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DESCRIPCION

Ensayos de cribado para moduladores de GPRS55 de tipo cannabinoide-ligando.
Campo de la invencion

La presente invencién se refiere a ensayos de cribado para compuestos que modulan la interaccién entre cannabi-
noides y otros ligandos y el receptor GPRSS5 y otros receptores cannabinoides.

Antecedentes

Preparaciones de Cannabis sativa han sido utilizadas para propésitos medicinales y recreativos desde hace al menos
4000 afios. Recientemente, los cannabinoides han sido objeto de un interés renovado por sus potenciales aplicaciones
médicas, v.g., en analgesia, nduseas y estimulacién del apetito.

Los cannabinoides ejercen sus efectos por fijarse a receptores especificos localizados en la membrana celular. Hasta
la fecha han sido identificados dos tipos de receptores cannabinoides de afinidad alta por clonacién molecular: 1)
receptores CB1 (Devane et al., 1988, Mol. Pharmacol., 34:605-613; Matsuda et al., 1990, Nature, 346:561-564; Shire
etal., 1995, J. Biol. Chem., 270:3726-3731; Ishac et al., 1996, Br. J. Pharmacol., 118:2023-2028), y 2) receptores CB2
(Munro et al., 1993, Nature, 365:61-65). Tanto CB1 como CB2 estan acoplados al camino de transduccién de sefiales
de la proteina G, G;. La activacion de los receptores cannabinoides conduce a la inhibicién de la adenilato-ciclasa y la
activacion de la MAP-quinasa. Los receptores CB1 pueden modular también canales idnicos, inhibiendo los canales
de calcio de tipo N y de tipo P/R, estimulando los canales K* de rectificacién interna e intensificando la activacion del
canal K* de tipo A.

Los receptores CB1 se expresan fundamental, pero no exclusivamente, en el CNS y se cree que median los efectos

en el CNS de cannabinoides aplicados endégena (v.g., anandamida) y exégenamente. Areas periféricas de expresion
incluyen, pero sin cardcter limitante, la gldndula hipdfisis, las células inmunitarias, los tejidos reproductores, los tejidos
gastrointestinales, el ganglio cervical superior, el corazén, el pulmén, la vejiga urinaria, y la glandula suprarrenal.
Los receptores CB1 estdn localizados también en terminales nerviosas centrales y periféricas, y cuando se activan,
parecen suprimir la liberacién neuronal de cierto nimero de transmisores excitativos e inhibidores, con inclusién de
acetilcolina, noradrenalina, dopamina, 5-hidroxi-triptamina, dcido y-aminobutirico, glutamato y aspartato (Pertwee,
1997, Pharmacol. Ther., 129: 74; Ong & Mackie, 1999, Neuroscience, 92: 1177; Pertwee, 2001, Progr. Neurobiol.,
63: 569). La expresion del receptor CB2 estd, sin embargo, restringida a la periferia, principalmente en las células
inmunitarias con niveles particularmente altos en las células B y las células agresoras naturales (Galiegue et al., 1995,
Eur. J. Biochem., 54: 232).

Se han identificado cierto nimero de ligandos endégenos que se cree modulan el sistema cannabinoide por la via de
los receptores CB1 y CB2 identificados previamente, o por su accién como receptores todavia no identificados. Estos
ligandos incluyen, pero sin caricter limitante, anandamida, 2-aracadonilglicerol, noladin-éter, palmitoiletanolamina,
virodhamine y oleiletanolamida.

Se ha demostrado que los endocannabinoides juegan un papel en la regulacion fisioldgica de la ingestion de ali-
mentos y el peso corporal. Se conocen agonistas cannabinoides que aumentan el apetito (Fride, 2002, Prostaglandins
Leukot. Essent. Fatty Acids, 66: 221-233). Estudios realizados han demostrado que la anandamida aumenta la inges-
tién de alimento en las ratas, mientras que el antagonista no endégeno SR141716 (Sanofi Research) inhibe la ingestién
de alimentos agradables al paladar.

Otros estudios sugieren que los endocannabinoides regulan muiltiples funciones reproductoras fisiolégicas y pa-
tolégicas (Maccarrone et al., 2002, Prostaglandins Leukot. Essent. Fatty Acids, 66: 309-317). Se ha demostrado que
los niveles de anandamida uterina afectan al embarazo y al desarrollo del embrién en los ratones. Niveles altos de
anandamida en el utero del ratén han sido asociados con una disminucién en la receptividad uterina. Adicionalmente,
en las mujeres que sufren aborto, los niveles sanguineos de anandamida eran 4 veces mayores que los niveles en las
mujeres con gestacién normal.

