp Ser Ala Ala Tyr Phe Cys
o 70 75 _ 80

11e Tyr Thr Tyr E-'ro Arg Qly Arg Arg Gly Ala Arg Arg ﬂrl Ala Thr
85 : 80 ]

Arg Thr Phe Arg Ala Asp Gly Ala Ala Thr Tyr Glu &lu Asn Arg Ala
. 100 105 110

Qlu Alm &in Arg Trp Ala Thr Ala Leu Thr Cys Leu Leu Arg @iy Leu
116 . 120 . 125

A2,
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Pro Leu Pro Gly Asp Gly Qlu (le Thr Pro Asp Leu Leu Pro Arg Pro
130 135 140

Pro Arg Lou Lau Leu Leu Val Asn Pro Pha Gly Gly Arg Gly Leu Ala
145 150 155 160

Trp Gin Trp Cyp Lys Asn His Val Leu Pro Mot 1le Ser Glu Ala Gly
186 170 176

Leu Ser Phe Asn Leu lle @in Thr Glu Arg @in Asn His Ala Arg Qlu
180 185 190

Lau Val GIn Qly Leu Ser Lau Ser Glu Trp Asp iy 1le Val Thr Val
185 200 205

Ser Gly Asp Qly Leu Lou His Glu Val Leu Asn Gly Leu Leu Alp_ Arg
210 215 220

Pro Asp Trp @lu Qlu Ala Val Lys Mst Pro Val @ly 11a Leu Pro Cys

226 230 . 35 240

aly Ser Gly Asn Ala Leu Ala Gly Ala Val Asn Gin His @ly @iy Phe
245 250 . 265

Glu Pro Ala Leu Qly Leu Asp Leu Lau Leu Asn Cya Ser Leu Leu Leu
260 265 270

Cya gri @ly Gly Gly Hia Pro Leu Asp Leu Lau Ser Val Thr Leu Ala
' 275 280 285

Ser @ly Ser Arg Cys Phe Ser Phe Leu Ser Va! Ala Trp Qly Phe Val
280 205 30 -

Ser Asp Val Asp lle Gln Ser Glu Arg Pha Arg Ala Leu Gly Ser Als
305 310 N5 320

Arg Pha Thr Leu 8ly Thr Val Leu @iy Leu Ala Thr Leu His Thr Tyr

PCT/US01/096564
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325 330 336

Arg Qly Arg Leu Sar Tyr Lsu Pro Ala Thr Val @lu Pro Ala Ser Pro
40 . S 360

Thr Pra Ala His Ser Leu Pro Arg Ala Lys Ser @lu Lev Thr Leu Thr
™ 300 366

Pro Asp Pro Ala Pro Pro Met Ala His Ser Pro Leu His Arg Ser Val
370 a5 380

Ser Asp Leu Pro Leu Pro Leu Pro Gin Pro Ala Leu Ala Ser Pro @ly,

385 390 395 400

Ser Pro Qlu Pro Leu Pro |1a Leu Sar Leu Aan Qly 8ly Qly Pro Qlu
) 408 410 416

Leu Ala 8ly Asp Trp @ly Gly Ala Gly Asp Ais Pro Leu Ser Pro Asp
420 425 430

Pro Leu Leu Ser Ser Pro Pro &ly Ser Pro Lys Ala Ala Leu His Ser
435 440 445

Pro Val Ser 8lu Qly Ala Pro Val lle Pro Pro Ser Ser @ly Leu Pro
450 455 480

Lau Pra Thr Pro Asp Ala Arg Val @ly Ale Sar Thr Cys 8ly Pro F;ro

485 470 . 478 420"

Asp His Leu Leu Pro Pro Leu Gly Thr Pro Leu Pro Pro Asp Trp Val
435 490 495

Thr Lsu G.Iu @ly Asp Phe Val Lsu Met Leu Ala |le Ser Pra Ser His
5§00 BOS 610

Leu Qly Ala Asp Leu Val Ala Ala Pro His Ala Arg Phe Asp Asp Gly
§15 520 525

PCT/USOLNO9664
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Leu Val His Leu Cys Trp Val Arg Ser Gly llo Ser Arg Ala Aim Lou
530 635 540

Leu Arg Lau Pha Lau Ala st @lu Arg Bly Ser Hia Phe Ser Leu aly
645 ", &S0 555 560

Cys Pro Gin Lsu 8ly Tyr, Ala Ala Ala Arg Ala Phe Arg Leu @lu Pre
: 586 570 578

Leu Thr Pro Arg Qly Val Leu Thr Val Asp Qly Glu @in Val Glu Tyr
580 585 590

@1y Pro Lau Bin Ala Gin Mat His Pro Bly lles Qly Thr Lay Lau Thr
506 800 aas

Gly Pro Pr.o 8ly Cys Pro Gly Arg 8lu Pro
a10 615

<210> 16
<211> 388
Q12 PRT
<213> Wus musculus

<3005

<302 Woleoular oloning and functlonal charscter(zation of
marine sphingosine kinase

¢302> J. Biol. Chen

Q04> 273

06> 37

306> 23722~23728

308> AACE1698

<400> 18 .
Met Trp Trp Cys Oys Val Leu Phe Val Val @lu Cys Pro Arg Qly Leu
1 5 10 15

Leu Pro Arg Pro Cys Arg Val lsu Val! Leu Lsu Asn Pro 8in Qly 8ly

2
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ISOFORMAS DE ESFING SINA CINASA TIPO 2 DE MAMIFERO, CLONACION,
EXPRESION Y METODOS DE USO DE LAS MISMAS

INTERREFERENCIA CON SOLICITUD RELACIONADA

La presente solicitud reclama el beneficio de la solicitud provisional No.
de serie 60/194,318, presentada el 3 de abril de 2000, en donde se reclama prioridad
bajo 35 USC 119(e).

@ 10 DERECHOS GUBERNAMENTALES

Esta invencion se hizo con el apoyo del gobierno de ios Estados Unidos
bajo la concesién GM 43880 del “National Institutes of Health" y una beca
posdoctoral BC961968 del “United States Army Medical Research and Material

15 Command, Prostate Cancer Research Program (VEN)". El gobiemo de los Estados

Unidos tiene ciertos derechos en esta invencidn.
@ CAMPO DE LA INVENCION

20 La presente invencién se refiere a isoformas de esfingosina cinasa tipo
2 de mamifero (por ejemplo ratén y humanc), la clonacién molecular de dichas
isoformas y métodos de uso de dichas isoformas. La esfingosina cinasa tipo 2 tiene

distintas caracteristicas cuando se compara con esfingosina cinasa tipo 1.

25 ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La esfingosina-1-fosfato (SPP) es un metabolito esfingolipide bioactivo

que regula diversos procesos bioldgicos actuando tanto dentro de las células como
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un mensajero secundario para regular la proliferacion y supervivencia, como fuera de
las células como un ligando para los receptores acoplados a proteina G de la
subfamilia de EDG-1 (Spiegel, S., J. Leukoc. Biol., 65, (1999), 341-344; Goetzl, E.J.,
An, S. EASEB J, 12, (1998), 1589-1598). De esta manera, la SPP desempefia
funciones importantes como un mensajero secundario para regular el crecimiento y
supervivencia celular (Olivera, A., Spiegel, S., Nature, 365, (1993), §57-560; Cuvillier,
0., Pirianov, G., Kleuser, B., Vanek, P. G., Coso, O. A., Gutkind, S., y Spiegel, S.,
Nature, 381, (1996), 800-803).

Muchos estimulos externos, particularmente factores de crecimiento y
supervivencia, activan esfingosina cinasa ("SPHK"), la enzima que forma SPP a partir
de esfingosina. La lista, en rdpido crecimiento, incluye factor de cracimiento derivado
de plaqueta ("PDGF") (Ol.ivera. A., Spiegel, S., Nature, 365, (1993), 557-560; Pyne,
S., Chapman, J. Steele, L., y Pyne, N.J., Eur. J. Biochem., 237, (1996), 819-826;
Coroneos, E., Martinez, M., McKenna, S. y Kester, M., J. Biol. Chem., 270, (1995),
23305-23309), factor de crecimiento de nervio ("NGF") (Edsall, L. C., Pirianov, G. G.,
y Spiegel, S., J. Neurosci., 17, (1997), 8952-6960; Rius, R.A., Edsall, L.C. y Spiegel,
S., FEBS Lett., 417, (1997), 173-176), vitamina D3 (Kleuser, B., Cuvillier, O. y
Spiegel, S., Cancer Res., 58, (1998) 1817-1824), agonistas muscarinicos de
acetiicolina (Meyer zu Heringdorf, D., Lass, H., Alemany, R., Laser, K.T., Neumann,
€. Zhang, C., Schmidt, M., Rauen, U., Jakobs, K.H. y van Koppen, C.J., EMBO J., 17,
(1998), 2830-2837), TNF-a (Xia, P., Gamble, J.R., Rye, K.A., Wang, L., Hii, C.S.T.,
Cockerill, P., Khew-Goodall, Y., Bert, A.G., Barter, P.J. y Vadas, M.A., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 95, (1998), 14196-14201), vy el entrecruzamiento de los receptores
de inmunoglobulina FceR1 {Choi, O. H., Kim, J.-H. y Kinet, J.-P., Nature, 380, (1996),
634-636) y FcgR1 (Melendez, A., Floto, R. A., Gillooly, D. J., Hamett, M. M. y Alien,
J.M., J. Biol. Chem., 273 (1998), 8393-9402).

El SPP intracelular, a su vez, moviliza calcio de depoésitos internos

independientemente de InsP3 (Meyer zu Heringdorf, D., Lass, H., Alemany, R,



10

15

20

25

Laser, K.T., Neumann, E. Zhang, C., Schmidt, M., Rauen, U., Jakobs, K.H. y van
Koppen, C.J., EMBO J., 17, (1998), 2830-2837; Mattie, M., Brooker, G. y Splegel, S.,
Biol. Chem., 268, (1984), 3181-3188), y también evoca diversas rutas de
seflalizacion que conducen a proliferacion (Rani, C.S., Berger, A., Wu, J., Sturgill, T.
W., Beitner-Johnson, D., LeRoith, D., Varticovski, L. y Spiegel, S., J. Biol. Chem.,
272, (1997), 10777-10783; Van Brocklyn, J. R, Lee, M. J., Menzeleev, R, Olivera, A.,
Edsall, L., Cuvillier, O., Thomas, D. M., Coopman, P. J. P., Thangada, S., Hia, T. y
Spiegsal, S., J. Cell Biol., 142, (1998), 229-240) y supresién de apoptosis {Cuvillier,
0., Piranov, G., Kleuser, B., Vanek, P. G., Coso, O. A., Gutkind, S. y Spiegel, S.,
Nature, 381, (1996), 800-803; Edsall, L. C., Pirianov, G. G. y Spiegel, S, J. Neurosci.,
17, (1997), 6952-6960; Van Brocklyn, J.R., Lee, M. J., Menzeleev, R., Olivera, A.,
Edsall, L., Cuvillier, O., Thomas, D. M., Coopman, P. J. P., Thangada, S., Hla, T. y
Spiegel S., J, Cell Biol., 142, (1998}, 229-240).

Ademads, los inhibidores competitivos de asfingosina cinasa bloquean la
formacion de SPP e inhiben selectivamente la movilizacién de calcio, la proliferacion
celular y la supervivencia inducida por estos varios estimulos (Spiegel, 8., J. Leukoc.
Biol., 65, (1999), 341-344). As|, se ha sugerido que el balance dindmico entre los
niveles de metabolitos esfingolipidos, ceramida y SPP, y la regulacién consscuente
de rutas de sefializacldn opuestas, es un factor importante que determina el destino
de las células (Cuviliier, O., Rosenthal, D. S., Smulson, M. E. y Spiegel, S., J. Biol.
Chem., 273, (1998), 2810-2916). Por ejemplo, estimulos de tensién aumentan los
niveles de ceramida conduciendo a apoptosis, mientras que factores de
supervivencia estimulan SPHK conduciendo a incrementos del nivel de SPP, io que
suprime la apoptosis (Cuvillier, O., Rosenthal, D. S., Smulson, M. E. y Spiegel, S., J.
Biol. Chem., 273, (1998), 2910-2916).

Ademas, la ruta de SPHK, a través de la generacién de SPP, esti
involucrada criticamente en la mediacién de activaclén de células endoteliales

inducida por TNF-a (Xia, P., Gamble, J.R., Rye, K.A., Wang, L., Hii, C.S.T., Cockerill,
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P., Khew-Goodall, Y., Bert, A.G., Barter, P.J. y Vadas, M.A., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 95, (1998), 14198-14201), y la capacidad de lipoprotelnas de alta densidad
(HDL) para inhibir la expresidon de molécula de adhesion inducida por citocina se ha
correlacionado con su capacidad para restablecer este redstato de esfingolipido (Xia,
P., Gamble, J.R., Rye, KA., Wang, L., Hii, C.S.T., Cockerill, P., Khew-Goodall, Y.,
Bert, A.G., Barter, P.J. y Vadas, M.A., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 85, (1998), 14196-
14201). Esto tiene implicaciones importantes para la funcién protectora de HDL
contra el desamolio de aterosclerosis y enfermedad coronaria asociada. Datos
recientes también han relacionado el redstato de esfingollpido con respuestas
alérgicas (Prieschl, E., E., Csonga, R., Novotny, V., Kikuchi, G. E. y Baumruker, T., J.
Exp. Med., 190, (1999), 1-8).

El interés en SPP se ha acelerado recientemente con el descubrimiento
de que es un ligando del receptor EDG-1 de superficie celular acoplado con protelna
G (Van Brockiyn, J. R., Lee, M. J., Menzeleev, R., Olivera, A., Edsall, L., Cuvillier, O.,
Thomas, D. M., Coopman, P, J. P., Thangada, S, Hia, T., y Splegel, S., J. Cell Biol.,
142, (1998), 229-240; Lee, M. J., Van Bracklyn, J. R., Thangada, S., Liu, C. H., Hand,
A. R., Menzeleev, R., Spiegel, S. y Hia, T., Science, 279, (1998), 1552-1555). Esto
condujo rapidamente a la identificacién de varios otros receptores relacionados,
denominados EDG-3, -5, -8, y -8, que también son receptores de SPP especificos
(Goetzl, E. J. y An, S., FASEB J., 12, (1998), 1588-1598; Spiegel, S. y Milstein, S.,
Biochem.Biophys. Acta., 1484(2-3):107-116, (2000)).

El esfinganina-1-fosfato, que es estructuralmente similar a SPP y
carece solo del doble eniace trans en la posicién 4, pero no el 4cido lisofosfatidico ni
asfingosilfosforilcolina, también se une a estos receptores (Van Brocklyn, J. R., Tu,
Z., Edsall, L. C., Schmidt, R. R. y Spiegel, S., J. Biol. Chem., 274, (1899) 4626-4632),
demostrando que EDG-1 pertenece a una familia de receptores acoplados a proteina
G que unen SPP con alta afinidad y especificidad (Goetzl, E. J. y An, S., FASEB J,,
12, (1998), 1589-1598; Spiegel, S. y Milstien, S., Biochem. Biophys. Acta., 1484(2-
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3):107-116, (2000)).

La familia EDG-1 de receptores es expresada diferencialments,
principaimente en los sistemas cardiovascular y nervioso, y estd acoplada a una
variedad de proteinas G y por lo tanto pueden regular diversas rutas de transduccidn
que culminan en respuestas pleiotrépicas dependiendo del tipo de célula y la
expresion relativa de receptores EDG. Aunque las funciones biolégicas de la familia
EDG-1 de GPCRs no se entienden completamente, estudios recientes sugieren que
la unién de SPP a EDG-1 estimula la migracidén y quimiotaxis (Wang, F., Van
Brockiyn, J. R., Hobson, J. P., Movafagh, S., Zukowska-Grojec, Z., Milstien, S., y
Splegel, S. J. Biol. Chem., 274, (1999), 35343-35350; English, D., Kovala, A. T.,
Welch, Z., Harvey, K. A., Siddiqui, R. A., Brindley, D. N. y Garcia, J. G., J.
Hematother. Stem Cell Res., 8, (1999), 627-634), y como consecuencia, puede
regular angiogénesis (Wang, F., Van Brocklyn, J. R., Hobson, J. P., Movafagh, S.,
Zukowska-Grojec, Z., Milstien, S. y Spiegel, S. J. Biol. Chem., 274, (1999), 35343-
35350; Lee, O. H., Kim, Y. M., Lee, Y. M., Moon, E. J., Lee, D. J., Kim, J. H., Kim, K.
W. y Kwon, Y. G., Biochem. Biophys. Res. Commun., 284, (1999) 743-750; Lee, M.
J.. Thangada, 8., Claffey, K. P., Ancsllini, N., Liu, C. H., Kluk, M., Volpi, Sha'afi, R. . y
Hia, T., Cell, 98, (1999), 301-312). EDG-5 puede tener una funcién en
reorganizacién citoesquelética durante retraccion de neurita, que es importante para
diferenciacién y desarrollo neuronal (Van Brockiyn, J. R., Tu, Z,, Edsall, L. C.,
Schmidt, R. R. y Spiegel, S., J. Bigl. Chem., 274, (1999), 4626-4632; MacLennan, A.
J., Marks, L., Gaskin, A. A. y Lee, N., Neuroscience, 78, (1997), 217-224).

La evaluacién critica de la funcién de SPP requiere clonacion de las
enzimas que regulan su metabolismo. Recientemente se ha purificado SPHK de
rifion de rata hasta homogeneidad aparente (Olivera, A., Kohama, T., Tu, Z., Milstien,
S. y Spiegel, S., J. Biol. Chem., 273, (1998), 12576-12583) y subsecuentemente se
cloné el primer SPHK de mamifero, designado como mSPHK1 (Kohama, T., Olivera,

A., Edsall, L., Nagiec, M. M., Dickson, R. y Spiegel, S., J. Biol. Chem., 273, (1998),
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23722-23728). Independientementa, tamblén se mostrd que dos genes,
denominados LCB4 y LCB5, codifican para SPHKs en Saccharomyces cersvisiae
(Nagiec, M. M., Skrzypek, M., Nagiec, E. E., Lester, R. L. y Dickson, R. C., J. Biol.
Chem., 273, (1998) 19437-19442). Ademas, bases de datos identifican homdlogos
de mSPHK1 en numerosos organismos ampliamente distintos, incluyendo gusanos,
plantas y mamiferos, demostrando que la enzima es codificada por un miembro de
una familia de gen altamente conservado (Kohama, T., Olivera, A., Edsall, L., Nagisc,
M. M., Dickson, R. y Spiegel, S., J. Biol. Chem., 273, (1998), 23722-23728). La
comparacion de las secuencias de aminoacidos predichas de los SPHK1s conocidos
revel6 cinco bloques de aminoacidos altamente conservados (Kohama, T., Olivera,
A., Edsall, L., Nagiec, M. M., Dickson, R. y Spiegel, S., J. Biol. Chem., 273, (1998),
23722-23728). Sin embargo, varias lineas de evidencia indican que puede haber
multiples Isoformas de SPHK de mamifero.

El hallazgo de que la actividad de SPHK en plaquetas podria ser
fraccionada cromatograficamente en varias formas con diferentes respuestas a
detergentes e Inhibicién por inhibidores de SPHK conocidos, indica la presencia de
formas de enzima mdltiples en plaquetas humanas (Banno, Y., Kato, M., Hara, A. y
Nozawa, Y., Biochem. J., 335, (1998), 301-304). Més aun, bisquedas de homologla
contra una base de datos no redundante comprensiva revelé que varias de las
marcas de secuencia exprasadas (dbEST) en NCBI tenflan homologla significativa
con dominios conservados de mSPHK1 (Kohama, T., Olivera, A., Edsall, L., Nagiec,
M. M., Dickson, R. y Spiegel, S., J. Biol. Chem., 273, (1998), 23722-23728); no
obstante tenfan diferencias sustanciales de secuencia.

La patente de E.U.A. No. 5,374,616 se refiere a composiciones que
contienen esfingosiifosforilcolina para promover proliferacion celular de células de
mamifero.

WO 99/61581 describe fragmentos de ADN que codifican esfingosina
SPHK1a (381 aminoécidos) y SPHK1b (388 aminoacidos) de murino.
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BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

Un objeto de la presente invenciébn es proveer ADNs aislados y
purificados que codifican isoformas de esfingosina cinasa tipo 2 de mamifero (por
ejemplo un ratdn o humano), y péptidos codificados de los mismos.

Un objeto mas de la presente invencién es proveer construccicnes de
ADN recombinante que comprenden un vector y los ADNs arriba descritos, y células
hospederas transformadas con dichas construcciones de ADN recombinante.

Otro objeto de la presente invencidbn es proveer un método para
producir péptidos de isoforma de esfingosina tipo 2 de ratén y de humano cultivando
dichas células hospederas.

Un objeto adicional de |la presente invencién es proveer un método para
detectar un agente o un farmaco que inhibe o promueve la actividad de esfingosina
cinasa.

Otro objeto de la presente invencién es proveer un método para regular
un proceso bioldgico; para tratar o aliviar una enfermedad que resulta de proliferacion
celular aumentada o disminuida o0 muerte celular aumentada o disminuida; y para
tratar o aliviar una enfermedad que resulta de migracién o motilidad anormal de
células, tales como céancer, restenosis o neuropatia diabética.

La presente invencién también estd dirigida a un ADN aislado y
purificado que codifica un péptido de isoforma de esfingosina cinasa tipo 2, el ADN
comprendiendo una secuencia seleccionada del grupo que consiste de la secuencia
del acceso de Genbank No. bankit325787, y la secuencia de acceso de Genbank No.
bankit325752.

La presente invencidn también se refiere a métodos para detectar un
agente o un farmaco que inhibe o promueve la actividad de esfingosina cinasa tipo 2,

que comprende:
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(a) proveer una construccién de ADN recombinante como la que se
mencioné arriba en una célula, de modo que sea producida en la célula isoforma de
esfingosina cinasa tipo 2;

(b) agregar por lo menos un famrmaco o agente a la célula, y

(c) detectar si ol farmaco o agente inhibe 0 promueve la actividad de
esfingosina cinasa tipo 2, ¢ no lo hace, midiendo la fosforilacion de lipidos
dependiente de esfingosina cinasa en las células, y comparando la medicién
resultante con un control que no recibe el farmaco o el agente, en donde una
reducciébn en la cantidad de fosforilacion de lipidos dependiente de esfingosina
cinasa en comparacion con el control, indica un fdrmaco o agente inhibidor; o un
aumento en la cantidad da fosforilacién de lipidos dependiente de esfingosina cinasa
en la célula en comparacién con el control, indica un farmaco o agente estimulador.

Como se describe arriba, la presente invencién también se refiere a
métodos de regulacién de un proceso bioldgico (tales como mitogénesis, apoptosis,
desarrollo neuronal, quimiotaxis, angiogénesis y respuestas inflamatorias) en un
mamifero, que comprende administrar a un mamifero (por ejemplo un humano) en
necesidad de lo mismo, una cantidad farmacéuticamente efectiva de un peéptido
como el que se describid arriba.

También, como se describié arriba, la presents invencién esté dirigida a
métodos para el tratamiento o alivio de una enfermedad que resulta de muerte
celular incrementada o proliferacion celular disminuida, que comprende Ila
administracién a un mamifero (tal como un humano) en necesidad del mismo, de una
cantidad farmacéuticamente efectiva de un péptido como el que se describié arriba.

Ademas, como se describid amiba, la presente invencién se refiere a
métodos para el tratamiento o manejo de una enfermedad que resulta de muerte
celular disminuida o proliferacion celular incrementada, que comprende administrar a
un mamifero (por ejemplo un humano) en necesidad del mismo, una cantidad

farmacéuticamente efectiva de un anticuerpo para un péptido como el que se
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describid arriba.

Adicionalmente, como se describié arriba, la presente invencién se
refiere a métodos para tratamiento o alivio de una enfermedad que resulta de la
migracion o motilidad anormal de células, seleccionada del grupo que consiste de
céncer, restenosis y neuropatia diabética; el método comprendiendo administrar a un
mamifero (por ejemplo un humano) en necesidad de lo mismo, una cantidad
farmacéuticamente efectiva de un anticuerpo para un péptido como el que se
describit arriba.

La presente invencién se refiere ademés a composiciones para (a)
ragular respuestas biolégicas, (b) tratar o aliviar enfermedades que resultan de
muerte celular incrementada o proliferacién celular disminuida, (c) tratar o aliviar
enfermedades que resultan de muerte celular disminuida o proliferacién celular
incrementada, o (d) tratar o aliviar enfermedades que resultan de migraclén o
motilidad anormal de células (tales como céncer, restenosis y neuropatia diabética),
que comprenden:; (i) una cantidad farmacéuticamente efectiva de un péptido como el
que se describié amiba, 0 un anticuerpo para dicho péptido como el que sa describid
arriba, y (i) un vehliculo farmacéuticamente aceptable.

La presente invencién también incluye un método para seleccionar
agentes o fArmacos que reducen o eliminan la actividad de esfingosina cinasa tipo 2,
comprendiendo el método detectar una reduccidbn de actividad de la enzima
esfingosina cinasa tipo 2 en presencia del agente o farmaco.

Ademas, la presents invencidn esté dirigida a un método para detectar
la presencia de isofoma de esfingosina cinasa tipo 2 en una muestra, que
comprende:

(iy poner en contacto una muestra con anticuerpos que reconocen
esfingosina cinasa tipo 2;

(ii) detectar la presencia o ausencia de un complejo formado entre

esfingosina cinasa tipo 2 y anticuerpos especificos para la misma.
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La presente invencién también se refiere a un método para detectar
esfingosina cinasa tipo 2 en una muestra, que comprende someter la muestra a una
reaccion en cadena de polimerasa y detectar la presencia de esfingosina cinasa tipo
2

Adicionalments, la presente invencién esta dirigida a un equipo
diagnéstico para detactar ARN/ADNc de esfingosina cinasa tipo 2 en una muestra,
que comprende iniciadores u oligonucledtidos especificos para ARN o ADNc de
esfingosina cinasa tipo 2, adecuados para hibridacion con ARN o ADNc de
esfingosina cinaga tipo 2 y/o amplificacién de secuencias de esfingosina cinasa tipo
2; y reactivos auxiliares adecuados.

La esfingosina cinasa cataliza la fosforilacién de esfingosina para
producir SPP. Basada en la homologia de secuencias con esfingosina cinasa 1
murina y humana (SPHK1), que fue recientemente clonada (Kohama, y otros, J. Biol.
Chem,, 273, 23722-23728, (1998)), la prasente invencidn esta dirigida a la clonacién,
caracterizaciéon funcional y distribucién en tejido de un segundo tipo de esfingosina
cinasa de ratén y humana (mSPHK2 y hEPHK2).

Las mSPHK2 y hSPHK2 de la presente invencién codifican protelnas de
617 y 618 aminoé&cidos, respectivaments, ambas mucho més grandes que SPHK1, y
ambas contienen los dominios conservados previamente encontrados en SPHK1,
pero sus secuencias difieren considerablemente en los centros y en los extremos
amino. El andlisis de Northem blot de mililtiples tejidos de humano y murino
revelaron que la expresion de ARNm de SPHK2 era notablemente diferente de la de
SPHK1, y fue mas alta en cerebro, corazén, rifién, testicuios e higado. Mientras que
la expresion de SPHK1 es méas grande en el dia 7 de ratdn embriogénico, la
expresién de SPHK2 es detectable solamente el dia 11 embriogénico y aumenta
después.

Células de rifibn embriogénico humano 293 transfectadas

transitoriamente con vectores de axpresién de mSPHK2 o hSPHK1, tenfan marcados
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aumentos en actividad SPHK, resultando en niveles elevados de SPP.
Notablemente, SPHK2 tenla espscificidad de substra.to un poco diferente a SPHK1.
D-eritro-esfinganina (dihldroesfingosina, DHS) fue un substrato alin mejor que D-
eritro-esfingosina para SPHK2, mientras que DHS fue un potents inhibidor para
SPHK1.

SPHK2 también cataliza la fosforilaclén de fitoesfingosina y D,L-treo-
dihidroesfingosina, aunque a un menor grado. DMS, un inhibidor competitivo de
SPHK1, fue sorprendentemente un inhibidor no competitivo de SPHK2. Aunque la
concentracion i6nica creclente inhlbid SPHK1, KCl y NaCl estimularon notablemente
la actividad de SPHK2. Ademds, Triton X-100 y BSA inhibleron SPHK2, a diferencia
de sus efectos sobre SPHK1, mientras que la fosfatidilserina estimuld ambos tipos.
Estos datos indican que SPHK2 es un miembro novedoso de esta clase creciente de
cinasas de lipido, que es importante en la regulacién de diversos procesos bioldgicos
que Inclu.yen mitogénesis, apoptosis, desarrollo neuronal, quimiotaxis, angiogénesis y

respuestas inflamatorias.
BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Con la finalidad de ilustrar la invencién, en los dibujos se muestran
caracteristicas, aspectos y ventajas. Sin embargo, se entiende que la presente
invencién no ests limitada a lo que se representa en los dibujos.

La figum 1A muestra secuencias predichas de aminoécldos de

. esfingosina cinasa tipo 2 de murino y humano, basadas en alineacién non-ClustalW

de la secuencias predichas de amino4cidos de "mSPHK2" y esfingosina cinasa 2
humana ("hSPHK2"). Sustituciones de aminoécidos idénticas y conservadas estan
marcadas en oscuro y gris ligero, respectivamente. Los guiones representan
espacios en las secuencias y los nimeros a la derecha se refieren a la secuencia de

amino#cidos de mSPHK2. Los dominios conservados (C1 a C5) estan indicados por

pLx
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lineas.

La figum 1B es una representaclén esquemética de reglones
conservadas de SPHK1 y SPHK2. La secuencia primaria de mSPHK2 se compara
con la de mSPHK1a.

Las figuras 2A, 2B y 2C son Northem blots que muestran la expresién
especlifica de tejido de esfingosina cinasa tipo 1 y tipo 2.

En la figura 2A, se marcaron en sus extremos sondas de mSPHK2
(panel superior) y mSPHK1a (panel medio), y se hibridaron con blots de ARN
poli(A)+ de los tejidos de ratdn indicados, como se describe mas abajo. Carviles: 1,
corazdn; 2, cerebro; 3, bazo; 4, pulmén; 5, higado; 8, misculo esquelético; 7, rifion;
8, testiculos. Se usd una sonda de B-actina (panel inferior) como un control de
carga.

La figura 2B muestra la expresidn especifica de tejido de hSPHk2.
Cariles, 1, cerebro; 2, corazén; 3, misculo esquelético; 4, colon; 5, timo; 6, bazo; 7,
rifén; 8, higado; 9, intestino delgado; 10, placenta; 1:I. pulmon; 12, leucocito.

La figura 2C se muestra la expresion de mSPHK1a y mSPHK2 durante
desarrolio embriogénico de ratén. Blots de ARN Poli(A)+ de los dlas 7, 11, 15y 17
de embriones de ratén, se sondearon como en la figura 2A.

Las figuras 3A y 3B son gréificas que muestran la actividad enzimética
de SPHK2 recombinante.

En la figura 3A, células HEK293 se transfectaron transitoriamente con
un vector vacio o con vectores de expresién de mSPHK2 o hSPHK2. Después de 24
horas, se midié la actividad de SPHK en citosol (barras en blanco) y fracciones
particuladas/barras en oscuro). Los datos son medias +DE, Qélulas parentales y
transfectadas con vector tenian actividades basales de SPHK de 28 y 37
pmol/min/mg, respectivamente.

La figura 3B muestra los cambios en niveles de masa de SPP después

de transfeccion con SPHK2. Se midieron los niveles de masa de SPP en células

v
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HEK293 transfectadas con un vactor vacio (barras en blanco) o con mSPHK2 (barras
en oscuro) o con hSPHK2 (barras con lineas), como se describe aqui mas adelante.
Los datos se expresan como pmol/nmol de fosfolipido.

Las figuras 4A a 4D son gréficas que muestran la especificidad de
substrato de mSPHK2.

La figura 4A es una grafica que muestra fosforilacion dependiente de
SPHK de varios analogos de esfingosina u otros lipidos (50 mM), que se midié en
citosol de células HEK293 transfectadss con mSPHK2. Camiles: 1, D-eritro-
esfingosina (“D-entro-Sph®); 2, D-eritro-dihidroasfingosina ("D-eritro-DHS"); 3, D,L-
treo-DHS; 4, N,N-dimetilesfingosina (“DMS"); 5, C2-ceramida; 6, C16-ceramida; 7,
dlacilglicerol; 8, fosfatidilinositol; 9, fistoesfingosina. Los datos se expresan como
porcentaje de fosforilacién de D-eritro-Sph.

Las figuras 4A a 4D son gréficas que muestran la inhibicién no
competitiva de SPHK2 recombinante por N,N-dimetilesfingosina.

La figura 4B muestra la inhibicién dependiente de la dosis de mSPHK2
por medio de DMS. La actividad de SPHK en lisados celulares de HEK293 después
de transfeccién como an la figura 4%, se midié con 10 uM de D-eritro-asfingosina en
presencia de concentraciones crecientes de DMS.

La figura 4C muestra un anélisis cinético de la inhibicion de DMS. Se
midié la actividad de SPHK con concentraciones varlables de D-eritro-esfingosina en
ausencia (circulos en blanco) o presencia de 10 uM de DMS (cuadrados en oscuro) o
20 uM de DMS (triangulos en oscuro).

La figura 4D son gréficas de Lineweaver-Burk. La Km para D-eritro-
esfingosina fue 3.4 pM. E! valor de Ki para DMS fue 12 uM.

Las figuras a 5A a 5E son gréficas que muestran la dependencia del pH
y los efectos de sal sobre mSPHK2.

La figura 5A muestra actividad citosdlica de SPHK2 en células HEK293

transfectadas, que se midié en un amortiguador de cinasa con el pH ajustado usando
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los siguientes amortiguadores: acetato de sodio 200 mM (pH 4.5-5.5, circulos en
blanco); MES 200 mM (pH 6-7, circulos en oscuro); fosfato de postasio 206 mM (pH
6.5-5-8, cuadrados en blanco); HEPES 200 mM (pH 7-7.5, cuadrados en oscuro);
Tris-HCI 200 mM (pH7.5-9, tridngulos en blanco); y borato 200 mM (pH 10, tridngulo
en oscurp).

Las figuras 5B a S5E muestran que las sales estimulan SPHK2, pero
Inhiben SPHK1.

En las figuras 5B y 5C, la actividad de SPHK en lisados de células
HEK283 se midi6 24 horas después de transfecciébn con mSPHK1 (figura 5B) o
mSPHK2 (figura 5C), en ausencia o presencia de concentraciones crecientes de
NaCl (cuadrados en blanco) o HCI (circulos en oscuro).

La figura 5D muestra un anélisls cinético de la activacién de SPHK2 por
KCI. Se midio la actividad de mSPHK2 con concentraciones variables de D-eritro-
esfingosina en ausencla (circulos en blanco) o presencla de 50 mM de KCI
(cuadrados én blanco), 0 200 mM de KCI (cuadrados en oscuro).

La figura 5E son gréficas de Lineweaver-Burk de los datos de Ja figura
5D. El valor de Km no fue afectado por la presencia de KCl. Los valores de Vmax
fueron 0.1, 0.3 y 1 (hmol/min/mg) en presencia de 0, 50, y 200 mM de KCI,
respectivamente.

Las figuras 6A a 6B son gréficas que muestran que Triton X-100 y
seroalblimina de bovino ("BSA”) tlenen efectos diferenciales sobrs la actividad de
SPHK1 y SPHK2. Se transfectaron células HEK293 con mSPHK1a (circulos en
blanco) o mSPHK2 o (circulos en oscuro), y las actividades de cada uno en lisados
celulares se midieron después de 24 horas en presencia de las concentraciones
indicadas de Triton X-100 (figura 8A) o BSA (figura 6B).

La figura 6C es una grafica que muestra que la fosfatidilserina tiene
efectos similares sobre la actividad de SPHK1 y SPHK2. Se transfectaron células
HEK293 con mSPHK1a (circulos) o mSPHK2 (tridngulos), y las actividades de cada

PAZS



010

15

20

25

15

una en los lisados celulares se midid después de 24 horas en presencia de las
concentraciones indicadas de fosfatidilserina (simbolos en oscuro) o fosfatidilcolina
(simbolos en blanco). Los datos se expresan como porcentaje de actividad de

control medida sin ninguna adicién.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

En una modalidad, la presente invencién se refiere a un sagmento de
ADN o ADNc que codifica isoformas de esfingosina cinasa tipo 2 de mamifero (por
elemplo de ratén y humano)

Ademés, las moléculas de 4acido nucleico aislado de la invencion
incluyen moléculas de ADN que comprenden secuencias sustanciaimente diferentes
de las arriba descritas pero que, debido a la degeneracién del codigo genético,
codifican todavia isoformas de esfingosina cinasa tipo 2 de mamifero. Daesde luego,
el cddigo genético y las preferencias de codén especificas de especie son bien
conocidos en la técnica. De esta manera, seria de rutina para una persona con
conocimlentos medios en la materia generar las variantes degeneradas descritas
arriba, por sjemplo optimizar la expreslén de codén para un hospedero particular (por
ejemplo cambiar codonas en el ARNm de humano a los preferidos por un hospedero
bacteriano tal como E. cofi).

Las moléculas de écido nuclelco de la presente invencién pueden estar
en la fooma de ARN, tal como ARNm, o en la forma de ADN, que incluye, por
aejempio, ADNc¢ y ADN gendmico obtenido por clonacidn o producido sintéticamente.
El ADN puede ser de doble cat-!ena o de una sola cadena. ADN o ARN de una sola
cadena puede ser la cadena codificadora, también conoclda como la “cadena de
sentido®, o puede ser fa cadena no codificadora, también referida como Ia “cadena de
antisentido”.

Por moléculas de acido nucleico “aislado” se entiende una molécula de
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acido nucleico, ADN o ARN, que ha sido removida de su entomo natural. Por
ejemplo, moléculas de ADN recombinante contenidas en un vector son consideradas
aisladas para los fines de la presents invencién. Ejemplos adicionales de moléculas
de ADN aisladas incluyen moléculas de ADN recombinante mantenidas en células
hospederas. heterdlogas o moléculas de ADN purificadas (pércialmente o
sustancialmente) en solucién. Las moléculas de ARN aisladas incluyen transcritos
de ARN in vivo o in vitro de las moléculas de ADN de la presente invencién. Las
moléculas de acido nucleico aisladas de acuerdo con la presente invencién incluyen
ademés estas moléculas producidas sintéticamente.

La presents Invencién estd dirigida ademéas a moléculas de acido
nucleico que codifican porciones o fragmentos de las secuenclas de nucledtidos aqui
descritas. Los fragmentos incluyen porciones de las secuencias de nucleétidos de la
figura 1 para mSPHK2 y hSPHK2 de por lo menos 10 nucledtidos contiguos de
longitud seleccionada de cualquiera de dos enteros, uno de los cuales representa
una posicién de nucledtido 5' y el segundo de los cuales representa una posicion de
nucleétido 3', en donde el primer nucledtido para cada secuencia de nucledtidos en
la figura 1A es la posicion 1. Esto es, cada combinacién de una posicién de
nucledtido 5' y 3' que un fragmento de por lo menos 10 bases de nucledtido
contiguas de longitud, o cualquier entero entre 10 y la longitud de una secuencla
completa de nuciedtidos de mMSPHK2 o hSPHK2 de la figura 1A, menos 1.

Ademés, la presente invencién Incluyen polinucledtidos que
comprenden fragmentos especificados por tamafio, en nucledtidos, en lugar de
posiciones de nucledtidos. La presente invencién incluye cualquier tamafio de
fragmento en nucledtidos contiguos, selecclonado de enteros entre 1 y toda la
longitud de una secuencia completa de nucledtidos menos 1. Los tamafics
preferidos inciuyen 20 a 50 nucledtidos; tamafios de 50 a 300 nucleétidos son tiles
como inhiciadores y sondas. Las regiones de las cuales pueden derivar secuencias

tipicas incluyen, sin limitaclén, por ejemplo reglones que codifican epitopes o
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dominios especificos dentro de dicha secuencia, tal como los dominios C1-C5
mostrados en la figura 1A.

En otro aspecto, la Invencién provee moléculas aisladas de é&cldo
nucleico que comprenden polinucledtidos que hibridan bajo condiciones de
hibridacion severas con una secuencia de polinuciedtido de la presente invencién
amiba descrita, por ejemplio una secuencia de acido nucleico mostrada en la figura
1A o un fragmento especificado de la misma. Por “condiciones de hibridacion
severas" se entiende incubacién durante la noche a 42 °C en una soluclén que
comprende: formamida 50%, SSC 5X (NaCl 150 mM, cltrato de trisodic 15 mM),
fosfato de sodio 50 mM (pH 7.8), solucién de Denhardt 5X, sulfato de dextrano 10%,
y ADN de esperma de salmén cortado desnaturalizado, 20 pg/ml, seguido por lavado
de los flitros en SSC 0.1X a aproximadamente 85 °C.

_ Las secuencias que codifican los polipéptidos de Ia presents invencién
o porciones de los mismos se pueden fusionar con otras secuenclias que proveen
funciones adicionales conocidas en la técnica, tales como una secuencia marcadora,
o una secuencia que codifica un péptido que facilita la purificaclén del polipéptido
fusionado, péptidos que tlenen determinantes antigénicos conocidos para proveer
estimulacion de células T colaboradoras, péptidos que codifican sitios para
modificaclones posteriores a la traduccién, o secuencias de aminoécidos en las
cuales se envia la protelna de fusién a una localizaclon deseada, por ejemplo una
secuencla gula heterSloga.