Estudios recientes sugieren que los endocannabinoides, tales como 2-araquidonoilglicerol, juegan un papel en la
progresion de la patofisiologia del choque, dando en un antagonista CB1 selectivo inhibe la condicién de choque
inducida por hemorragia (Cainazzo, 2002, Eur. J. Pharmacol., 441: 91-97).

Se ha demostrado también que los endocannabinoides actiian como inmunomoduladores, ejerciendo generalmente
una accién negativa sobre la aparicion de una diversidad de pardmetros de la respuesta inmune (Parolaro et al., 2002,
Prostaglandins Leukot. Essent. Fatty Acids, 66: 319-332). Estudios previos han demostrado que el receptor CB2 juega
un papel muy importante en la estimulacién del crecimiento de varios, si no todos, los linajes hematopoyéticos (Valk
et al., 1997, Blood, 90: 1448-1457; Derocq, 2000, J. Biol. Chem., 275: 15621-15628).

Asi pues, los receptores cannabinoides son fisioldgica o patofisiolégicamente relevantes en una gran diversidad de
dreas terapéuticas, abarcando sintomas, trastornos o sindromes de los sistemas nervioso central, cardiovascular, endo-
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crino o gastrointestinal. Especificamente, la intervencién de los receptores CB1 ha sido implicada en la percepcion del
dolor, la cognicién y la memoria alterados, la adicién/abuso de sustancias, trastornos de esquizofrenia/psicosis/delirio,
estrés psicoldgico, neurolégico y neurodegenerativo (es decir, enfermedad de Parkinson), alteraciones del estado de
4nimo, depresidn, ansiedad, regulacién de la presién sanguinea, trastornos gastrointestinales, de la comida y del ape-
tito. De hecho, fairmacos que se sabe interaccionan con receptores CB1 son ttiles en el tratamiento o la prevencién de
las afecciones mencionadas anteriormente.

En los tltimos afios, cierto nimero de estudios han sugerido la existencia de receptores cannabinoides adicionales.
Calignano et al., postuld la existencia de un receptor cannabinoide sensible a SR144528, distinto de CB1/CB2 (1998,
Nature, 394: 277-281). Dichos autores presentaron pruebas de que aunque la palmitoiletanolamida carece de afinidad
suficiente para los receptores CB1 o CB2, su capacidad para producir anti-hiperalgesia es atenuada facilmente por el
antagonista/agonista inverso de CB SR144528. La presencia de receptores cannabinoides distintos de CB1/CB2 en el
vas deferens del ratdn ha sido también propuesta. Se han obtenido también pruebas de la presencia en el endotelio
vascular de un receptor sensible a SR141716, no CB1, no CB2 y no vanilloide que es insensible a los agonistas de
receptores establecidos no eicosanoides CB 1/CB2 pero puede ser activado a la vez por los cannabinoides eicosanoides,
anandamida y metanandamida, asi como por ciertos cannabinoides clasicos (“cannabidiol anormal”) y su andlogo mas
potente, O-1602) que no actdan a través de receptores CB o vanilloides. Es interesante que se ha encontrado que dos
efectos del cannabidiol anormal, hipotensién y vasodilatacién mesentérica, son antagonizados por el cannabinoide
clasico no psicotrépico, cannabidiol. Se registré también vasodilatacién mesentérica inducida por anandamida. Por
ultimo, se ha propuesto recientemente que la existencia en el cerebro de receptores de anandamida no CB1, no CB2, e
insensibles a SR141716, acoplados a proteina G explica los resultados obtenidos a partir de experimentos con ratones
que tenian CB silenciado (“knockout”).

Teniendo en cuenta el papel de los receptores CB1 y CB2 en diversas enfermedades, existe deseo y necesidad en la
técnica de identificar receptores no CB1 y no CB2 adicionales que puedan estar implicados también en la enfermedad
y utilizar tales receptores, solos o como parte de un panel de otros receptores cannabinoides, para identificar y perfilar
los efectos de compuestos potencialmente terapéuticos capaces de tratar una u otra de las muchas enfermedades y de
los muchos trastornos mediados por los receptores cannabinoides.