La presente invenclon se refiere ademés a variantes de las moléculas
de &cido nucleico de la presente invencldn, que codifican porciones, analogos o
derivados de los polipéptidos de isoforma de esfingosina cinasa tipo 2 mostrados en
la figura 1A. Las varlantes pueden ocumir naturalmente, tal como una variante alélica
natural. Por una “variante alélica® se entlende una de varias formas altemas de un
gen que ocupan un locus dado de un cromosoma de un organismo. Las variantes

que no ocumen naturalments se pueden producir por medio de técnicas de
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mutagénesis conocidas. Dichas variantes incluyen las producidas por sustitucién de
nucledtido, supresion o adicibn de uno 0 més nucledtidos en las regiones
codificadoras o no codificadoras © en ambas. Las alteraciones en las regiones
codificadoras pueden producir sustituciones conservativas 0 no conservativas de
aminoé&cidos, supresiones o adiciones. Especialmente preferidas entre estas son las
sustituciones silentes, adiciones y supresiones que no alteran las propiedades ni
actividlades de los polipéptidos de isoforma de esfingosina cinasa tipo 2 aqui
descritos, o porclones de los mismos. También se prefieren a este respecto las
sustituciones conservativas,

Las moléculas de acido nuclelco por lo menos con 90-99% de identidad
con una molécula de 4cido nucleico que codifica una isoforma de esfingosina cinasa
tipo 2 mostrada en la figura 1A, es otro aspecto de la presente Invencién. Estos
écidos nuclelcos son incluidos sin considerar sl codifican un polipéptido que tiene
actividad de esfingosina clnasa. Por “un polipéptido que tiene actividad de
esfingosina cinasa tipo 2", se entlende polipéptidos que exhiben actividad similar,
pero no idéntica a una actividad de la isoforma de esfingosina cinasa tipo 2 de la
presente invencidn, medida en las pruebas descritas mas abajo. La actividad
biol6gica o funcién de los polipéptidos de la presente Invencién se espera que sea
similar o idéntica a la de los polipéptidos de otros organismos que comparten un alto
grado de identidad estructural/similitud.

En otra modalidad, la presenta invencién se refiere a una molécula de
ADN recomblnante que incluye un vector y una secuencia de ADN como la que se
describié amba. E! vector puede tomar la forma de un plasmido, fago, cosmido,
YAC, un vector de expresion eucariético tal como un vector de ADN, Pichia pastoris,
o0 un vector de virus tal como por ejemplo vectores de baculovirus, vectores
retrovirales o vectores adenovirales, y otros conocidos en la técnica. El gen clonado
opcionalmente puede ser colocado bajo el control (esto es, ligado operativaments a)

de ciertas secuencias de control tales como secuencias promotoras, 0 secuencias
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que pueden ser inducibles y/o especfficas del tipo celular. Los promotores
adecuados son conocidos para la persona con conocimientos medios en la materia.
La construccién de expresién contendrd ademés sitios para iniciacién de
transcripcion, terminaclén y, en la regién transcrita, un sitio de unién a ribosoma para
traducclén. Entre los vectores preferidos para usar se incluyen pCMV-SPORT2 (Life
Technologies, Inc.), pcDNAS3 (Invitrogen), por nombrar algunos.

La introduccién de la construcclén en la célula hospedera se puede
efectuar mediante transfeccién con fosfato de calcio, electroporaclén, infeccion, y
otros métodos conocidos en la técnica y descritos en manuales estandar de
laboratorio tales como Cyrrent Protocols in Molecular Biology, Ausubel, F. M. y otros
(Eds), Wiley & Sons, Inc. Todos los documentos citados tanto antes como més abajo
en la presente, se incorporan en su totalidad como referencia.

En una modalidad adicional, la presente Invencién se refiere a células
hospederas transformadas o transfectadas establemente con las construcciones de
ADN recombinante arriba descrito. La célula hospedera puede ser procariética (por
ejemplo bacteriana), eucaritica inferior (por ejemplo de levadura o insecto), o
eucariética superior (por ejemplo todos los mamiferos, incluyendo sin limitacién rata y
humano).

Se pueden usar células hospederas tanto procaribticas como
eucariéticas para la expresién de secuencias codificadoras deseadas, cuando se
usan secuencias de control apropiadas que son compatibles con el hospedero
designado. Entre los hospederos procaridticos, E. coli es usada mas
frecuentamente. Secuencias de control de expresién para procariotes incluyen
promotores, que contienen opcionalmente porciones de operador y sitios de unién a
ribosoma. Los vectores de transferencla compatibles con hospederos procariéticos
son derivados cominmente, por ejempio, de pBR322, un pldsmido que contiene
operones que confleren resistencia a ampicilina y tetraciclina, y los varios vectores

pUC, que también contienen secuencias que confieren marcadores de resistencia a
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antibiético. Estos marcadores se pueden usar para obtener transformantes é)dtosos
por selecclén. Véase por ejemplo Molecular, Cloning: A Laboratory Manual, (1982) o
DNA Cloning, Volimenes | y Il (D. N. Glover ed., 1985) para métodos generales de
clonacién.

Un transformante que tiene un pldsmido en el cual esta insertado un
ADNc que codifica SPHK2 humana, particularmente E. coli pCR3.1-hSPHK2 SANK
70200, se ha depositado en e! “Instituto Nacional de Bioclencia y Tecnologla
Humana, Agencia de Ciencia Industrial y Tecnologia®, 1-3, Higashi 1-chomae,
Tsukuba-shl, Ibarakl-ken 305-8566, Japén, nimero de acceso FERM BP-7110,
depositado el 28 de marzo de 2000.

La secuencia de ADN puede estar presente en el vector ligado
operativamente a una secuencia que codifica una molécula de IgG, un adyuvante, un
vehiculo o un agente para ayudar a la purificacion de SPHK, tal como glutatién-S-
transferasa, o una serie de residuos de histidina, también conocidos como una marca
de histidina. La molécula recombinante puede ser adecuada para transfectar células
eucariéticas, por gjemplo células de mamifero y células de levadura en sistemas de
cultivo. Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces carisbergensis y Pichia pastoris
son los hospederos de levadura usados mas cominmente, y son hospederos
fangicos convenientes. Las secuencias de control para vectores de levadura son
conocidos en la técnica. Estan disponibles lineas celulares de mamifero como
hospederos para expresion, e incluyen muchas lineas celulares inmortalizadas
disponibles del American Type Culture Collection (ATCC), tal como las células
HEK293 y las células NIH 3T3, por nombrar algunas. También se conocen en la
técnica promotores adecuados e induyen. promotores virales tales como ios de
SV40, virus de sarcoma de Rous ("RSV"), adenovirus ("ADV™), virus de papiloma de
bovino ("BPV"), y citomegalovirus ("CMV*).

Las células de mamifero también pueden requerir secuencias

terminadoras y secuencias de adicién poli A; tamblén se pueden incluir secuencias
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incrementadoras que incrementan la expresiébn, y pueden ser convanientes
secuencias que ocaslonan amplificaciéon del gen. Estas secuencias se conocen en la
técnica.

Las células hospederas transformadas o transfectadas se pueden usar
como una fuente de secuencias de ADN arriba descritas. Cuando la molécula
recombinante toma la forma de un sistema de expresion, las células transformadas o
transfectadas se pueden usar como una fuente de la proteina descrita mas abajo.

En otra modalidad, la presente Invencién se refiere al empleo de
sacuencias de nucledtido que comresponden al banco GenBank/EMBL Data Bank,
nimeros de acceso bankit325787 y bankit325752.

Una secuencla de polipéptido o aminoacido expresada de las
secuenclas de nucledtidos mencionadas amriba, se refiere a un polipéptido que tiene
una secuencia de aminoécidos Idéntica a la de un polipéptido codificado de la
secuencia, o una porcién del mismo, en donde la porcién contiene por lo menos de 2
a 5 aminoécidos, y muy preferiblemente, por lo menos 8 a 10 aminoécidos, y mas
preferiblemente por lo menos 15 aminodcidos, 0 que es inmunoldgicaments
identificable con un polipéptido codiflcado en la secuencia.

Un polipéptidc recombinante o derivado no es necesariamente
traducido de una secuencia de acido nuclelco designada; puede ser generado de
cualquier manera, incluyendo por ejemplo sintesis quimica, o expresién de un
slstema de expresion recombinante. Ademaés, el polipéptido se puede fusionar a
otras protelnas o polipéptidos que incrementan su antigenicidad, tales como
adyuvantes, por ejempio.

Como se indicé amiba, los métodos de la presente Invenciéon son
adecuados péra la produccion de cualquier polipéptido de cualquier longitud,
mediante Insercién de las moléculas de 4cido nuclelco o vectores arriba descritos en
una célula hospedera, y expresién de la secuencia de nucledtidos que codifica el

polipéptido de interés por la célula hospedera. La introduccién de las moléculas de
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dcido nucleico o vectoras en una célula hospedera para producir una célula
hospedera transformada, se puede efectuar mediante transfeccion con fosfato de
calcio, transfeccién mediada por DEAE-dextrano, transfeccién mediada por lipido
catidnico, electroporacion, transduccidn, infeccién, u otros métodos. Dichos métodos
se describen en manuales estandar de Iaboratorio tales como en Davis y otros, Basic
Mathods In Molecular Biology, (1986).

Una vez obtenidas las células hospederas transformadas, las células
pueden ser cultivadas bajo cualquier oom_ilcibn fisiolégicamente compa_atible de pHy
temperatura, en cualquler medio de nutriente adecuado que contiene fuentes
asimilables de carbono, nitrbgeno y minerales esenciales, que sostienen el
crecimiento de la célula hospadera. Las condiciones de cultivo productoras de
polipéptido varfan de acuerdo al tipo de vector usado para transformar las células
hospederas. Por ejemplo, ciertos veciores de expresién comprenden regiones
requladoras que requieren crecimiento celular a ciertas temperaturas, o adicién de
ciertos agentes quimicos o agentes inductores al medio de crecimiento celular, para
Iniclar la expresién del gen, que resulta en la produccion del polipéptido
recombinants. De esta manera, el término “"condiciones productoras de polipéptido
recombinanta®, como se usa aqul, no significa que estén limitadas a cualquier
conjunto de condiciones cie cultivo. Los medios y condiciones de cultivo adecuados
para las células hospederas y vectores amriba descritos son bien conocidos en la
técnica. Después de su produccién en las células hospederas, el polipéptido de
interés puede ser aislado mediante varias técnicas. Para liberar el polipéptido de
interés de ias células hospederas, las células son lisadas o rotas. Esta lisis puede
ser efectuada poniendo en contacto las células con una solucién hipotdnica, por
tratamiento con una enzima ruptora de la pared celular tal como lisozima, por
sonicacion, por tratamiento con alta presién, 0 mediante una combinacién de los
métodos anteriores. También se pusden usar otros métodos de ruptura v lisis celular

que son conocidos para la persona con conocimientos medios en la materia.
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Después de la ruptura, el polipéptido se puede separar de los desechos
celulares mediante cualquier técnica adecuada para separacién de particulas en
mezclas de complejo. El polipéptido se puede purificar entonces por medio de
técnicas de aislamiento bien conocidas. Las técnicas adecuadas de purificacién
incluyen, sin limitacién, precipitacién con sulfato de amonio o etanol, extraccién con
acido, electroforesis, inmunoadsorcion, cromatografia de intercambio de aniones o
cationes, cromatografia con fosfocelulosa, cromatografla de interaccién hidrofébica,
cromatografia de afinidad, cromatografla de inmunoafinidad, cromatografla de
exclusién de tamafio, cromatografia de liquido (LC), cromatografia de liquido de alta
resolucién (HPLC), cromatografla de Illquido de rapida resolucion (FPLC),
cromatografia con hidroxilapatita y cromatografia con lectina.

Se puede usar proteina recombinante o de fusibn como una
hemamlenta diagndstica y en un método para producir esfingosina-1-fosfato,
marcada detectablements y no marcada, y en un método para medir los niveles de
SPP en muestras como se describe abajo. Ademas, la proteina recombinante se
puede usar como un agente terapéutico para reducir la muerte celular y/o aumentar
la proliferacién celular. Las células hospederas transformadas se pueden usar para
analizar la efectividad de fadrmacos y agentes que pueden inhibir la funcidn de
SPHK2, tal como proteinas de hospedero o agentes derivados quimicaments u otras
proteinas que pueden Interaccionar con la célula para regular negativamente o
alterar la expresion de SPHK2, o sus factores.

En otra modalidad, la presente Invencion se reflere a anticuerpos
monoclonales o policlonales especificos para las protelnas recombinantes (o
polipéptidos) armiba descritas. Por ejemplo, 88 puede desarrollar un ariticuerpo
contra un péptido anriba descrito, o contra una porcidn del mismo de por lo menos 10
aminoacidos, preferiblemente 11 a 15 aminoicidos. Las personas con
conocimientos medios en la materla usando metodologla estdndar pueden

desamollar anticuerpos monoclonajes y policlonales para la proteina (o polipéptido)
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de la presente invencién, o una porcién lnica de la misma. E! material y los métodos
para producir anticuerpos son bien conocidos en la técnica (véase, por ejempio,
Goding en Monoclonal Antobodles: Principles and Practice, capftulo 4, 1988).

E! nivel de expresién de esfingosina cinasa tipo 2 puede ser detectado a
varios nivales. Usando metodologia estidndar bien conocida en la tdcnica, se pueden
disefiar ensayos para la deteccion y cuantificacién de ARN de esfingosina cinasa tipo
2 o incluyen andlisis de hibridacion Northern, ensayos de hibridacion in situ y

ensayos de PCR, entre otros. Véase, bor ejemplo, Maniatis, Fitsch y Sambrook,

Molecular Gloning, A Laboratory Manual, (1982) o DNA Cloning, volimenes | y Il (D.

N. Glover ed. 1985), o Current Protocols in Molecular Biology, Ausubel, F. M. y otros,
(Eds), Wiley & Sons, Inc., para una descripcion general de métodos para hibridacién

de &cido nucleico.

Se pueden disefiar sondas de polinuciedtido para la deteccion de ARN
de esfingosina cinasa tipo 2 de la sacuencia disponible en los nimeros de acceso
AF0B88748 y/o AF068749 para la secuencla de ratdn (Kohama, T. y otros, J. Biol.
Chem,, 273:23722-23728). Por ejemplo, se puede recubrir una superficie tal como
una membrana de nitrocelulosa con ARN aislado de muestras, y prepararse para
hibridacién Northem. En el caso de hibridacién /n 8itu de muestras de biopsia, por
ejemplo, la muestra de tejido se puede preparar para hibridacién mediante métodos
estdndares conocidos en la técnica, e hibridar con secuencias de polinucleétido que
raconocen especificamente ARN de esfingosina cinasa tipo 2. La presencia de un
hibrido formado entre el ARN de la muestra y el polinucledtido se puede detactar por
medio de cualquier método conocido en la técnica, tal como radioquimica o
Inmunoquimica, por nombrar algunos.

Un experto en la materia puede encontrar conveniente preparar sondas
que son bastante largas y/o que abarcan regiones de la secuencia de aminoécidos
que tendrian un alto grado de redundancia en las secuencias comrespondientes de

écldo nucleico. En otros casos, puede ser conveniente usar simultdneamente dos
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series de sondas, cada una para una regiéon diferente del gen. Aunque la longitud
exacta de cualquier sonda empleada no es critica, las secuencias de sonda tipicas
no son mayores de 500 nucledtidos, mas regulamente no son mayoras de 250
nucledtidos; pueden ser no mayores de 100 nucledtidos, y también pueden ser no
mayores de 75 nucleédtidos de longitud. Pueden ser necesarias secuencias de sonda
méas grandea para abarcar regiones de polinucledtido (nicas con diferencias
suficientes para permitir la distinclén de secuencias objetivo relacionadas. Por esta
razén, las sondas son de preferencia de aproximadamente 10 a aproximadamente
100 nucledtidos de longitud, y muy preferiblemente de alrededor de 20 a alrededor
de 50 nucledtidos,

La secuencia de ADN de esfingosina cinasa tipo 2 se pusde usar para
disefiar iniciadores para usar en la deteccidon de esfingosina cinasa tipo 2, usando la
reaccién de cedena de polimerasa (PCR) o PCR de transcripcion inversa (RT-PCR).
Los iniciadores se pueden unir especificamente al ADNc de esfingosina cinasa tipo 2
producido por transcripcién Inversa de ARN de esfingosina cinasa tipo 2, con la
finalildad de detectar la presencia, ausencia o cuantificar la cantidad de esfingosina
cinasa tipo 2 por comparacién con un estidndar. Los iniciadores pueden ser de
cualquier longitud que varla de 7 a 40 nucledtidos, preferiblemente 10 a 35
nucleétidos, de preferencia 18 a 25 nucledtidos, homélogos o complementarios a una
regién de la secuencla de esfingosina cinasa tipo 2.

Los reactlvos y controles necesarios para las reacciones de PCR o RT-
PCR, son bien conocidos en la técnica. Los productos amplificados se pueden
analizar entonces para detectar la presencla o ausencla de secuencias de
esfingosina cinasa tipo 2, por ejemplo mediante fraccionacién en gel, radioquimica y
técnicas Inmunoquimicas. Este método es ventajoso, ya que requiere un pequefio
nidmero de células. Una vez que es detectada esfingosina cinasa tipo 2, se puede
hacer una determinacién de si la célula estd sobreexpresando o subexpresando

esfingosina cinasa tipo 2 por comparacién con los resuftados obtenidos de una célula
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normal usando el mismo método. Los incrementos del nivel de ARN de esfingosina
cinasa tipo 2 se correlacionan con un incremento en la proliferacidon celular y una
reduccidn de la muerte celular.

En otra modalidad, la presente invencion se refiere a un equipo
diagnéstico para la deteccion de ARN de esfingosina cinasa tipo 2 en células. El
equipo comprende un paquete unitario que tiene uno o mas reclpientes de
oligonucledtidos iniciadores de esfingosina cinasa tipo 2 para la deteccidén de
esfingosina cinasa tipo 2 por medio de PCR ¢ RT-PCR, o polinucledtidos de
esfingosina cinasa tipo 2 para la deteccién de ARN de esfingosina cinasa tipo 2 en
células, por hibridacién In situ o anélisis Northemn, y en algunos equipos Incluyendo
recipientes de varios reactivos usados para el método deseado. El equipo también
puede contener uno o més de los siguientes articulos: enzimas de polimerizacién,
amortiguadores, instrucciones, controles, marcas de deteccién. Los equipos pueden
Incluir recipientes de reactivos combinados en proporciones adecuadas para llevar a
cabo los métodos de acuerdo con la invencién. Los reciplentes de reactivos
contienen preferiblemente reactivos en cantidades unitarias que eliminan pasos de
medicién cuando se realizan los presentes métodos.

En una modalidad adicional, la presente invencién provee un método
para identificar y cuantificar el nivel de esfingosina cinasa tipo 2 en una muestra
biolbgica particular. Con este propésito, se puede usar cualquiera de una variedad
de métodos que son capaces de Identificar (o cuantificar) el nivel de esfingosina
cinasa tipo 2 en una muestra.

Los ensayos dlagnésticos para detectar esfingosina cinasa tipo 2
pueden comprander blopsia 0 ensayo /n situ de células de un érgané o secclones de
tejido, asi como también un aspirado de células de un tejldo de tumor o nomal.
Ademés, se pueden realizar ensayos en exiractos celulares de érganos, tejldos,
células, orina, o suero o sangre, o cualquier otro fluido o extracto corporal.

Cuando se analiza una biopsia, el ensayo comprenderd poner en
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contacto la muestra por ensayar con un ligando de esfingosina cinasa tipo 2, natural
o sintético, o un anticuerpo, policlonal o monoclonal, que reconoce esfingosina
cinasa tipo 2, o un antisuero capaz de detectar esfingosina cinasa tipo 2, y detectar el
complejo formado entre esfingosina cinasa tipo 2 presente en la muestra y el ligando
o anticuerpo de esfingosina cinasa tipo 2 afladido.

Los ligandos o substratos de esfingosina cinasa tipo 2 incluyen por
ejemplo, esfingosina, ademdas de las clases naturales y sintéticas de ligandos y sus
derivados, que pueden derivar de fuentes naturales como animales o extractos de
plantas. Otros ligandos de esfingosina cinasa tipo 2 incluyen calmodulina.

Los ligandos de esfingosina cinasa tipo 2 o anticuerpos anti-esfingosina
cinasa tipo 2, o fragmentos de ligando y anticuerpos capaces de detectar esfingosina
cinasa tipo 2, se pueden marcar usando cualquiera de una variedad de marcas y
métodos de marcacién para user en diagnosis y prognosis de la enfermedad
asociada con proliferacién celular incrementada, ‘tal como céncer, o muerte celular
reducida. Ejemplos de tipos de marcas que se pueden usar en la presente invencién
incluyen, sin limitacion, marcas de enzima, marcas radioisotopicas, marcas
Isotdpicas no radioactivas, y marcas quimioluminiscentes.

Elemplos de marcas de enzima adecuadas incluyen malato
deshidrogenasa, nucleasa estafilocécica, delta-5-esteroide isomerasa, alcohol
deshidrogenasa de levadura, alfa-glicerol-fosfato deshidrogenasa, triosa fosfato
isomerasa, peroxidasa, fosfatasa alcalina, asparaginasa, glucosa oxidasa, beta-
galactosidasa, ribonucleasa, ureasa, catalasa, glucosa-8-fosfato deshidrogenasa,
giucoamilasa, acetilcolina esterasa, etc.

Ejemplos de marcas radioisotopicas adecuadas Incluyen *H, in, 2,
2p, ¥g, 1C, To, ®Co, *Fe, ™6, '“Eu, *Y, 7Cu, *'CI, *"At, *?Pb, ’Sc, '®Pd,
11c' 19F y 131|.

Elemplos de marcas isotdpicas no radioactivas Incluyen '¥'Gd, %Mn,
2Dy, 2Try “Fe.

Ejemplos de marcas fluorescentes adecuadas incluyen una marca de
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®2Ey, una marca de fluorescelna, una marca de isotiocianato 1, una marca de
rodamina, una marca de ficoeritrina, una marca de ficoclanina, una marca de
aloficocianina y una marca de fluorescamina.

Ejemplos de marcas quimioluminiscentes incluyen una marca luminal,
una marca Isoluminal, una marca de éster aromético de acridinio, una marca de
imidazol, una marca de sal de acridinio, una marca de éster de oxalato, una marca
de luciferina y una marca de luciferasa.

Las personas con conocimlentos medios en la materia conocerén otras
marcas adecuadas que se pueden emplear con la presente Invencién. La unién de
ostas marcas a ligandos y a anticuerpos o fragmentos de los mismos se puede
efectuar usando técnicas estdndar conocldas comidnmente para los expertos an la
materia. Las técnicas tipicas son descritas por Kennedy J. H. y otros, (18786), Clin.
Chem. Acta., 70, 1-31, y Schurs, A. H. W. M. y otros, (1977), Clin. Chem. Acta., 81,
1-40. Las técnicas de acoplamiento mencionadas al Gltimo son el método de
glutaraldehido, el método de peryodato, el método de dalemida, y otros.

La deteccién de los anticuerpos (o fragmentos de anticuerpos) de la
presents invencién se puede mejorar mediante el uso de vehiculos. Vehiculos bien
conocldos Incluyen vidrio, poliestireno, polipropileno, polistileno, dextrano, nylon,
amilasas, celulosas naturales y modificadas, pollacrilamidas, agarosas y magnetita.
Para los fines de la presente invencién, la naturaleza del vehiculo puede ser soluble
en algan grado o insoluble. El material de soporte puede tener virtualmente cualquier
configuracion estructural posible, siempre que la molécula acoplada sea capaz de
unirse a esfingosina cinasa tipo 2. De esta manera, la conflguracién del soporte
puede ser esférica, como en un gidébulo, o cilindrica, como en la superficie interior de
un tubo de ensayo, ¢ la superficle extema de una varilla. Altemativaments, la
superficle puede ser plana, tal como una hoja o una tira de prueba. Los expertos en
la materia conocerdn muchos otros vehiculos adecuados para unir anticuerpo

monoclonal, 0 serén capaces de determinar los mismos usando experimentacién
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rutinaria.

Los ligandos o anticuerpos, o fragmentos de anticuerpo o ligando de
esfingosina cinasa tipo 2 amiba menclonados, se pueden usar para detectar
cuantitativamente o cualitativamente la presencia de esfingosina cinasa tipo 2. Dicha
deteccién se puede efectuar usando cualquiera de una variedad de inmunoensayos
conocidos para las personas expertas en Ila materia, tales como
radioinmunoensayos, ensayos inmunométicos, etc. Usando metodologla estandar
blen conocida en la técnica, se puede construlr un ensayo diagnéstico recubriendo
una superficie (esto es, un soporte sélido), por sjemplo una placa de microtitulacién o
una membrana (por ejemplo una membrana de nitrocelulosa), con anticuerpos
especificos para esfingosina cinasa tipo 2 o una porcién de esfingosina cinasa tipo 2,
y ponerla en contacto con una muestra de una persona que se sospecha tiene una
enfermedad relacionada con esfingosina cinasa tipo 2, Se puede detectar la
presencla de un complejo resultante formado entre asfingosina cinasa tipo 2 en la
muestra y anticuerpos especificos para la misma, por medio de cualquier método de
deteccién conocido en la técnica, tal como espectroscopla o colorimetria de
anticuerpo fluorescente. Una buena descripcién de un radioinmunoensayo se puede
encontrar en Laboratory Technigues and Blochemistry en Molecular Biology by Work,
T.S. y, North Holland Publishing Company, N.Y. (1978), incorporado aqul como
referencia. Los ensayos de sandwich los describe Wide en las paginas 199-208 de
Radioimmune Assay Methad, editado por Kirkham and Hunter, E. & S. Livingstone,
Edinburgh, 1970.

Los métodos diagndsticos de esta Invencién son predictivos de la proliferacion y
potenclal metastéasico en pacientes que sufren de canceres, incluyendo carcinoma de
pulmén, tal como carcinoma de célula pequefia, carcinoma de célula grande,
carcinoma escamoso y adenocarcinoma, carcinoma de estdémago, adenocarcinoma
prostatico, carcinoma ovarico tal como cistadenocarcinoma seroso y

cistadenocarcinoma mucinoso, tumores de céiula germinal ovérica, carcinomas

IH



15

20

25

30

testiculares y tumores de células germinales, adenocarcinoma pancreético,
adenocarcinoma biliar, carcinoma hepatocelular, adenocarcinoma de célula renal,
carcinoma endometrial, incluyendo adenocarcinomas y tumores Mulierianos mixtos
(carcinosarcomas), carcinomas del endocérvix, ectocérvix y vagina, tal como
adenocarcinoma y carcinoma escamoso, carcinoma de célula basal, melanoma y
tumores accesorios de la plel, carcinoma esofédgico, carcinomas de la nasofaringe y
orofaringe incluyendo carcinoma escamoso y adenocarcinomas, carcinomas de
glandula salival, tumores de cerebro y sistema nervioso central, incluyendo tumores
de origen glial, neuronal y meningeal, tumores de nervio periférico, sarcomas de
tejido blando y sarcomas de hueso y cartlilago. Las células de estos tumores, que
expresan nivelas incrementados de ARN de esfingosina clnasa tipo 2 o protelna
esfingosina cinasa tipo 2, tienen proliferacion incrementada y muerte celular
disminuida.

La proteina se puede usar para identificar [nhibidores de la actividad de
esfingosina cinasa tipo 2. Usando un ensayo de enzima, se pueden descubrir
agentes naturales y sintéticos que produzcan una reduccién o eliminacion de la
actividad enzimética de esfingosina cinasa tipo 2. No es necesario conocer el
mecanismo de acclén del inhibidor, en tanto se detecte una reduccién de la actividad
de esfingosina cinasa tipo 2. Los inhibidores pueden Incluir agentes o farmacos que
se unan o secuestren el substraio o substratos de la enzima o sus cofactores, o
inhiban por sl solos la enzima directamente, por ejemplo por unién irmeversible del
agente o farmaco a la enzima, o indirectamente, por ejemplo, por introduccién de un
agente que sa une al substrato de esfingosina cinasa tipo 2. Los agentes o farmacos
relacionados con la presente invencién pueden resultar en inhibicidn parcial o
completa de la actividad de esfingosina cinasa tipo 2.

Los inhibidores de esfingosina cinasa tipo 2 incluyen DL-treo-
dihidroesfingosina (DHS) y el Inhibldor descubierto més recientements, N,N-

dimetilesfingosina ("MS") descrita por Edsall, L. C. y otros, (1938), Biochemistry, 37,
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12892-12898. Los Inhibidores de esfingosina cinasa tipo 2 se pueden usar en el
tratamiento o alivio de enfermedades tales como céncer, aterosclerosis, trastomos
neurodegenerativos, esto es, apoplejia y enfermedad de Alzheimer.

Los agentes que reducen el nivel de esfingosina cinasa tipo 2 (esto es,
en un humano o un animal) o reducen o inhiben la actividad de esfingosina cinasa

tipo 2, se pueden usar en la terapia de cualquier enfermedad asociada coﬁ los

"niveles elevados de esfingosina cinasa tipo 2 o enfermedades asociadas con

proliferacién celular incrementada, tal como cancer. Un incremento en el nivel de
esfingosina cinasa tipo 2 es determinado cuando el nivel de esfingosina cinasa tipo 2
en una célula de tumor es aproximadamente 2 a 3 veces el nivel de esfingosina
cinasa tipo 2 en la célula nommal, hasta aproximadamente 10 a 100 veces la cantidad
de esfingosina cinasa tipo 2 en una célula normal. Los agentes que reducen ARN de
esfingosina clnasa tipo 2 incluyen, sin limitacién, uno o mas ribozimas capaces de
digerir ARN de esfingosina cinasa tipo 2, u oligonucledtidos de antlsentido capaces
de hibridar con ARN de esfingosina cinasa tipo 2, de modo que la traduccién de
esfingosina cinasa tipo 2 es Inhibida o reducida, dando como resultado una reduccion
del nivel de esfingosina cinasa tipo 2. Estos oligonuclettidos de antisentido se
pueden administrar como ADN, como ADN atrapado en proteoliposomas que
contienen proteinas de receptor de envoltura viral (Kanoda, Y. y otros, (1989),
Sclence, 5, 243, 375), o como parte de un vector que puede ser expresado en la
célula objetivo de modo que se hace el ADN o ARN de antisentido. Se conocen en la
técnica vectores que son expresados en tipos particulares de células, por ejemplo,
para la glAndula mamaria. Véase Furth, J. Mammary Gland Biol. Neopl., 2, (1897),
373, pal:a ejemplos de control condicional de expresién de genes en la glandula
mamaria.

Alternativaments, el ADN se puede Inyectar junto con un vehiculo. Un
vehiculo puede ser una protsina tal como una cltocina, por ejemplo Interleucina o un

vehiculo de polilisina-glicoproteina. Dichas protelnas de vehlculo y vectores y
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métodos de uso de los mismos son conocidos en la técnica. Ademés, con el ADN se
podrian recubrir glébulos delgados de oro y dichos gldbulos se pueden introducir en
la piel, por ejemplo con una pistola de genes (Uimer, T. B. y otros, Science, 259,

(1993), 1745).

Alternativamente, se pueden proveer anticuerpos o compuestos
capaces de reducir o inhibir esﬂnﬁosina cinasa tipo 2, esto es reduciendo o
inhibiendo la expresién, produccién o actividad de esfingosina cinasa tipo 2, tal como
antagonistas, como una protelna aislada y sustancialmente purificada, o como parte
de un vector de expresién capaz de ser expresado en la célula blanco, de modo que
es producido el agente reductor o inhibidor de esfingosina cinasa tipo 2. Ademaés, se
pueden adminlstrar cofactores tales como varlos lonas, esto es, Ca**, o factores que
afectan la estabilidad de la enzima, para modular la expresién y funcién de
esfingosina cinasa tipo 2. Estas formulaciones se pueden administrar mediante vias
normales. En general, las combinaciones se pueden administrar por via topica,
transdérmica, Intraperitoneal, oral, rectal, o parenteral (por ejemplo intravenosa,
subcutdnea o intramuscular). Ademas, los compuestos Inhibidores de esfingosina
cinasa tipo 2 se pueden incorporar en polimeros biodegradables que se implantan an
la cercania de donde se desea la liberacién del farmaco, por ejemplo, en el sitio de
un tumor, de modo que el compuesto Inhibidor de esfingosina cinasa tipo 2 sea
liberado lentamente a todo el cuerpo. Los polimeros biodegradables y su uso, por
ejemplo, los describen en detalle Brem y otros, J. Neurosurg., 74, (1991), 441-4486.
Estos compuestos estdn destinados a ser provistos a sujetos receptores en una
cantidad suficiente para efectuar la inhibicién de esfingosina cinasa tipo 2.
Similarmente, los agentes que son capaces de afectar negativamente la expresién,
produccidn, establlidad o funcién de esfingosina cinasa tipo 2, estian destinados para
ser provistos a sujetos receptores en una cantidad suficiente para efectuar la
inhibicién de esfingosina cinasa tipo 2. Se dice que una cantidad es suficiente para

“efectuar” la inhibicién o induccién de esfingosina cinasa tipo 2, si la dosificacién, via
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de administracién, etc., del agente, son suficientes para afectar dicha respuesta.

De acuerdo con la funcién de esfingosina cinasa tipo 2 en la
proliferacidn celular, los agentes que estimulan el nivel de esfingosina cinasa tipo 2,
tales como agonistas de SPHK2, se pueden usar en la terapia de cualquier
enfermedad asoclada con una reduccion de SPHK2, o una disminucién de la
proliferacién celular, en donde SPHK2 es capaz de aumentar dicha proliferacién, por
ejemplo, retardo del desarrollo.

Al proveer agentes que modulan la expresién o funcién de esfingosina
cinasa tipo 2 a un paciente receptor, la dosificacién del agente administrado ha de
variar dependiendo de factores tales como la sdad, peso, estatura, sexo, condicién
médica general, historla médica previa del paciente, etc. En general, es conveniente
proveer al receptor con una dosificacién de agente que estd en la escala de
aproximadamente 1 pg/kg a 10 mg/kg (peso corporal del paciente), aunque también
se pueden administrar dosis més bajas o més altas.

Se dice que una composicién es “farmacéuticamente aceptable® si su
administracién puede ser tolerada por un paciente receptor. Se dice que dicho
agente se administra en una "cantidad terapéuticamente efectiva®, si la cantidad
administrada es fisioldgicamente significativa. Un agente es fisiolégicamente
significativo si su presencia resulta en un cambio detectable en la fisiologla de un
paciente receptor. Los compuestos de la presente Invencién se pueden formular de
acuerdo con los métodos conocldos para preparar composiciones farmacséuticamente
atiles, en donde estos materiales o sus derivados funcionales se combinan en
mezcla con un vehiculo portador farmacéuticamente aceptable. Vehiculos
adecuados y su formulaclén, inclusive de otras protelnas humanas, por sjemplo
seroalbGmina humana, se describen por ejemplo en Remington's Pharmacsuytical
Sciences, 16* Ed., Osol, A. ed., Mack Easton PA. (1980). Para formar una
composicion farmacéuticamente aceptable para administracién efectiva, dicha

composicion contendra una cantidad efectiva de los compuestos arriba descritos
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Se pueden emplear métodos farmacéuticos adicionales para controlar
la duracién de accién. Se pueden cobtener preparaciones de liberacién controlada
mediante el uso de polimeros para formar complejos o absorber ios compuestos. La
liberacién controlada se puede realizar selecclonando las macromoléculas (por
ejemplo poliésteres, poliaminoicidos, polivinllo, pimrolidona, vinilacetato de etileno,
metilcelulosa, carboximetilcelulosa o sulfato de protamina) y la concentracién de
macromoléculas apropladas. asi como también el método de incorporacién para
controlar la llberacidn. Otro método posible para controlar la duracién de accién
mediante preparaciones de liberacién controlada es incorporar los compuestos de la
presente invencidn en particulas de un material polimérico, tal como poliésteres,
poliaminoécidos, hidrogeles, poll(acido lactico) o copolimeros de vinilacetato de
etileno. Alternativamente, en lugar de incorporar estos agentes en particulas
poliméricas, es posible atrapar estos materiales en microcéipsulas preparadas, por
ejemplo, por polimerizacion Interfaclal, por ejemplo hidroximetilcelulosa para
microcdpsulas de gelatina y polilmetacrilato de metilo)miprocépsulaa.
réspecﬂvamante. o en sistemas coloidales de suministro de farmaco, por ejemplo
liposomas, microesferas de albimina, microemulsiones, nanoparticulas y
nanocépsulas, o en macroemuisiones. Dichas tdcnicas se describen en Remington’s
Pharmaceutical Sclences (1680).

La presente Invencién también provee equipos para usar en los
métodos diagndsticos o terapéuticos arriba descritos. Los equipos de acuerdo con
este aspecto de la invencién pueden comprender uno o més reciplentes tales como
frascos, tubos, ampolletas, botellas y simllares, que pueden comprender una ¢ mas
de las composiciones de la invencion.

Los equipos de la presenta invencién pueden comprender uno 0 mas
compuestos o composiciones de la presente invencién, y uno 0 mas excipientes,

diluyentes o adyuvantes.
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Habiendo descrito en detalle la presente Invencién, la misma serd

entendida més claramente por referencia a los siguientes ejemplos, que 8s incluyen
aqul solo con fines ilustrativos y no se consideran limitativos de la presente
invencion.

Se usaron los sigulentes materiales y métodos en los ejemplos abajo

descritos.
EJEMPLOS

Materigles

SPP, esfingosina y N,N-dimatilesfingosina eran de Biomo! Research
Laboratory Inc. {(Plymouth Meeting, PA). Todos los otros lipidos se compraron a
Avantl Polar Lipids (Birmingham, AL). Se comprd [g-32PJATP (3000 Ci/mmol) a
Amersham (Arington Heights, IL). Se obtuvieron poli-L-lisina y colageno de
Boehringer Mannheim (Indianapolis, IN). Se obtuvieron enzimas de restriccion de
New England Biolabs (Beverly, MA). Se compraron biots de ARN poli(A)+ de tejidos
maltiples de raton adulto, a Clontech (Palo Alto, CA). Se obtuvo 'Lipofe_ctamine
PLUS" y “Lipofectamine” de Life Technologies, Inc. (Gaithersburg, MD).

EJEMPLO 1
Clonaclén de ADNe de esfingosina clnasa tipo 2 de murino (mSPHK2

Blsquedas BLAST de la base de datos EST identificaron una clona
EST de ratdn (nimero de acceso Genbank AAB839233) que tenla homologia
significativa con dominios conservados de mSPHK1a (Kohama, T., Olivera, A,,
Edsall, L., Nagiec, M. M., Dickson, R. y Splegel, S., J. Biol. Chem., 273, (1998),
23721-23728), no obstante tenia diferenclas sustanciales de secuencia. Usando
oste EST, se cloné una segunda isoforma de SPHK, denotada como mSPHK2, por
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medio de dos diferentes enfoques de PCR.

En el primer enfoque se usd e] método de clonacién de PCR de una
genotaca de ADNc de raién (Stratagene). Se sembraron en placa aproximadamente
1 x 10° fagos en w;reinte placas de 150 mm; las placas se recogieron y se alslaron
plédsmidos usando procedimientos estdndar (Ausubel, F. M., Brent, R., Kingston, R.
E.. Moore, D. D., Smith, J. A., Seidman, J. G. y Struhl, K., Current Protocals in
Molecular Biology, Green Publishing Associates y Wiley-Interscience, New York
(1987)). Se llevd a cabo una reaccién inicial de PCR con una secuencia iniciadora
especifica (M-3-1, 5“CCTGGGTGCACCTGCGCCTGTATTGG (SEQ ID NO: 1)) y el
iniciador inverso M13. Los productos mas grandes de PCR se purificaron en gel y se
usaron como molde para una segunda PCR que contenla una secuanc?a iniciadora
de antisentido especifica (M-3-2, 5'-CCAGTCTTGGGGCAGTGGAGAGCC-3'(SEQ ID
NO:2)) y el 'lniqiador T3. Los productos finales de PCR se subclonaron usando un

" equipo de dclonacién “TOPO TA" (lnvitrogen) y después se secuenciaron. Se us6

ADN polimerasa de alta fidelidad de platino (Life Technologies) para las
amplificaciones de PCR con los siguientes parémetros de ciclizacion: 30 ciclos de
94°C durante 30 segundos, 55°C durante 45 segundos, y 70°C durante 2 minutos,
con una extensién final de iniciador a 72°C durante 5 minutoa.

En un segundo enfoque, se realizd PCR de 5'RACE con el sistema
5'RACE para amplificacion rapl_da de extremos de ADNc de acuerdo con el protocolo
del fabricante (Life Technologies). Se aislidé ARN Poli(A)* de fibroblastos Swiss 3T3
usando un equipo de purificacién de ARNm Quick Prep (Phamacia). La primera
cadena de ADNc se sintetlzd a 42°C durante 50 minutos con § mg de ARN poli{A)+
3T3 usando un iniciador de antisentido disefiado de la secuencia- de AAB39233
(m-GSP1, 5-AGGTAGAGGCTTCTGG (SEQ ID NO:3)) y transcriptasa Inversa
SuperScript I (Life Technologies). Se llavaron a cabo dos reaccionas consecutivas
de PCR usando este ADNc como moide y Taq polimerasa LA (TaKaRa), de Ia

siguiente manera: primera PCR, 84°C durante 2 minutos, seguido por 30 ciclos de
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84°C durante 1 minuto, 55°C durante 1 minuto, 72°C durante 2 minutos, y extensién
de iniclador a 72°C durante 5 minutos con Iniciador Ancla Abreviado [Abridged
Anchor Prime] 5RACE, 5-GGCCACGCGTCGACTAGTACGGGIIGGGIIGGGIIG
(SEQ ID NO:4) y el iniciador de antisentido especlfico de objetivo m-GSP2, 5'-
GCGATGGGTGAAAGCTGAGCTG (SEQ ID NO:5); para la lsogunda PCR se
emplearon las mismas condiciones, pero la temperatura de apareamlento fue de
65°C, con Iniciador de Amplificacién Unlversal Abreviado [Abridged Universal
Amplification Primer] (AUAP), 5'“~GGCCACGCGTCGACTAGTAC (SEQ ID NO:6) y m-
GSP3, 5~AGTCTCCAGTCAGCTCTGGACC (SEQ ID NO:7). Los productos de PCR
80 subclonaron en vectores de axpresién pCR3.1 y pcDNA 3.

EJEMPLO 2
Clonaclién de ADNc de esfingosina cinasa 2 de humano (h§PHK2)

Se usé ARN poli(A)+ de células HEK283 para una reaccion 5’RACE.
Se disefiaron inicladores de antlsentido especificos (h-GSP1, &
CCCACTCACTCAGGCT (SEQ ID NO:8); h-GSP2, 5"
GAAGGACAGCCCAGCTTCAGAG (SEQ ID NO#S), y h-GSP3, 5
ATTGACCAATAGAAGCAACC (SEQ ID NO:10)) de acuerdo con la secuencia de una
clona EST humana (nimero de acceso AA285570). Se sintetiz6 una primera cadena
de ADNc con 5 pg de ARNm de HEK293 y h-GSP1. Este ADNC se usé como un
molde en una reaccién de PCR Iniclal usando Iniclador Abridged Anchor Primer
5'RACE y h-GSP2. Después, se llevé a cabo una PCR anidada usando el iniciador
AUAP y h-GSP3. Los productos resultantes de PCR se clonaron y secuenciaron

como se describié amriba.

EJEMPLO 3
Sobreexpresién y actividad de SPHK2
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Se cultivaron células de rifidn embridnico humano (HEK293, ATCC
(_3RL-1 573) y fibroblastos NIH 3T3 (ATCC CRL-1658), como lo describen Olivera, A.,
Kohama, T., Edsall, L. C., Nava, V., Cuvlliier, O., Poulton, S. y Spiegel, S., J. Cell
Biol., 147, (1998), 545-558. Se sembraron células HEK293 a 6 x 10° por pozo en
placas de 6 pozos recublertas con poli-L-lisina. Después de 24 horas, las células se
transfectaron con 1 pug de vector solo, 0 con vectores que contienen construcciones
de esfingosina cinasa y 6 pl de reactivo “Lipofectamine PLUS" mas 4 pl de reactivo
“Lipofectamine” por pozo. De uno a tres dias después de la transfeccién, las células
se cosecharon y se lisaron por congelacion-descongelacién como lo describen
Kohama, T., Olivera, A., Edsall, L., Nagiec, M. M., Dickson, R. y Spiegel, S., J. Biol.
Chem., 273, (1998), 23722-23728. En algunos experimentos, se fraccionaron lisados
celulares en citosol y fracciones de membrana por centrifugacién a 100,000 x g
durante 80 minutos. Se determind la actividad SPHK en presencia de esfingosina,
preparada como un complejo con BSA, 4 mg/ml, y [g-32P]ATP en amortiguador de
cinasa (Qlivera, A. y Spiegel, S. en Methods in Molecular Biology, (Bird, |.M. _ed.).
(1998), Vol. 105, 233-242, Humana Press, Inc., Totowa, N.J.), conteniendo KCI 200
mM, a menos que se indique de otra manera. Se separé 32P-SPP por medio de TLC

y se cuantificé con un aparato Phosphoimager como se describié previamente.

EJEMPLO 4

Extracclén de lipido y medicién de SPP

Las céiulas se lavaron con PBS y se rasparon en 1 ml de metanol
conteniendo 2.5 ul de HCI concentrado. Los lipidos se extrajeron agregando 2 mi de
cloroformo/NaCl 1M (1:1, vAv) y 100 pl de NaOH 3N, y las fases se separaron. La
fase acuosa basica que contenla SPP, y carecla de esfingosina, ceramida y la

mayoria de los fosfollpidos, se transfiri® a un tubo de vidrio siliconizado. La fase
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orgénica se volvié a extraer con 1 ml de metanol/NaCl 1M (1:1, v/v) méas 50 pl de
NaOH 3N, y se combinaron las fracciones acuosas. Se midié la masa sobre SPP en
la fase acuosa y fosfolipidos totales en la fase orgénica, exactamente como Io
describen Edsall, L. C., Pirianov, G. G. y Spiegel, S., J. Neuresci., 17, (1997) 8952-
6960; Edsall, L. C. y Splegel, S., Anal. Biochem., 272, (1999) 80-86).

EJEMPLO 5
Anélisis Northem blotting

Se compraron de Clontech, blots de ARN poli{A)}+ conteniendo 2 jg de
ARN poli(A)+ por carrll, de mdltiples tejidos de ratén y humano adulto, y embriones
de ratdén. Se hibridaron blots con el fragmento PST1 de 1.2 kb de AST AA389187 de
ratén (sonda mSPHK1), el fragmento EcoRI de 1.5 kb de pCR3.1-mSPHK2, o el
fragmento PVull de 0.3 kb de pCR3.1-hSPHK1, después de purificacion en gel y
marcacién con [@-32P]dCTP. Se lievd a cabo hibridacidbn en amortiguador
“ExpressHyb” (Clontech), a 65°C durante la noche, de acuerdo con el protocolo del
fabricante. Los biots 8e volvieron a sondear con b-actina como un control de carga
(Clontech). Se cuantificaron las bandas usando un Molecular Dynamics

Phosphoimager.

Resultado
Clonacién de esfingosina cinasa tipo 2:

Las busquedas Blast de ia base de datos EST identificd varios ESTs
que exhibieron homologfa significativa con la secuencla mSPHK1a reclén clonada.
Se diseflaron iniciadores especificos de las secuencias de estos ESTs y se usarﬂn
para clonar un nuevo tipo de esfingosina cinasa de ratdn y humano (denominado
mSPHK2 y hSPHK2), medlante enfogues de clonaclén de PCR de una genoteca de
ADNCc de cerebro de ratén y PCR 5-RACE.
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En la figura 1A se muestra la alineacién ClustalW de las secuencias de
aminoécidos de mSPHK2 y hSPHK2. Los marcos de lectura abiertos de mSPHK2 y
hSPHK2 codifican polipéptidos de 617 y 618 aminoacidos, respectivamente, con 83%
de [dentidad y 90% de similitud. También estdn presentes cinco hgbnes altamente
conservadas {(C1 a C5), identificadas previamente en SPHK1s (Kohama, T., Olivera,
A., Edsall, L., Naglec, .M. M., Dickson, R., Spiegel, S., J. Biol. Chem., 273, (1998)
23722-23728) en las dos cinasas de tipo 2. De manera interesante, el motivo
invarlante GGKGK cargado positivamente en el dominio C1 de SPHK1, es
modificado a GGRGL en SPHK2, sugiriendo que puede no ser parte del sitio de
unidn de ATP como se propuso previamente (Kohama, T., Olivera, A., Edsall, L.,
Nagiec, M. M., Dickson, R., Spiegel, S., ,!', Blol. Chem., 273, (1998) 23722-23728).
Una basqueda de motivo también reveld que una regiébn que empieza justo antes de
los dominios C1 conservados de mSPHK2 y hSPHK2'(aminoécidos 147 a 284),
también tenla homologla con el sitio catalitico de diacilglicerol cinasa.

En comparacién con SPHK1, ambos SPHK2s codifican proteinas
mucho més grandes que contienen 236 aminoacidos adicionales (figura 1B). Mas
a(n, sus secuencias difieren considerablemente de SPHK1 en e! centro y en los
extremos amino. Sin embargo, después del aminodcido 140 de mSPHKZ2, las
secuencias de SPHK de tipo 1 y de tipo 2 tienen un alto grado de similitud. Estas
secuencias (aminodcidos 8 a 226 de mSPHK1; 141 a 360 para mSPHK2), que
abarcan los dominios C1 a C4, tisnen 47% de identidad y 79% de similutud (figura
1B). En la porcion C terminal de las proteinas, también hay regiones homblogas
grandes, que incluyen el dominio C5, del arplnoﬂcldo 227 al 381 para mSPHK1 y 480
a 617 para mSPHK2, con 43% de identidad y 78% de similitud (figura 1B). La
divergencia en estos dominios sugiere que probablemente SPHK2 no se origina

como un simpie evento de duplicacién de gen.

Distribuci n tejldo de esfingosina cinasa tipo
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Se compard la distribucién en tejido de la expresibn de ARNm de
SPHK2 en ratdn adulto con la de SPHK1, por medio de Northem blotting (figura 2A).
En la mayoria de los tejidos, incluyendo higado, corazdn, rffién, testiculos y cerebro
de adulto, se detectd una especie predominante de ARNm de SPHK2 de 3.1 kb,
indicando expresién ubicua. Sin embargo, el nivel de expresion fue notablements
variable y fue méas alto en higado y corazén de adulto y escasamente detectable en
musculo esquelético y bazo (figura 2A). En contraste, el patrén de expresién de
mSPHK1 fue muy diferente, con la expresién de ARNm més alta en pulmén, bazo e

higado de adulto, aunque la expresién en el hlgad_o no predomina como con

mSPHK2. Tanto mSPHK1 como mSPHK2 fueron expresados temporalmente y -

diferenciaimente durante desarrollo embridnico. EI mSPHK1 fue altamente
expresado en embrién de raton el dia 7 (E7) y disminuyé draméticamente después
de E11 (figura 28). En contraste, en E7, la expresién de mSPHK2 fue mucho mas
baja que la de mSPHK1, y aumentd gradualmente hasta E17. E! ARNm del
transcrito de 2.8 kb de hSPHK2 fue expresado principaimente en rifién, higado y
cerebro de adulto, con expresién mucho méas baja en otros tejidos (figura 2C). De
manera Interesants, la expresién de SPHK2 en rifibn humano fue muy alta y
relativamente mucho més baja en el ratdn, mientras que se mantuvo e! patrdn

opuesto para el higado.

Actividad de esfingosina cinasa tipo 2 recombinante
Para investigar si mSPHK2 y hS§PHK2 codlfican confiablemente SPHKs,

se fransfectaron transitoriamente células HEK293 con vectores de expresién que
contenian los ADNcs correspondientes. Como estudios previos indicaron que SPHK
podria estar presente en las células, tanto en formas solubles como asociadas a
membrana (Olivera, A. y Splegel, S., Nature, 365, (1893) 5567-560; Banno, Y., Kato,
M., Hara, A. y Nozawa, Y., Blochem. J., 335, (1698) 301-304; Buehrer, B. M. y Bell,
R. M., J, Biol. Chem., 267, 3154-3159; Olivera, A. Rosenthal, J. y Spiegel, S., Anal.
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Biochem., 223, (1984) 306-312; Ghosh, T. K., Bian, J. y Gill, D. L., JJ. Biol. Chem.,
269, (1964), 22628-22635), 86 midié la actividad de SPHK2 recombinante tanto en
citosol como en fracciones de membrana de células transfectadas. Como Io
describleron previamente Kohama, T., Qlivera, A., Edsall, L., Nagiec, M. M., Dickson,
R. y Spiegel, S., J. Biol. Chem., 273, (1998) 23722-23728, células HEK 293 no
tratadas o transfectadas con vector tienen bajos niveles de actividad SPHK (figura
3A). Vainticuatro horas después de la transfeccidon con mSPHK2 y hSPHK2,
aumentd la actividad de SPHL in vitro en 20 y 35 veces, raspectivémente. Yy
posteriormente disminuy® (figura 3 A). En contraste, la actividad de SPHK de células
transfectadas con mSPHK1 fue mucho mas alta, 610 veces méas que los niveles
basales 24 horas después de la transfeccién, y permanece a este nivel durante al
menos 3 dlas més (datos no mostrados). Como en las células HEK293, la
transfeccion de fibroblastos NIH 3T3 con mSPHK1, resulté en una actividad SPHK
mucho méas alta que con mSPHK2. Previamente se encontrb que, de manera similar
a las células no transfectadas, ia mayor parte de la actividad SPHK en células
transfectadas con mSPHK1 fue cltosdlica (Kohama, T., Olivera, A., Edsall, L., Nagiec,
M. M., Dickson, R. y Splegel, S., J. Biol. Chem., 273, (1898) 23722-23728).
Similamente, en células transfectadas con mSPHK2 o hSPHK2, 17% y 26%,
respectivamente, de la actividad SPHK estuvo asoclada a la membrana (figura 3B),
aunque grificas de hidropatla Kyte-Daolittle no sugieren la presencia de dominios
que atraviesan la membrana hidrofébica.

La transfecclon de células HEK 293 con mSPHK2 y hSPHK2 también
resultd en aumentos de 2.2 y 3.3 vaces en SPP, el producto formado por SPHK,
respectivaments (figura 3C), lo que estuvo en concordancia con estudios previos de
niveles de metabolito esfingolipido despuéds de transfecciones con mSPHK1a,
mostrando una falta de correlacién de veces de incremento y actividad enzimética /n
vitro (Kohama, T., Olivera, A., Edsall, 1., Naglec, M. M., Dickson, R. y Spiegel, S., J.
Biol. Chem,, 273, (1988) 23722-23728; Ollvara; A., Kohama, T., Edsall, L. C., Nava,
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V., Cuvillier, O., Poulton, S. y Splegel, S., J. Cell Biol., 147, (1999), 545-558)
racteristicas de mSPHK2 recombinan

Especificidad de substrato

Aunque SPHK2 es altamente homéloga a SPHK1, hay diferencias
sustanciales de secusncia. Por lo tanto, era de interds comparar sus propledades
enziméaticas. Se observaron cinéticas tipicas de Michaslis-Menten para SPHK2
recombinante {datos no mostrados). La Km para D-eritro-esfingosina como substrato
es 3.4 pM, casi idéntica a la Km encontrada previamente para SPHK1 (Olivera, A.,
Kohama, T., Tu, Z., Milstien, S. y Spiegel, S., J. Biol. Chem., 273, (1998), 12576-
12583). Aunque el isdbmero natural D-eritro-esfingosina era el mejor substrato para
SPHK1 (Kohama, T., Olivera, A., Edsall, L., Naglec, M. M., Dickson, R. y Spiegel, S.,
J. Biol, Chem., 273, (1998) 23722-23728), D-eritro-dihidroesfingosina fue un mejor
substrato para SPHK2 que D-eritro-esfingosina (figura 4A). Ademas, aunque D,L-
treo-dihidroesfingosina y fitoesfingosina no fueron fosforiladas por SPHK1, fueron
fosforiladas significativamente por SPHK2, aunque mucho menos eficientemente que
la esfingosina. Como SPHK1, otros lipidos, incluyendo N,N-dimetilesfingosina
(DMS), C2- o C16-ceramida, diacliglicerol y fosfatidilinositol, no fueron fosforilados
por SPHK2 (figura 6A), sugiriendo alta especificidad para la base esfingoide. Se
habta mostrado previamente que DMS y DHS son potentes inhibidores competitivos
de SPHK1 (Edsall, L. C., Van Brocklyn, J. R., Cuvillier, O., Kleuser, B. y Splegel, S.,
Biochemistry, 37, (1998), 12892-12898), y se han usado para bloquear el incremento
del nivel intracelular de SPP que resulta de varios estimulos fisiolégicos (Olivera, A. y
Splegel, S., Nature, 385, (1993), 557-560; Cuvilller, O., Pirianov, G., Kleuser, B.,
Vanek, P. G., Coo, O. A., Gutkind, S. y Spiegel, S., Nature, 381, (1896), 800-803;
Edsall, L. C., Pirfanov, G. G. y Splegel, S., J. Neuroscl, 17, (1997), 6952-6960; Meyer
zu Heringdorf, D., Lass, H., Alsmany, R., Laser, K. T., Neumann, E., Zhang, C.,
Schmidt, M., Rauen, U., Jakobs, K. H. y van Koppen, C. J., EMBO J,, 17, 2830-2837;
Choi, 0.. H., Kim, J.-H. y Klnet, J.-P., Nature, 380, (1896), 634-836; Melendez, A.,
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Floto, R. A., Gilicoly, D. J., Hamnett, M. M. y Allen, J. M., J. Biol. Chem., 273, 9393-
8402; Machwate, M., Rodan, S. B., Rodan, G. A, y Harada, S. |., Mol. Pharmmacol., 54

" (1998), 70-77). Sin embargo, como DHS es un substrato para SPHK2, y el producto,

dihidro-SPP, es tan potente como SPP en la unién y activacién de receptores de la
familia EDG-1 de SPP de superficie celular, no se puede usar como una herramienta
para investigar la funcion de SPHK2. De esta manera, fue importante caracterizar el
potencial inhibidor de DMS no substrato sobre SPHK2. Sorprendentemente, se
encontrd gue aungue DMS también fue un inhibidor potente de SPHK2 (figura 4B),
actué de una manera no competitiva (figura 4C y figura 4D). La Ki para DMS con
SPHK2 fue 12 uM, ligeramente mas alta que la Ki de 4 pM con SPHK1, haciéndolo
una he_rramlenta utll para inhiblr ambos tipos de SPHK.

La mSPHK2 tenia la actividad mas alta en la escala de pH neutro de 6.5
a 8, con actividad 6ptima a pH 7.5 (figura 5A), una dependencia del pH similar a la de
SPHK1 (datos no mostrados). La actividad disminuyd notablemente a valores de pH
por abalo y por arriba de esta escala.

Efectos de KCJ| v NaCl
La mayor parte de la actividad de SPHK en plaquetas humanas estA asociada a la
membrana y es extraible con NaCl 1M (Banno, Y., Kato, M., Hara, A. y Nozawa, Y.,
Biochem. J., 335, (1998), 301-304). Ademés, la SPHK de plaquetas extraible con sal
tiene diferentes propiedades a las de la enzima citosdlica. De este modo, era de
interés determinar el efecto de altas concentraciones de sal sobre SPHK1 y SPHK2
recombinantes. De manera interesante, se encontré que la concentracién iénica alta
tenla efectos completamente opuestos en sus actividades. SPHK1 fue inhibida
notablementa por NaCl y KC| causando cada una inhibicion de 50% a una
concentracion de 200 mM (figura 5B). En contraste, la actividad de SPHK2 fue
estimulada draméticamente aumentando la concentracién de sal, con un efecto
méximo a una concentracién de 400 mM, aunque KCI fue mucho més efectivo que

NaCl. Sin embargo, por arrlba de esta concentracién, la actividad de SPHK2
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disminuyé abruptamente, aunque permanecié elevada incluso a 1M de sal (figura
5C).. De esta manera, las actividlades de SPHK1 y SPHK2 tienen respuestas
completamente opuestas a cambios en la concentracién iénica. El analisis cinético
de mSPHK2 en presencia o ausencia de altas concentraciones de sal indic6 que la
Km para esfingosina estuvo inalterada, pero la Vmax aumentd (figura 5D y figura S5E).
El significado fisioldgico de estas observaciones permanece por determinar, pero

podria estar relacionado con diferentes localizaciones subcelulares.

Presentacién de substrato

Como los esfingolipidos son muy lipofilicos, en ensayos de SPHK in
vitro la esfingosina es presentada usualmente en forma micelar con Triton X-100 o
como un complejo con BSA (Ollvera, A., Rosenthal, J. y Spiegel, S., J. Cell.
Biochem., 80, (1996), 529-537; Olivera, A., Barlow, K. D. y Spiegel, S., Methods
Enzymol, 311, (2000), 215-223). Ademas, se ha mostrado que detergentes como
Triton X-100 estimulan la actividad de SPHK en extractos de cerebro de rata
(Buehrer, B. M. y Bell, R. M., J, Blol. Chem., 267, (1992), 3154-3159) y la enzima de
rifién de rata (Olivera, A., Kohama, T., Tu, Z., Milstien y Spiegel, S., J. Biol. Chem.,
273, (1998), 12576-12583), y se encontré previamente que la estabilidad de SPHK
de rifién de rata se Incrementd en presencia de ciertos detergentes (Olivera, A.,
Kohama, T., Tu, Z., Milstien y Spiegel, S., J. Biol. Chem., 273, (1998), 12576-12583).
Sin embargo, cuando se comparé el efecto de concentraciones crecientes de Triton
X-100 sobre las actividades de SPHK1 y SPHK2, se encontraron algunos resultados
inesperados. Las concentraciones de detergente por debajo de 0.005% no tenlan
efecto, pero a concentraciones més altas se inhibld la actividad de SPHK2 y aumentd
notablemente la actividad de SPHK1 (figura 6A). A una concentracién de Triton X-
100 de 0.5%, la actividad de SPHK1 aumenté en més de 4 veces, mientras que
SPHK2 fue inhlbida casl completamente.

De manera interesante, el aumento de ia concentracién de BSA de las

)3
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condiciones usuales de ensayo de SPHK con complejo esfingosina-BSA como un
substrato, esto es, 0.2 mg/ml de BSA, causé una inhlibicién de la actividad de SPHK2
dependlente de la concentracidn, sin afectar la actividad de SPHK1 (figura 6B). Por
lo tanto, cuando se mida la actividad de SPHK en extractos de célula o tejido, el
método de preparacidén de substrato, ya sea en micelas mezciadas o en complejos
de BSA, se debe optimizar cuidadosamente porque los efectos diferencliales de
Triton X-100 y BSA sobre la actividad, podrian dar diferentes resuttados,
dependiendo de la expresion relativa de los dos tipos de SPHK.

Efectos de lipidos

Los fosfolipldos é&cidos, particularmente fosfatidilserina, y #cido
fosfatidico y fosfatidilinositol, y cardiolipina en menor grado, inducen un aumento en
la actividad de SPHK dependiente de la dosis en lisados de fibroblastos Swiss 3T3,
mientras que los fosfolipidos neutros no tienen efecto (Olivera, A., Rosenthal, J. vy
Spiegel, S., J. Cell. Blochem,, 60, (1998), 528-537). En concordancia, SPHK1 y
SPHK2 fueron estimulados por fosfatidilserina; la actividad de ambos aumentd
méximamente 4 veces a una concentracién de 40 ug/ml (figura 6C) y se inhibid por
concsntraciones méas altas, de manera dependients de la dosis. Estos afectos de
fosfatidliserina parecen ser especificos, puesto que otros fosfollpidos, incluyendo
fosfatidilcolina, no tuvieron efecto sobre la actividad de la enzima. En contraste, las
actividades de las tres formas mayores de SPHK an plaquetas humanas no son
afectadas por fosfatidilserina (Banno, Y., Kato, M., Hara, A, y Nozawa, Y., Biochem.
J., 335, (1998), 301-304).

El mecanismo mediante el cual la fosfatidilserina incrementa la actividad
enzimética de SPHK no estd bien comprendido. Una posibilidad es que la
fosfatidilserina posee propiedades Gnicas de estructura de membrana que presentan
mejor el substrato, esfingosina. Una segunda posibilidad es que SPHK contiene
determinantes que reconocen especificaments la estructura del grupo de cabeza de

serina, y que estos determinantes solo pueden llegar a exponerse por interaccién de
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SPHK con membranas. A este respecto, la base molecular para la notable
especificidad de proteina cinasa K por fosfatidilserina, ha sido el sujeto de mucho
debate. Sin embargo, datos recientes revelan que la estructura del lipido y no la
estructura de la membrana, es el mayor determinante en la regulacidn de proteina
cinasa C por fosfatidilserina (Johnson, J. E., Zimmerman, M. L., Daleke, D. L. y
Newton, A. C., Biochemistry, 37, (1998), 12020-12025).

La presencia de ESTs miltiples en la base de datos con homologlas
significativas con SPHK1, asi como la identificacién de varios genes en S. cerevisiae
que codlifican diferentes SPHKs (Nagiec, M. M., Skrzypek, M., Nagiec, E. E., Lester,
R. L. y Dickson, R. C., J. Biol. Chem., 273, (1898), 19437-19442) sugiere que puede
haber una familia de genes de SPHK grande e importante. Aunque SPHK2 tiene un
alto grado de homologia con SPHK1, especiaimente en los dominios conservados
previamente identificados, identificados en SPHKs de tipo 1 (Kohama, T., Olivera, A.,
Edsall, L., Nagiec, M. M., Dickson, R. y Splegel, S., J. Biol. Chem,, 273, (1998),
23722-23728), es mucho més grande (65.2 y 65.6 kDa para SPHK1 y SPHK2,
respectivamente, contra 42.4 kDa para mSPHK1a), y contiene 236 aminoacidos
adicionales. Ademés, su expresién diferencial en tejido, expresién temporal en el
desarrollo, localizacion celular y propiedades cinéticas en respuesta a.concentracion
ibnica creciente y detergentes, son completamente diferentes de las de SPHK1,
sugiriendo que muy probablemente tiene una funcién diferente y regula los niveles de
SPP de una manera diferente que SPHK1, que se sabe tiene una funcién prominente
en la regulacién del crecimiento y supefvivencia celular. De esta manera, se
considera que SPHK del tipo 2 esta involucrada en la regulacién de algunas de las
numerosas respuestas bioldgicas atribuidas a SPP, tales como anglogénesis y

respuestas alérgicas.
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Secuencla para GenBank 1 EMBC Bank Accession No. bankit325787

1 aattcggcac gagggaggac cgagtaaacc gaggcticca gaaccaaaga gaagtcagec
61 tgaggaaagg getgggacee ggagectcte tggectttce cegteectge tetaacacte

121 tccaggggta aagggaccgg agaatcagag acatgatcgg agettgetgg acgagtcgeg
181 tggtgactct ctggccgeac gecgaccget teteggtgge tegeggagga cecggtggge
241 tgtgtgtcgg agcctccgaa gtagetggaa teacegtctt tcaacacttg gectpgetet

301 gcecatitaaa gttgtgatct tggaggetgg tccaggagct gaccacaage caagagcecta
361 ggagtgcttg ggactgaacc agggtcatgg ccccaccacc actactgeca gtggetgeca
421 gcactccaat cctgeacgge gagtttggtt cctaccegge caacggecca cggtitgece
481 tcaccctcac aacacaagce ctacacatac agegactacg cccaaageca gaagecegge
541 cccgagatgg tctagtctct ctggatgagg tetcgggetg tggeaceetg cagageegta
601 goccegagga cactgeagee tacttctgea totacaccta cecacgigge cgtcgagggg
861 geoggegeag agetacgegg accttcoggg cggatgggge caccacttat gaggagaate
721 gtgcagagge ccagegetgg gecactgeee teacgtgtet cotecgagga gtgectetgt
781 caggggacca ggaaatcace cctgaatige tgececggaa geccaggetg cicatattgg
841 tcaatccctt tggggogego ggectggect ggeagegetg tatggaceac giggtgecaa
901 tgatctctga agctgggetg tecttcaace tcatacagac ageacgacag aaccatgece
961 gtgagctggt gecaggggtta agcetgagty agtgggaagg cattgteact gtgtctggag
1021 acgggelget ttacgapgty cigaatggge tectigatcg gecagactgg gaggatgeeg
1081 tgcggatgcc cattggtgte cteceetgtg gatcgggeaa tgegctaget gaggeggtga
1141 gccatcatgg cgggtttgag caggttgteg gtgttgacct gttgctcaac tgetegettc

1201 tictetgeeg tggtggeage catectelgg acttgetete tgigacgeta gectegggat
1261 ccegetgttt ttecticctg tcagtggect ggggatictt gtcagatgtg gacaticaca

1321 gtgagegett cagggeectg ggeagegctc gattcacact gggtgeagtg ctaggectag
1381 cctegtigea tacctacegt ggacgectet ectacetece cgetaccaca gaaccagect
1441 tgceeatece aggecacagt ctgecicgag ccaagtcaga actagtcttg getccagece
1501 cagccccege cgecaceeac tegectctac ategatetgt gtetgacctg ceectgeece
1561 ttccceagec tgeettggte tecectgget cooctgagee cotgectgac cigtecctea
1621 atggtggtgg tccagagetg actggagact ggggaggage tggggatgea cctctgteee
1681 cagacccact getgectica teccccaacy cictcaaaac agctcagett tcacceateg
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1741 ctgaagggcc cccagaaatg ccagceatctt cggggtteet gectcecace cacagtgece
1801 cagaagcctc tacctgggge ccagtggace acctecteee teceetggge tetccactge
1861 cccaagactg ggtgacaata gagggggagt ttgtactcat gtigggeatc ttgacgagec
1921 acctetgege agaccigatg geagecccac atgcacgett tgatgatgge gttgtgcace
1981 iptgtigggt geggagegge atctcacggg ctgeacttct acgcatttit ctggecatgg
2041 agcatggaaa ccacttcage ctgggcetgee cceatetggg ctatgetgea geacgtgect
2101 tcegecttga accactcacg cetegtggec tgcteactgt agatggggag ttagtggagt
2161 atgggccaat acaggcgeag gtgcacceag gtotegecac getgctcact gggectgeag
2221 gtcaaaagcc acaagcciga acgagectaa aageatggeg agttggtgga accagegece
2281 cataggctaa gatctatcat ttacaggtag aagtggggec cgeactcaga actgtgagga
2341 gggtggagag tggtcctgac cctcagticc cagaggacct agaggetcga gogtggggec
2401 {gectttctt gatgtccaat gatggggect ggaatgtatg agetagecaag gettetteag
2461 cttattgacc agccagggtt tettettgee tacteceggtg cetetacttg actggecaat

2521 cagcccttga ggggeaggatt cccocaggtg gtecccagat ttgcactaat gttectecee
2581 tggccagtta gggatgggat gtictgtgte tigtgigtce ctctecctag tctaaaaage

2641 aatigaaaag gtctatgcaa taaaggtigt tgcticectc taaaaaaaaa anaaaaas

Secuencia para Gen Bank 1 EMBC Bank Accesslion No.bankit325752

1 gccaccatgg cecogeecee accgecactg gelgecagea coeegeteet ceatggegag

61 tttggctcet acccageceg aggeccacgc titgeectea cecttacatc gcaggecctg

121 cacatacagc ggctgcgece caaacctgaa gecaggecce ggggtggect ggteeegtig
181 gcegaggtct caggetgetg caccctgega agecgeagec cotcagacts ageggectac
241 ttctgeatct acacctacce toggggecgg cgegaggece ggegeagage cactogeacc
301 ttccgggeag atggggecge cacctacgaa gagaaccgtg ccgaggecca gegetgggec
361 actgecectica cetgtctget cogaggactg ceactgeceg gggatgggga gatcaccect
421 gacctgctac cteggecgee ceggtigett ctattggtca atcoetitgg gggtcgogac

481 ctggectgge agtggtgtaa gaaccacgtg ctteccatga tetctgaage tgggctgtec

541 ticaacctca tccagacaga acgacagaac cacgeccggg agetggtcca ggggcetgage
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801 ctgagtgagt gggatggcat cgtcacggtc tcgggagacg ggetgeteca tgaggtgetg
661 aacgggctcc tagatcgecce tgactgggag gaagcetgtga agatgectgt gggcatecte
721 ccctgegget cgggoaacge gotggecgga geagtgaace agcacggggg afttgageca
781 gecetgggec tegacetgtt getcaactge teactgtige tgtgecgggg tggtagecac

841 ccactggace tgeteteegt gacgetggec tegggetece getgtticte cttectgtet

901 gtggcetggg gettegtgtc agatgtggat atccagageg agegcttcag ggectiggge
861 agtgceeget tcacactggg cacggigely ggectegeca cactgeacac ctaccgegga
1021 cgectetect accteceege cactgtggaa cetgectege ccacceetge ccatagectg
1081 cctegtgeca agtcggagcet gaccctaace cecagacccag cecegeccat ggeccactea
1141 ccectgeate gttetgtgte tgacctgect citccectge cccagectge cetggectet

1201 cetggetege cagaaccect goeceatectyg teectcaacg gtgggggece agagetgget
1261 ggogactggg gtagggctgg ggatgcteeg ctgtceccgg acceactget gtettcacct
1321 cctggetetc ccaaggeage totacactca cecegteteeg aaggggecce cgtaaticee
1381 ccatcctcetg ggeteccact teccaccect gatgeceggg taggggecte cgacctgegge
1441 ccgecegacc acctgetgee tecgetggge acceegelge cceeagactg gtgacgetg
1501 gagggggact tigtgcteat gttggeeate tegeccagec acctaggege tgaccetggtg
1561 geagctecge atgegegett cgacgacgge ctggtgeace tgtgetgggt gegtagegge
1621 atctcgeggg ctgegetget gegectittc tiggecatgg agegtggtag ceacttcage
1681 ctgggctgtc cgeagctggg ctacgecgeg geecgtgect tecgectaga geegeteaca
1741 ccacgepgeg tgctcacagt ggacggggag caggtggagt atgggecgct acaggcacag
1801 atgcaccctg geatcggtac actgctcact gggcctectg getgeecggg gegggagece
1861 tgaaactaaa caagcttggt acccgecggg ggeggagect acattccaat ggggeggage
1921 tigagctagg gggtgtggce tggctyctag agtigtogty geaggggecc tggeeeegte
1981 tcaggatige getegetitc atgggaccag acgtgatgct ggaaggtggg cgtcgtcacg
2041 gttaaagaga aatgggcteg tcccgagggt agtgectgat caatgaggge ggagectgge
2101 gtctgatcty ggpecgecct tacggggeag ggeteagtee tgacgettge cacctgetee
2161 tacccggeca ggatggcetga gggeggagtc tattitacge gtcgeccaat gacaggacct
2221 ggaatgtact ggctggggta ggcctcagty agtcggeegg teagggeceg cagectcgee
2281 ccatceactc cggtgectec atitagetgg ccaatcagee caggaggggc aggttceceg

2341 gggeepgege taggatitge actaatgitc ctctcccege



10

15

51

SEQ ID NO. 14
Secuencia de aminoécidos de SPHK2 de humano

MAPPPPPLAASTPLLHGEFGSYPARGPRFALTLTSQALHIQRLRPKPEARPRGGL
VPLAEVSGCCTLRSR
SPSDSAAYFCIYTYPRGRRGARRRATRTFRADGAATYEENRAEAQRWATALTCL
LRGLPLPGDGEITPDL
LPRPPRLLLLVNPFGGRGLAWQWCKNHVLPMISEAGLSFNLIQTERQNHARELV
QGLSLSEWDGIVTVSG ,
DGLLHEVLNGLLDRPDWEEAVKMPVGILPCGSGNALAGAVNQHGGFEPALGLD
LLLNCSLLLCRGGGHPL
DLLSVTLASGSRCFSFLSVAWGFVSDVDIQSERFRALGSARFTLGTVLGLATLHT
YRGRLSYLPATVEPA
SPTPAHSLPRAKSELTLTPODPAPPMAHSPLHRSVSDLPLPLPQPALASPGSPEPL
PILSLNGGGPELAGD
WGGAGDAPLSPDPLLSSPPGSPKAALHSPVSEGAPVIPPSSGLPLPTPDARVGA
STCGPPDHLLPPLGTP
LPPDWVTLEGDFVLMLAISPSHLGADLVAAPHARFDDGLVHLCWVRSGISRAALL
RLFLAMERGSHFSLG
CPQLGYAAARAFRLEPLTPRGVLTVDGEQVEYGPLQAQMHPGIGTLLTGPPGCP
GREP

123
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SEQID NO, 12

Secuencla de aminoécidos de SPHK2 de ratén

MAPPPLLPVAASTPILHGEFGSYPANGPRFALTLTTQALHIQRLRPKPEARPRD
GLVSLDEVSGCGTLQS
RSPEDTAAYFCIYTYPRGRRGGRRRATRTFRADGATTYEENRAEAQRWATALT
CLLRGVPLSGDQEITPE
LLPRKPRLLILVNPFGGRGLAWQRCMDHVVPMISEAGLSFNLIQTERQNHAREL
VQGLSLSEWEGIVTVS
GDGLLYEVLNGLLDRPDWEDAVRMPIGVLPCGSGNALAGAVSHHGGFEQVVG
VDLLLNCSLLLCRGGSHP
LDLLSVTLASGSRCFSFLSVAWGFLSDVDIHSERFRALGSARFTLGAVLGLASL
HTYRGRLSYLPATTEP
ALPIPGHSLPRAKSELVLAPAPAPAATHSPLHRSVSDLPLPLPQPALVSPGSPEP
LPDLSLNGGGPELTG
DWGGAGDAPLSPDPLLPSSPNALKTAQLSPIAEGPPEMPASSGFLPPTHSAPE
ASTWGPVDHLLPPLGSP
LPQDWVTIEGEFVLMLGILTSHLCADLMAAPHARFDDGVVHLCWVRSGISRAAL
LRIFLAMEHGNHFSLG
CPHLGYAAARAFRLEPLTPRGLLTVDGELVEYGPIQAQVHPGLATLLTGPAGQK
PQA

19y
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Se apraciara que la presente especificacion se expone a manera de
ilustracién y no de limitacién, y que se pueden hacer varios cambios y modificaciones

sin apartarse del esplritu y aicance de la presente invencion.

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> SANKYO COMPANY, LIMITED
GEORGETOWN UNIVERSITY

<120> Isoformas de esfingosina cinasa tipo 2 de mamifero, clonacién,
expresién y métodos de uso de las mismas.

<130> 00170PCT/HG

<140>
<141>

<150> US 60/194,318
<151> 2000-04-03

<180> 15
<170> Patentin Ver. 2.0

<210> 1

<211> 26

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 1
cclpggtgcea cetgegectg tattgg 26

<210> 2

<211> 24

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 2
ccagtcitgg ggcagtggag agce 24

<210>3

<211> 16

<212> ADN

<213> Mus musculus

7
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<400> 3
aggtagaggc ttctgg 16

<210> 4

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificlal

<220>
<223> Descripcidn de secuencia artificial: Iniciador de Ancla Abreviado 5'RACE

<220>

<221> base modificada
<222> (24)..(25)
<223> |

<220>

<221> base modificada
<222> (29)..(30)

<223> j

<220>

<221> base modificada
<222> (34)..(35)
<223> j

<400> 4
ggccacgegt cgactagtac gggnngggnn gggnng 36

<210> 5

<211> 22

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 5
gogatgggtg aaagctgage tg 22

<210>6

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcidn de secuencia artlificial: Iniciador de Amplificacion
Universal Abreviado

/9
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<400> 8
ggccacgcgt cgactagtac

<210> 7

<211> 22

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 7
agtctccagt cagcictgga cc

<210> 8

<211> 16

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 8
cccactcact cagget

<210> 9

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 9
gaaggacagc ccagcticag ag

<210> 10

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo saplens

<400> 10
attgaccaat agaagcaacc

20

22

16

22

20

-
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<220>

<221> CDS

<222> (387)..(2237)

<300>

<302> "Molecular cloning and functional characterization of a
novel mammalian sphingosine kinase type 2 isoform®

<303> J. Biol. Chem.

<304> 275

<305> 26

<306> 19513-19520

<308> AF245448

<400> 11
asitcggcac gagggaggac cgagtaaace gaggcticca gaaccaaaga gaagtcagee 60

tgaggaaagg getgggacce ggagectcic tggecttice cegtecetge tetaacacte 120
tecaggggta asgggaccgg agaatcagag acatgategg ageitgetag acgagtcgog 180
tggtgactct ctggeegeac geegaceget teteggtgge togeggagga coeggtggge 240
totgtgtcgg agectecgaa gtagetggaa tcacegtctt tcaacacttg gectggetct 300
gecatttaaa gtigtgatct tggaggetgg tecaggaget gaccacaage caagagecta 360
ggagtgcttg ggactgaace agggtc atg gee cca cea cca cta ctg cca gtg 413

Met Ala Pro Pro Pro Leu Leu Pro Val

1 5

gct gee age act cca ate ctg cac gge gag tit ggt tec tac ecg gecc 461

Ala Ala Ser Thr Pro lle Leu His Gly Glu Phe Gly Ser Tyr Pro Ala
10 15 20 25

724
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aac ggce cca cgg ttt gee ctec acc ctc aca aca caa gec cta cac ata 509
Asn Gly Pro Arg Phe Ala Leu Thr Leu Thr Thr Gin Ala Leu His lie
30 35 40

cag cga cta cgc cca aag cca gaa gee cgg cec cga gat ggt cta gtc 557
Glin Arg Leu Arg Pro Lys Pro Glu Ala Arg Pro Arg Asp CGly Leu Val
45 50 55

tct ctg gat gag gtc tog gge tgt gge ace ctg cag age cgt age ceec 605
Ser Leu Asp Glu Val Ser Gly Cys Gly Thr Leu Gin Ser Arg Ser Pro
60 65 70

gag gac act gca gec tac ttc tge atc tac acc tac cca cgt ggc cgt 653
Glu Asp Thr Ala Ala Tyr Phe Cys Ile Tyr Thr Tyr Pro Arg Gly Arg
75 80 85

cga ggg ggc cgg cge aga get acg cgg acc tte cgg geg gat ggg gec 701
Arg Gly Gly Arg Arg Arg Ala Thr Arg Thr Phe Arg Ala Asp Gly Ala

90 85 100 105

acc act tat gag gag aat cgt gca gag gec cag cge tgg gec act gee 749
Thr Thr Tyr Glu Glu Asn-Arg Ala Glu Ala Gin Arg Trp Ala Thr Ala
110 115 120

ctc acg tgt cte ctc cga gga gtg cct ctg tca gog gac cag gaa atc 797
Leu Thr Cvs Leu Leu Ara Glv Val Pro Leu Ser Glv Asp Gin Glu lle



10

15

20

25

58

Pro Phe Gly Gly Arg Gly Leu Ala Trp Gin Arg Cys Met Asp His Val
155 160 165

gtg cca atg ate tct gaa get ggg cig tee tte aac cic ata cag aca 941
Val Pro Met lle Ser Glu Ala Gly Leu Ser Phe Asn Leu lle GIn Thr
170 176 180 185

gaa cga cag aac cat gec cgt gag ctg gtg cag ggg tta agc ctg agt 989
Glu Arg Gin Asn His Ala Arg Glu Leu Val Gin Gly Leu Ser Leu Ser
180 195 200

gag tgg gaa ggc att gte act gtg tet gga gac ggg ctg ctt tac gag 1037
Glu Trp Glu Gly lle Val Thr Val Ser Gly Asp Gly Leu Leu Tyr Glu
205 210 215

gtg ctg aat ggg ctc ctt gat cgg cca gac tog gag gat gec gtg cgg 1085
Val Leu Asn Gly Leu Leu Asp Arg Pro Asp Trp Glu Asp Ala Val Arg
220 225 230

atg ccc att ggt gte cte cec tgt gga teg gge aat geg cta getggg 1133
Met Pro lle Gly Val Leu Pro Cys Gly Ser Gly Asn Ala Leu Ala Gly
235 240 245

geg gtg agc cat cat gge gagg ittt gag cag ott gtc ggt gt gac ctg 1181

Ala Val Ser His His Gly Gly Phe Glu Gin Vai Val Gly Val Asp Leu

250 255 260 265

ttg ctc aac tge tog ctt ctt cte tge ogt ggt gge age cat cet ctg 1229

Leu Leu Asn Cys Ser Leu Leu Leu Cys Arg Gly Gly Ser His Pro Leu
270 275 280
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gac ttg cte tct gtg acg cta gec teg gga tec cge tot tt tec tte 1277
Asp Leu Leu Ser Val Thr Leu Ala Ser Gly Ser Arg Cys Phe Ser Phe
285 290 295

ctg tca gtg gee tgg gga tic ttg tca gat gtg gac att cac agtgag 1325
Leu Ser Val Ala Trp Gly Phe Leu Ser Asp Val Asp lle His Ser Glu
300 305 310

cgc tic agg gee ctg gge age get cga ttc aca ctg ggt gca gtg cta 1373
Arg Phe Arg Ala Leu Gly Ser Ala Arg Phe Thr Leu Gly Ala Val Leu

315 320 325

ggc ctg gec teg ttg cat ace tac cgt gga cge cte tec tac cte cce 1421
Gly Leu Ala Ser Leu His Thr Tyr Arg Gly Arg Leu Ser Tyr Leu Pro
330 335 340 345

gct acc aca gaa cca gec ttg coc atc cca ggce cac agt ctg cctcga 1469
Ala Thr Thr Glu Pro Ala Leu Pro lle Pro Gly His Ser Leu Pro Arg
350 355 360

gcc aag tca gaa cta gtc ttg get cca gec cea gee cee gec gec ace 1517
Ala Lys Ser Glu Leu Val Leu Ala Pro Ala Pro Ala Pro Ala Ala Thr
385 370 375

cac tcg cct cta cat cga tct gtg tet'gac ctg ccc ctg ccc cttccc 15685
His Ser Pro Leu His Arg Ser Val Ser Asp Leu Pro Leu Pro Leu Pro
380 385 390

cag cct goc ttg gtc tee cet gge tee ect gag cec ctg cct gac ctg 1613
Gin Pro Ala Leu Val Ser Pro Gly Ser Pro Glu Pro Leu Pro Asp Leu
395 400 405
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tec cic aat ggt ggt ggt cca gag ctg act gga gac tgg gga gga get 1661
Ser Leu Asn Gly Gly Gly Pro Glu Leu Thr Gly Asp Trp Gly Giy Ala
410 415 420 425

ggg gat gca cct ctg toc cca gac cca ctg ctg cct tea tee ccc aac 1709

Gly Asp Ala Pro Leu Ser Pro Asp Pro Leu Leu Pro Ser Ser Pro Asn
430 435 440

get ctc aaa aca get cag ctt tca ccc atc got gaa gog ccc cca gaa 1757
Ala Leu Lys Thr Ala Gin Leu Ser Pro lle Ala Glu Gly Pro Pro Glu
445 450 455

atg cca gca tct tcg ggg ttc ctg cct cee ace cac agt gec cca gaa 1805
Met Pro Ala Ser Ser Gly Phe Leu Pro Pro Thr His Ser Ala Pro Glu
460 485 470

gec tet ace tgg gge cca gtg gac cac cic cte cet cee otg gge tet 1853
Ala Ser Thr Trp Gly Pro Val Asp His Leu Leu Pro Pro Leu Gly Ser
A75 480 485

cca cig ccc caa gac tgg gig aca ata gag ggg gag tit gta ctc atg 1901
Pro Leu Pro Gin Asp Trp Val Thr lle Giu Gly Giu Phe Val Leu Met
480 495 500 505

ttg ggc atc ttg acg age cac cte tge gea gac cig atg gca geccca 1949
Leu Gly lle Leu Thr Ser His Leu Cys Ala Asp Leu Met Ala Ala Pro
510 515 520

cat gca cgce tit gai gat gge git gtg cac ctg tgt tgg otg cog age 1987
His Ala Arg Phe Asp Asp Gly Val Val His Leu Cys Trp Val Arg Ser
525 530 535
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ggc atc tca cgg gct gea cit cta cge att tit ctg gec atg gag cat 2045
Gly lle Ser Arg Ala Ala Leu Leu Arg lle Phe Leu Ala Met Glu His
540 545 550

gga aac cac ftc age ctg gge ige cce cat ctg gge tat get gca gca 2093
Gly Asn His Phe Ser Leu Gly Cys Pro His Leu Gly Tyr Ala Ala Ala
555 560 565

cgt gece ttc cge cit gaa cea cte acg cct cgt gge cig ctc act gta 2141
Arg Ala Phe Arg Leu Glu Pro Leu Thr Pro Arg Gly Leu Leu Thr Val
570 575 580 585
gat ggg gag tta gtg gag tat ggg cca ata cag gog cag gtg caccca 2189
Asp Gly Glu Leu Val Glu Tyr Gly Pro lle GIn Ala Gin Val His Pro
590 595 600

gat ctc gee acg ctg cte act ggg cct gea ggt caa aag cca caa gec 2237
Gly Leu Ala Thr Leu Leu Thr Gly Pro Ala Gly Gin Lys Pro Gin Ala

605 610 615
tgaacgagce taaaagcatg gegagttggt ggaaccageg ccccatagge taagatctat 2297
catttacagg tagaagtgpg geccgeacic agaacigiga ggagggtgga gagtggtect 2357
gacccteagt tcccagagga cotagagget cgagagtgag gectgectit citgatgtce 2417

aatgatgggg cctggaatgt atgagctagce aaggcttcit cagettatty accagecagg 2477

gtttcttctt gectacteeg gtgecteiac tigaciggee aatcagecct tgaggggcag 2537



62

gttcecceag gtggtcceea gattigeact aatgttecte coctggecag ttagggatgg 2597
gaigttcigt gtctigiglg tcccteteee tagtctaaaa ageaattgaa aaggtctatg 2657
caataaaggt tgtigcttee ctctaaaaaa aaaanaaaaa a ' 2698

<210> 12
<211> 617
<212> PRT
<213> Mus musculus
G 10
<400> 12
Met Ala Pro Pro Pro Leu Leu Pro Val Ala Ala Ser Thr Pro iie Leu
1 5 10 15

His Gly Glu Phe Gly Ser Tyr Pro Ala Asn Gly Pro Arg Phe Ala Leu
20 25 30 -
15
Thr Leu Thr Thr Gln Ala Leu His lle Gin Arg Leu Arg Pro Lys Pro
35 40 45

O Glu Ala Arg Pro Arg Asp Gly Leu Val Ser Leu Asp Glu Val Ser Gly
50 55 60
20
Cys Gly Thr Leu Gin Ser Arg Ser Pro Glu Asp Thr Ala Ala Tyr Phe
65 70 75 80
Cys lle Tyr Thr Tyr Pro Arg Gly Arg Arg Gly Gly Arg Arg Arg Ala
85 90 95
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Thr Arg Thr Phe Arg Ala Asp Gly Ala Thr Thr Tyr Glu Glu Asn Arg
100 105 110

Ala Glu Ala Gin Arg Trp Ala Thr Ala Leu Thr Cys Leu Leu Arg Gly
115 120 125

Val Pro Leu Ser Gly Asp Gin Glu lle Thr Pro Glu Leu Leu Pro Arg
130 135 140

Lys Pro Arg Leu Leu lle Leu Val Asn Pro Phe Gly Gly Arg Gly Leu
145 150 155 180

Ala Trp Gin Arg Cys Met Asp His Val Val Pro Met lle Ser Glu Ala
165 170 175

Gly Leu Ser Phe Asn Leu lle Gin Thr Glu Arg Gin Asn His Ala Arg
180 185 190

Glu Leu Val GIn Gly Leu Ser Leu Ser Glu Trp Glu Gly lle Val Thr
185 200 205

Val Ser Gly Asp Gly Leu Leu Tyr Glu Val Leu Asn Gly Leu Leu Asp
210 215 220

Arg Pro Asp Trp Glu Asp Ala Val Arg Met Pro lie Gly Val Leu Pro
225 230 235 240

Cys Gly Ser Gly Asn Ala Leu Ala Gly Ala Val Ser His His Gly Gly
245 250 255

Phe Glu Gin Val Val Gly Val Asp Leu Leu Leu Asn Cys Ser Leu Leu
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260 265 270

Leu Cys Arg Gly Gly Ser His Pro Leu Asp Leu Leu Ser Val Thr Leu
275 280 285

Ala Ser Gly Ser Arg Cys Phe Ser Phe Leu Ser Val Ala Trp Gly Phe
290 295 300

Leu Ser Asp Val Asp lle His Ser Glu Arg Phe Arg Ala Leu Gly Ser

305 310 315 320

Ala Arg Phe Thr Leu Gly Ala Val Leu Gly Leu Ala Ser Leu His Thr
325 330 335

Tyr Arg Gly Arg Leu Ser Tyr Leu Pro Ala Thr Thr Glu Pro Ala Leu
340 345 350

Pro lle Pro Gly His Ser Leu Pro Arg Ala Lys Ser Glu Leu Val Leu
355 360 365

Ala Pro Ala Pro Ala Pro Ala Ala Thr His Ser Pro Leu His Arg Ser
370 375 380

Val Ser Asp Leu Pro Leu Pro Leu Pro Gin Pro Ala Leu Val Ser Pro
385 380 385 400

Gly Ser Pro Glu Pro Leu Pro Asp Leu Ser Leu Asn Gly Gly Gly Pro
405 410 415

Glu Leu Thr Gly Asp Trp Gly Gly Ala Gly Asp Ala Pro Leu Ser Pro
420 425 430
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260 285 270

Leu Cys Arg Gly Gly Ser His Pro Lau Asp Leu Leu Ser Val Thr Leu
275 280 285

Ala Ser Gly Ser Arg Cys Phe Ser Phe Leu Ser Val Ala Trp Gly Phe
290 205 300

Leu Ser Asp Val Asp lle His Ser Glu Arg Phe Arg Ala Leu Gly Ser

305 310 315 320

Ala Arg Phe Thr Leu Gly Ala Val Leu Gly Leu Ala Ser Leu His Thr
325 330 335

Tyr Arg Gly Arg Leu Ser Tyr Leu Pro Ala Thr Thr Glu Pro Ala Leu
340 345 350

Pro fle Pro Gly His Ser Leu Pro Arg Ala Lys Ser Glu Leu Val Leu
355 360 365

Ala Pro Ala Pro Ala Pro Ala Ala Thr His Ser Pro Leu His Arg Ser
370 375 380

Val Ser Asp Leu Pro Leu Pro Leu Pro Gin Pro Ala Leu Val Ser Pro
385 390 305 400

Gly Ser Pro Glu Pro Leu Pro Asp Leu Ser Leu Asn Gly Gly Gly Pro
405 410 415

Glu Leu Thr Gly Asp Tip Gly Gly Ala Gly Asp Ala Pro Leu Ser Pro
420 425 430
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Asp Pro Leu Leu Pro Ser Ser Pro Asn Ala Leu Lys Thr Ala Gin Leu
435 440 445

Ser Pro lle Ala Glu Gly Pro Pro Glu Met Pro Ala Ser Ser Gly Phe
450 455 460

Leu Pro Pro Thr His Ser Ala Pro Giu Ala Ser Thr Trp Gly Pro Val
465 470 475 480

Asp His Leu Leu Pro Pro Leu Gly Ser Pro Leu Pro Gin Asp Trp Val
485 490 495

Thr lle Glu Gly Glu Phe Val Leu Met Leu Gly lle Leu Thr Ser His
500 505 510 ’

Leu Cys Ala Asp Leu Met Ala Ala Pro His Ala Arg Phe Asp Asp Gly
515 520 525
Val Val His Leu Cys Trp Val Arg Ser Gly lle Ser Arg Ala Ala Leu
530 535 540

Leu Arg lie Phe Leu Ala Met Glu His Gly Asn His Phe Ser Leu Gly
545 550 . 555 560

Cys Pro His Leu Gly Tyr Ala Ala Ala Arg Ala Phe Arg Leu Glu Pro
565 570 575

Leu Thr Pro Arg Gly Leu Leu Thr Val Asp Gly Glu Leu Val Glu Tyr
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Gly Pro lie Gin Ala Gin Val His Pro Cly Leu Ala Thr Leu Leu Thr
595 600 . 605

Gly Pro Ala Gly Gin Lys Pro Gin Ala
610 615

<210> 13

<211> 2380

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS
<222> (7)..(1860)

<300>

<302> “Molecular cloning and functional characterization of a
novel mammalian sphingosine kinase type 2 isoform®

<303> J. Biol. Chem.

<304> 275

<305> 26

<306> 19513-18520

<308> AF245447

<400> 13
gecace atg geec ceg ccc cea ccg cea ctg get gec agec accccgcte 48
Met Ala Pro Pro Pro Pro Pro Leu Ala Ala Ser Thr Pro Leu
1 5 10
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cic cat ggc gag tit ggc tee tac cca gee cga gge cca cge tit gec 96
Leu His Gly Glu Phe Gly Ser Tyr Pro Ala Arg Gly Pro Arg Phe Ala
15 20 25 30

ctc acc ctt aca tcg cag gece ctg cac ata cag cgg ctg cgc ccc aaa 144
Leu Thr Leu Thr Ser Gin Ala Leu.His lle Gln Arg Leu Arg Pro Lys
35 40 45

cct gaa gec agg ccc cgg gat gge cfg gt cop tig gec gag gic tca 192
Pro Glu Ala Arg Pro Arg Gly Gly Leu Val Pro Leu Ala Glu Val Ser
50 55 60

ggc tge tge acc ctg cga age cge age cce tea gac tea geg gec tac 240
Gly Cys Cys Thr Leu Arg Ser Arg Ser Pro Ser Asp Ser Ala Ala Tyr
65 70 75

tic tgc atc tac acc tac cct cgg gge cgg cge ggg gee cgg cgc aga 288
Phe Cys lle Tyr Thr Tyr Pro Arg Gly Arg Arg Gly Ala Arg Arg Arg
80 85 80

gec act cge acc ttc cgg gea gat ggg gec gee ace tac gaa gag aac 336
Ala Thr Arg Thr Phe Arg Ala Asp Gly Ala Ala Thr Tyr Glu Glu Asn
95 100 105 110

cgt gee gag gece cag cge tgg gee act gee cte acc tgt cig ctccga 384
Arg Ala Glu Ala Gin Arg Trp Ala Thr Ala Leu Thr Cys Leu Leu Arg
115 120 125

gga ctg cca ctg ccc ggg gat ggg gag atc ace cot gac ctg cta cct 432
Gly Leu Pro Leu Pro Gly Asp Gly Glu lle Thr Pro Asp Leu Leu Pro
" 130 135 140

7?0
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cgg ccg ccc cgg g ctit cta tig gtc aat cec tit ggg ggt cgg gge 480
Arg Pro Pro Arg Leu Leu Leu Leu Vat Asn Pro Phe Gly Gly Arg Gly
145 150 155

ctg gec tgg cag tgg tgt aag aac cac gtg ctt ccc atg atc tct gaa 528
Leu Ala Trp Gin Trp Cys Lys Asn His Val Leu Pro Met lle Ser Glu
160 165 170

gct ggg ctg tce ttc aac cte atc cag aca gaa cga cag aac cac gcc 576

Ala Gly Leu Ser Phe Asn Leu lle GIn Thr Glu Arg Gin Asn His Ala
175 180 185 180

cgg gag ctg gtc cag ggg clg age ctg agt gap tgg gat gge atc gic 624
Arg Glu Leu Val Gin Gly Leu Ser Leu Ser Glu Trp Asp Gly lle Val
195 200 205

acg gtc teg gga gac ggg clg cic cat gag gig cig aac ggg ctc cta 672
Thr Val Ser Gly Asp Gly Leu Leu His Glu Val Leu Asn Gly Leu Leu

210 215 220

gat cge cct gac igg gag gaa get gtg aag atg cct gtg gge atc ctc 720
Asp Arg Pro Asp Trp Glu Glu Ala Val Lys Met Pro Val Gly lle Leu
225 230 235

ccc tge ggc teg gge aac geg ctg gee gga gea gig aac cag cac ggg 768
Pro Cys Gly Ser Gly Asn Ala Leu Ala Gly Ala Val Asn Gin His Gly
240 245 250

gga itt gag cca gee ctg gge cte gac cig ttg cic aac tge tca ctg 816
Gly Phe Glu Pro Ala Leu Gly Leu Asp Leu Leu Leu Asn Cys Ser Leu
255 260 285 270

2/
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ttg ctg tgc cpg ggt ggt gge cac cea ctg gac clg cte fce gtg acg 864
Leu Leu Cys Arg Gly Gly Gly His Pro Leu Asp Leu Leu Ser Val Thr

275 280 285

ctg gee tcg gge tee cge tgt tie tee te cig tet gig gec tgg gge 812
Leu Ala Ser Gly Ser Arg Cys Phe Ser Phe Leu Ser Val Ala Trp Gly

290 295 300

ttc gtg tca gat gtg gat atc cag agc gag cgc tic agg gec ttg ggc 960
Phe Val Ser Asp Val Asp lle Gin Ser Glu Arg Phe Arg Ala Leu Gly
305 310 315

agt gce cgc ttc aca ctg gge acg gtg ctg gge cte gee aca ctg cac 1008
Ser Ala Arg Phe Thr Leu Gly Thr Val Leu Gly Leu Ala Thr Leu His

320 325 330

ace tac cge gga cgc cte tee tac cte cec gee act gtg gaa cct gec 1058

Thr Tyr Arg Gly Arg Leu Ser Tyr Leu Pro Ala Thr Val Glu Pro Ala

335 340 345 350

tcg ccc ace cct gec cat age cig cct cgt gee aag teg gag ctg ace 1104

Ser Pro Thr Pro Ala His Ser Leu Pro Arg Ala Lys Ser Glu Leu Thr
355 360 365

cta acc cca gac cca gec ceg cee atg gee cac tca cco cig categt 1162
Leu Thr Pro Asp Pro Ala Pro Pro Met Ala His Ser Pro Leu His Arg
370 375 380

" {ct gty tct gac ctg cct ctt cee ctp coe cag ccet gee ctg gec tet 1200

Ser Val Ser Asp Leu Pro Leu Pro Leu Pro Gin Pro Ala Leu Ala Ser
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385 390 385

cct gge teg cea gaa coc ctg coc atc ctg tee ctc aac ggt gog gge 1248
Pro Gly Ser Pro Glu Pro Leu Pro lie Leu Ser Leu Asn Gly Gly Gly
400 405 410

cca gag ctg get ggg gac tgg ggt ggg get ggg gat get ceg cig tec 1286
Pro Glu Leu Ala Gly Asp Trp Gly Gly Ala Gly Asp Ala Pro Leu Ser
415 420 425 430

ccg gac cca cig ctg tet tca cot cot gge tet cec aag gca getcta 1344
Pro Asp Pro Leu Leu Ser Ser Pro Pro Gly Ser Pro Lys Ala Ala Leu
435 440 445

cac tca ccc gte tcc gaa ggg gee cec gia att cce cca tee tet ggg 1392
His Ser Pro Val Ser Glu Gly Ala Pro Val lle Pro Pro Ser Ser Gly
450 455 460

ctc cca ctt ccc acc cet gat gee cgg gta ggg gec tec acc tgegge 1440
Leu Pro Leu Pro Thr Pro Asp Ala Arg Val Gly Ala Ser Thr Cys Gly
465 470 475

ccg cce gac cac ctg ctg cot ceg cig gge ace ceg ctg ccc cca gac 1488
Pro Pro Asp His Leu Leu Pro Pro Leu Gly Thr Pro Leu Pro Pro Asp

480 485 490

tgg gtg acg cig gag ggg gac tt gig ctc atg tig gec atc teg ccc 1536
Trp Val Thr Leu Glu Gly Asp Phe Val Leu Met Leu Ala lle Ser Pro

495 500 505 510

agc cac cta gge gct gac ctg gtg gea gct ceg cat gecg cge ttc gac 1584
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Ser His Leu Gly Ala Asp Leu Val Ala Ala Pro His Ala Arg Phe Asp
518 520 525 :

gac ggc ctg gtg cac ctg tgc tgg gtg cgt agc gge atc teg cgg get 1632
Asp Gly Leu Val His Leu Cys Trp Val Arg Ser Gly lle Ser Arg Aia

530 535 540

geg cig ctg cgc cit tic ttg gec atg gag cgt got age cac ttc agc 1680
Ala Leu Leu Arg Leu Phe Leu Ala Met Glu Arg Gly Ser His Phe Ser

545 550 555

ctg ggc tgt ceg cag ctg gge tac gee geg gee cgt gec e cgecta 1728
Leu Gly Cys Pro Gin Leu Gly Tyr Ala Ala Ala Arg Ala Phe Arg Leu
560 565 570

gag ccg cic aca cea cge gge gtg cte aca gitg gac ggg gag cag gtg 1776
Glu Pro Leu Thr Pro Arg Gly Val Leu Thr Val Asp Gly Glu Gin Val
576 - 580 585 5§90

gag tat ggg ccg cta cag gea cag atg cac cct gge atc ggt aca ctg 1824
Glu Tyr Gly Pro Leu Gin Ala Gin Met His Pro Gly lle Gly Thr Leu

595 600 605
ctc act ggg cct cct gge tpe cocg ggo cgg gag cec tgaaactaaa 1870

Leu Thr Gly Pro Pro Gly Cys Pro Gly Arg Glu Pro
610 615

caagctiggt acccgecggg ggeggggect acaticcaat ggggeggage tigagetagg 1930

gogtgtggec tggctgetag agtigtogtg gecaggggecc tggeecegte teaggatige 1990



15

20

72

getegetitc atgggaccag acgtgatget ggaaggtggg cgtegteacg gttaaagaga 2050
aatgggcteg tccogagggt agtgectgat caatgaggge goggectggce gtoigatotg 2110
gggcegecct tacggggeag ggcteagtec tgacgcttge cacclgetee tacceggeca 2170
ggatygcelga gggoggagtc tattitacge gtegeceaat gacaggacct ggaatgtact 2230
gactggggta ggcctcagtg agtcggeogg teagggeeeg cagectegee ceatccacte 2200

cggtgectee atttagetgg ceaatcagee caggagggge aggtteeceg gggeeggege 2350
taggatttgc actaatgtic ctctceeege 2380

<210> 14

<211> 618

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 14
Met Ala Pro Pro Pro Pro Pro Leu Ala Ala Ser Thr Pro Leu Leu His
1 5 10 15

Gly Gilu Phe Gly Ser Tyr Pro Ala Arg Gly Pro Arg Phe Ala Leu Thr
20 25 30

Leu Thr Ser Gin Ala Leu His lie GIn Arg Leu Arg Pro Lys Pro Glu
35 40 45

Ala Arg Pro Arg Gly Gly Leu Val Pro Leu Ala Glu Vel Ser Gly Cys
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50 55 60

Cys Thr Leu Arg Ser Arg Ser Pro Ser Asp Ser Ala Ala Tyr Phe Cys
85 70 75 - 80

lle Tyr Thr Tyr Pro Arg Gly Arg Arg Gly Ala Arg Arg Arg Ala Thr
85 90 95

Arg Thr Phe Arg Ala Asp Gly Ala Ala Thr Tyr Glu Glu Asn Arg Ala
100 105 110

Glu Ala GIn Arg Trp Ala Thr Ala Leu Thr Cys Leu Leu Arg Gly Leu
115 120 125

Pro Leu Pro Gly Asp Gly Glu lle Thr Pro Asp Leu Leu Pro Arg Pro
130 135 140

Pro Arg LLeu Leu Leu Leu Val Asn Pro Phe Gly Gly Arg Gly Leu Ala
145 150 155 160

Trp Gin Trp Cys Lys Asn His Val Leu Pro Met lle Ser Glu Ala Gly

165 170 175
Leu Ser Phe Asn Leu lle Gin Thr Glu Arg Gin Asn His Ala Arg Glu
180 185 180

Leu Val Gin Gly Leu Ser Leu Ser Giu Trp Asp Gly lle Val Thr Val
185 200 205

Ser Gly Asp Gly Leu Leu His Glu Val Leu Asn Gly Leu Leu Asp Arg
210 215 220
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Pro Asp Trp Glu Glu Ala Val Lys Met Pro Val Gly lle Leu Pro Cys
225 230 235 240

Cly Ser Gly Asn Ala Leu Ala Gly Ala Val Asn Gin His Gly Gly Phe
245 250 255

Glu Pro Ala Leu Gly Leu Asp Leu Leu Leu Asn Cys Ser Leu Leu Leu
260 265 270

Cys Arg Gly Gly Gly His Pro Leu Asp Leu Leu Ser Val Thr Leu Ala
275 280 285

Ser Gly Ser Arg Cys Phe Ser Phe Leu Ser Val Ala Trp Gly Phe Val
290 295 300

Ser Asp Val Asp lle Gin Ser Glu Arg Phe Arg Ala Leu Gly Ser Ala
305 310 315 320

Arg Phe Thr Leu Gly Thr Val Leu Gly Leu Ala Thr Leu His Thr Tyr
325 330 335

Arg Gly Arg Leu Ser Tyr Leu Pro Ala Thr Val Glu Pro Ala Ser Pro
340 345 350

Thr Pro Ala His Ser Leu Pro Arg Ala Lys Ser Glu Leu Thr Leu Thr
355 360 365

Pro Asp Pro Ala Pro Pro Met Ala His Ser Pro Leu His Arg Ser Val
370 375 380
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Ser Asp Leu Pro Leu Pro Leu Pro Gin Pro Ala Leu Ala Ser Pro Gly

385 390 395 400

Ser Pro Giu Pro Leu Pro lie Leu Ser Leu Asn Gly Gly Gly Pro Giu
405 410 415

Leu Ala Gly Asp Trp Gly Gly Ala Gly Asp Ala Pro Leu Ser Pro Asp
420 425 430

Pro Leu Leu Ser Ser Pro Pro Gly Ser Pro Lys Ala Ala Leu His Ser
435 440 445

Pro Val Ser Glu Gly Ala Pro Val lle Pro Pro Ser Ser Gly Leu Pro
450 455 460

Leu Pro Thr Pro Asp Ala Arg Val Gly Ala Ser Thr Cys Gly Pro Pro
465 470 475 480

Asp His Leu Leu Pro Pro Leu Gly Thr Pro Leu Pro Pro Asp Trp Val
485 490 495

Thr Leu Giu Gly Asp Phe Val Leu Met Leu Ala lle Ser Pro Ser His
500 505 510

Leu Gly Ala Asp Leu Val Ala Ala Pro His Ala Arg Phe Asp Asp Gly
515 520 525

Leu Val His Leu Cys Trp Val Arg Ser Gly lle Ser Arg Ala Ala Leu
530 535 540

Leu Arg Leu Phe Leu Ala Met Glu Arg Gly Ser His Phe Ser Leu Gly

21
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545 550 555 560

Cys Pro Gin Leu Gly Tyr Ala Ala Ala Arg Ala Phe Arg Leu Glu Pro
565 570 575

Leu Thr Pro Arg Gly Val Leu Thr Val Asp Gly Glu Gin Val Glu Tyr
580 585 590

Gly Pro Leu Gin Ala Gin Met His Pro Gly lle Gly Thr Leu Leu Thr
595 600 605

Gly Pro Pro Gly Cys Pro Gly Arg Glu Pro
610 615

<210> 15

<211> 388

<212> PRT

<213> Mus musculus

<300>

<302> “Molecular cloning and functional characterization of
murine sphingosine kinase”®

<303> J. Biol. Chem.

<304> 273

<305> 37

<306> 23722-23728

<308> AAC61698

<400> 15
Met Trp Trp Cys Cys Val Leu Phe Val Val Glu Cys Pro Arg Gly Leu
1 5 10 15
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Leu Pro Arg Pro Cys Arg Val Leu Val Leu Leu Asn Pro Gin Gly Gly
20 25 30

Lys Gly Lys Ala Leu Gin Leu Phe Gin Ser Arg Val Gin Pro Phe Leu
35 40 45

Glu Glu Ala Glu lle Thr Phe Lys Leu lle Leu Thr Glu Arg Lys Asn
50 55 60

His Ala Arg Glu Leu Val Cys Ala Glu Glu Leu Gly His Trp Asp Ala
65 70 75 80

Leu Ala Val Met Ser Gly Asp Gly Leu Met His Glu Val Val Asn Gly
85 _ 80 85

Leu Met Glu Arg Pro Asp Trp Glu Thr Ala lle Gln Lys Pro Leu Cys
100 105 110

Ser Leu Pro Gly Gly Ser Gly Asn Ala Leu Ala Ala Ser Val Asn His
115 120 125

Tyr Ala Gly Tyr Glu Gin Val Thr Asn Glu Asp Leu Leu lle Asn Cys
130 135 140

Thr Leu Leu Leu Cys Arg Arg Arg Leu Ser Pro Met Asn Leu Leu Ser

145 150 155 180

Leu His Thr Ala Ser Gly Leu Arg Leu Tyr Ser Val Leu Ser Leu Ser
165 170 175
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Trp Gly Phe Val Ala Asp Val Asp Leu Glu Ser Glu Lys Tyr Arg Arg
180 185 190

Leu Gly Glu lle Arg Phe Thr Val Gly Thr Phe Phe Arg Leu Ala Ser
185 200 205

Leu Arg lie Tyr Gin Gly GIn Leu Ala Tyr Leu Pro Val Gly Thr Val
210 215 220

Ala Ser Lys Arg Pro Ala Ser Thr Leu Val Gin Lys Gly Pro Val Asp
225 230 235 240

Thr His Leu Val Pro Leu Glu Glu Pro Val Pro Ser His Trp Thr Val
245 250 255

Val Pro Glu Gin Asp Phe Val Leu Val Leu Val Leu Leu His Thr His
260 265 270

Leu Ser Ser Glu Leu Phe Ala Ala Pro Met Gly Arg Cys Glu Ala Gly
275 280 285

Val Met His Leu Phe Tyr Val Arg Ala Gly Val Ser Arg Ala Ala Leu
200 295 300

Leu Arg Leu Phe Leu Ala Met Gin Lys Gly Lys His Met Glu Leu Asp
305 310 315 320

Cys Pro Tyr Leu Val His Va! Pro Val Val Ala Phe Arg Leu Glu Pro
325 330 335
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Arg Ser Gin Arg Gly Val Phe Ser Val Asp Gly Glu Leu Met Val Cys
340 345 350

Glu Ala Val Gin Gly GIn Val His Pro Asn Tyr Leu Trp Met Val Cys
355 360 365
Gly Ser Arg Asp Ala Pro Ser Gly Arg Asp Ser Arg Arg Gly Pro Pro
370 375 380

Pro Giu Glu Pro
385
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NOVEDAD DE LA INVENCION

REIVINDICACIONES

1.- Un ADN aislado y purficado que codifica una isoforma de
asfingosina cinasa tipo 2 de mamifero.

2.- El ADN alslado y purificado de conformidad con la reivindicacién 1,
caracterizado ademas porque codifica una isoforma de esfingosina cinasa tipo 2 de
raton.

3.- El ADN alslado y purificado de conformidad con la relvindicacién 1,
caracterizado ademés porque codifica una isoforma de esfingosina cinasa tipo 2 de
humano.

4.- El ADN aislado y purificado de conformidad con la reivindicacion 2,
caracterizado ademas porque codifica un péptido de 617 aminoécidos.

5.- E! ADN aislado y purificado de conformidad con la reivindicacién 3,
caracterizado ademés porque codifica un péptido de 618 aminoécidos

6.- Una proteina codificada por el ADN que se reclama en Ila
relvindicacién 4.

7.- Una protelna codificada por el ADN que se reclama en la
reivindicacion 5.

8.- Una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos de
SPHK2 de humano que consiste esencialmente de la SEQ ID NO: 14.

8.- Una protelna que comprende una secuencla de aminoécidos de
SPHK2 de murino que consiste esenciaimente de la SEQ ID NO: 12,

10.- Un ADN aislado y purificado que codifica un péptido de una
isoforma de esfingosina cinasa tipo 2, dicho ADN comprendiendo una secuencia
seleccionada del grupo que consiste de la secuencia de acceso a Genbank No.

bankit325787, y la secuencia de acceso a Genbak No. bankit325752.
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11.- Una construccién de ADN recombinante que comprende: (a) un
vector y (b) el ADN que se reclama en la reivindicacion 2 o la reivindicacion 4.

12.- Una construccion de ADN recombinante que comprende: (a) un
vactor, y (b) el ADN que se reclama en la reivindicacién 3 o la reivindicacién 5.

13.- La construccion de ADN recombinante de conformidad con la
relvindicacién 11, en donde dicho vector as un vector de expresion.

14.- La construcciébn de ADN recombinante de conformidad con la
relvindicacién 11, en donde dicho vector es un vector procariético.

15.- La construccién de ADN recombinante de conformidad con la
reivindicacién 11, en donde dicho vector es un vector eucaribtico.

16.- La construccion de ADN recombinante de conformidad con la
relvindicaclén 12, en donde dicho vector es un vector de expresion.

17.- La construccién de ADN recombinante de conformidad con la
reivindicacién 12, en donde dicho vector es un vector procariético.

18.- La construccién de ADN recombinante de conformidad con la
reivindicacién 12, en donde dicho vector s un vector eucariético.

18.- Una célula hospedera transformada con la construccion de ADN
recombinante que se reclama an la relvindicacién 11.

20.- La célula hospedera de conformidad con la reivindicacién 19, en
donde dicha célula es procaridtica.

21.- La célula hospedera de conformidad con la relvindicacién 18, en
donde dicha célula es eucaridtica.

22.- Una célula hospedera transformada con la construccion de ADN
recombinante que se reclama en la reivindicacion 12.

23.- La célula hospedera de conformidad con la relvindicacién 22, en
donde dicha célula es procariética.

24.- La célula hospedera de conformidad con la reivindicacién 22, en

donde dicha céiula es eucariética.
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. 25.- Un método para producir un péptido de Isoforma de esfingosina
cinasa tipo 2 de raton, que comprende cultivar la célula hospedera que se reclama en
la reivindicacién 19, bajo condiciones tales que es expresado un ADN aislado de
isoforma de esfingosina cinasa fipo 2 de ratén, y dicho péptido de isoforma de
esfingosina cinasa tipo 2 de ratén es producido en consecuencia.

26.- Un método para producir un péptido de isoforma de esfingosina
cinasa tipo 2 de humano, que comprende cultivar la célula hospedera que se reclama
en la reivindicacion 22, bajo condiciones tales que es expresado un ADN aislado de
isoforma de tipo 2 de esfingosina cinasa de humano, y dicho péptido de isoforma de
esfingosina cinasa tipo 2 de humano es producido en consecuencia.

27.- Un método para detectar un agente o un farmaco que Inhibe o
promueve la actividad de esfingosina cinasa tipo 2, que comprende: (a) proveer en
una célula una construccidn de ADN recombinante como la que se reclama en la
reivindicacion 14, de tal manera que sea producida en dicha célula isoforma de
esfingosina cinasa tipo 2; (b) agregar por lo menos un farmaco o agente a dicha
célula, y (c) detectar si dicho farmaco o agente inhlbe o promueve |la actividad de
esfingosina cinasa tipo 2 midlendo la fosforilacién de lipidos dependients de
esfingosina cinasa en dichas células, y comparar la mediclén resultante con un
control que no reclbid dicho fairmaco o agente, en donde una reduccion en la
cantidad de fosforilacion de lipidos dependlente de esfingosina cinasa en
compéraclér; con el control, indica un farmaco o agente inhibidor; o un aumento en la
cantidad de fosforilacién de lipidos dependiente de asfingosina cinasa en dicha célula
en comparacion con el control, indica un agente o farmaco estimulador.

28.- Un método para detactar un agente o fdrmaco que inhibe o
promueve la actividad de esfingosina cinasa tipo 2 que comprende: (a) proveer en
una célula una construccién de ADN recombinante como la que se reclama en la
relvindicacion 12, de tal manera que sea producida en dicha célula Isoforma de

esfingosina cinasa tipo 2; (b) agregar por lo menos un férmaco o agente a dicha
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célula, y (c) detectar sl dicho farmaco o agente inhibe o promueve la actividad de

esfingosina cinasa tipo 2 midlendo la fosforilacién de llpidos dependiente de -

esfingosina cinasa en dicha célula, y comparando la medicién resultante con un
control que no recibié dicho farmaco o agente, en donde una disminucién en la
cantidad de fosforilacion de lipidos dependiente de esfingosina cinasa en
comparacion con el contral, indica un farmaco o agente inhibidor, o un aumento en la
cantidad de fosforilacién de lipidos dependiente de esfingosina clnasa en dicha célula
en comparacién con el control, indica un férmaco o agente estimulador.

29.- Un agente o farmaco detectado por medio del método que se
reclama en la reivindicacion 27,

30.- Un agente o fArmaco detectado por medio del método que se
reclama en la reivindicacion 28.

31.- Un método de regulacidn de un proceso bioldgico en un mamifero,
que comprende administrar a un mamifero en necesidad del mismo una cantidad
farmacéuticamente efectiva de la protelna que se reclama en la relvindicacién 6 o la
relvindicacién 8.

32.- Un método de regulacién de un proceso blolégico en un mamifero,
que comprende administrar a un mamifero en necesidad del mismo una cantidad
farmacéuticamente efectiva de la protelna que se reclama en la reivindicaciéon 7 o la
reivindicacion 9.

33.- El método que se reclama en la reivindicacién 31, en donde el
proceso bioldgico se selacciona del grupo que consiste de mitogénesis, apoptosls,
desarrolio neuronal, quimiotaxis, angicgénesis y respuestas inflamatorias.

34.- El método que se reclama en la reivindicacién 31, en donde el
proceso blolégico es angiogénesis.

35.- El método que se reclama en la reivindicacién 32, en donde el
proceso biolégico se selecclona del gn]po que consiste de mitogénesis, apoptosis,

desarrollo neuronal, quimiotaxis, angiogénesis y respuestas Inflamatorias.
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36.- El método que se raclama en la relvindicacidon 32, en donde el
proceso blolégico es angiogénesis.

37.- Un método para el tratamiento o alivio de una enfermedad que
resulta de muerte celular incrementada o proliferacién celular disminuida, que
comprende administrar a un mamifero en necesidad del mismo una cantidad
farmacéuticamente efectiva de una protelna como la que se reclama en la
reivindicacion 6 o la relvindicaclén 8.

38.- Un método para el tratamlento o alivio de una enfermedad que
resulta de muerte celular incrementada o proliferacion celular disminuida, que
comprende administrar a un mamifero en necesidad del mismo una cantidad
farmacéuticamente efectiva de una protelna como la que se reclama en la
reivindicacion 7 o la relvindicacion 9.

39.- Un método para el tratamiento o manejo de una enfermedad que
resulta de muerte celular disminuida o prollferac!bn celular Incrementada, que
comprende administrar a un mamifero en necesidad del mismo una cantidad
farmacéuticamente efectiva de un anticuerpo para una proteina como la que se
reclama en la reivindicacién 6 o la reivindicacion 8.

40.- Un método para el tratamiento o manejo de una enfermedad que
resulta de muerte celular disminuida o proliferacién celular incrementada, que
comprende administrar a un mamifero en necesldad dal mismo una cantidad
farmacéuticamente efectiva de un anticuerpo para una proteina como la que se
reclama en la reivindicacién 7 o la reivindicacion 9.

41.- Un método para el tratamiento o alivio de una enfermedad que
resulta de migracién o motilidad anormal de células, selecclonada del grupo que
consiste de céncer, restenosis y neuropatia diabética, el método comprendiendo
administrar a un mamifero en necesidad del mismo, una cantidad farmacéuticamente
efectiva de un anticuerpo para una proteina como la que se reclama en la

reivindicacién 6 o la reivindicacion 8.
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42.- Un método para el tratamiento o alivio de una enfermedad que
resulta de migracién o motilidad anormal de células, seleccionada del grupo que
consiste de céncer, restenosis y neuropatia diabética, el método comprendiendo
administrar a un mamifero en necesidad del mismo, una cantidad farmacéuticamente
efectiva de un anticuerpo para una proteina como la que se reclama en la
reivindicacién 7 o la reivindlcacion 9.

43.- El método que se reclama en la reivindicacién 41, en donde la
enfermedad es cancer.

44.- E| método que se reclama en la reivindicacién 42, en donde la
enfermedad es cancer.

45.- Una compasicién para al tratamiento o alivio de una enfermedad
que resulta de muerte celular incrementada o proliferacion celular disminuida, que
comprende una cantidad farmacéuticaments efectiva de un péptido como el que se
reclama en la relvindicaclén 6, y un vehlculo farmacéuticaments aceptable.

46.- Una composicién para el tratamiento o alivio de una enfermedad
que resulta de muerte celular incrementada o proliferacién celular disminuida, que
comprende una cantldad farmacéuticamente efectiva de un péptido como el que se
reclama en la relvindicacién 7, y un vehiculo farmacéuticamente acaptable.

47.- Un método para seleccionar agentes o farmacos que reducen o
eliminan la actividad de esfingosina cinasa tipo 2, el método comprendiendo detectar
una diminucién de la actividad enzimética de esfingosina cinasa tipo 2 en presencia
de dicho agents o farmaco.

48.- Un método para detectar la presencia de una Isoforma de
esfingosina cinasa tipo 2 en una muestra, que comprende: (i) poner an contacto una
muestra con anticuerpos que reconocen esfingosina cinasa tipo 2; y (ii) detectar la
presencia o ausencia de un complejo formado entre esfingosina cinasa tipo 2 y
antlcuerpos especificos para [a misma.

49.- Un método para detectar esfingosina cinasa tipo 2 en una muestra,




que comprende someter [a muestra a una reaccién en cadena de |-aolimerasa y
detectar la presencia de esfingosina cinasa tipo 2.

50.- Un equipo diagndstico para detectar ARN/ADNc de esfingosina
cinasa tipo 2 en una muestra, que comprende iniciadores o oligonucleétidos
especificos para ARN o ADNc de esfingosina cinasa tipo 2, adecuados para
hibridacién con ARN o ADNc de esfingosina cinasa tipo 2, y/o amplificacién de

secuencias de esfingosina cinasa tipo 2, y reactivos auxlliares adecuados.
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RESUMEN DE LA INVENCION

Acidos nuclelcos que codifican isoformas de esfingosina cinasa tipo 2
de ratén y humano, métodos para detectar agentes o farmacos que inhiben o
5 promueven la actividad de esfingosina, y agentes terapéuticos que contienen

péptidos o anticuerpos para péptidos codificados por dichos écidos nuclelcos.
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