Los receptores acoplados a proteina G (GPCRs) constituyen una familia de proteinas que comparten una organiza-
cion estructural comiin caracterizada por un extremo N-terminal extracelular, 7 hélices alfa hidréfobas que constituyen
supuestamente dominios transmembranales, y un dominio C-terminal intracelular. Los GPCRs se fijan a una gran di-
versidad de ligandos que desencadenan sefiales intracelulares por la activacién de proteinas G transductoras (Caron,
et al., 1993, Rec. Prog. Horm. Res., 48: 277-290; Freedman et al., 1996, Rec. Prog. Horm. Res., 51: 319-353). Se han
clonado mas de 300 GPCRs, y se supone generalmente que existe un nimero de tales receptores muy superior a 1000.
Aproximadamente el 50-60% de todos los farmacos clinicamente relevantes actian por modulacién de las funciones
de diversos GPCRs (Gudermann et al., 1995, J. Mol. Med., 73: 51-63).

La clonacién y secuencia del GPCR huérfano GPRS5S se describe en Sawzdargo et al. (Molecular Brain Research,
64: 193-198, (1999). La secuencia se describe también en los documentos WO00/23588 y WO01/86305. La secuencia
de cDNA de GPRSS5 de tipo salvaje se describe en SEQ ID NO: 9. La secuencia de aminodcidos codificada se describe
en SEQ ID NO: 2.

Breve descripcion de los dibujos
La Figura 1 muestra la reaccién filogénica de CB1 y CB2 con GPRS5S.

La Figura 2 muestra la secuencia de aminodcidos de la variante GPR55 humana, GPR55A (SEQ ID NO: 1), con una
comparacién con la secuencia de nimero de acceso a GenBank AF096786. La secuencia de proteinas para el niimero
de acceso AF 096786 es distinta de GPR55A en el sentido de que contiene el tramo de aminodcidos SGPPGRSLGSA
(SEQ ID NO: 2), como se muestra en la figura. Se indican también las posiciones y cambios de 4 sustituciones de
aminodcidos diferentes (#4, 5, 10 y 12) que han sido identificadas por los inventores.

La Figura 3 muestra la fijacién especifica de radioligandos cannabinoides a membranas preparadas a partir de
células transfectadas con GPR55 y GPR55A.

La Figura 4 muestra el desplazamiento, dependiente de la concentracién, de [P’H]-SR141716 por SR141716 utili-
zando membranas que expresan CB1, GPR55 y GPRS55A.

Las Figuras SA-5D muestran la medida por GTPyS de la activacién de GPR55A en presencia de diversas concen-
traciones de ligandos cannabinoides.

La Figura 6 muestra las curvas de respuesta a la concentracién para CP55940 sobre GPR55a expresado en mem-
branas HEK293s tratadas con toxina de la tos ferina, toxina del cdlera, o sin tratar. La actividad dependiente de la
concentracion se mantiene inalterada en tanto que se reduce la actividad de fondo del sistema.
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Descripcion detallada

Se ha descubierto que el receptor GPRS55 acoplado a la proteina G huérfana, y secuencias variantes del mismo, se
fija y es activado por ligandos cannabinoides endégenos, naturales y sintéticos. De este modo se ha descubierto que
GPRS55 (y secuencias variantes del mismo) es un nuevo receptor cannabinoide y una diana biolégica y farmacéutica
de los ligandos cannabinoides. GPR55, como miembro de la clase A de la familia de receptores acoplados a proteina
G, posee los motivos cldsicos asociados con esta familia, con inclusién de siete hélices transmembranales hidr6fobas
supuestas y una secuencia (E/D)R(YFS) en el extremo citopldsmico de la hélice transmembranal 3. Filogénicamente,
GPRS55 es escasamente afin a otros receptores, exhibiendo la identidad mds estrecha (27,2%) con otro receptor huér-
fano, GPR35. Sorprendentemente, GPR55 tiene baja identidad de secuencia con los receptores cannabinoides CB1
(13,5%) y CB2 (14,4%).

La presente invencion estd basada en el descubrimiento realizado por los inventores de que GPRSS5 exhibe afinidad
alta para ligandos cannabinoides endgenos, naturales y sintéticos y para ligandos que incluyen, pero sin caricter
limitante, palmitoiletanolamina (PEA), una molécula anti-inflamatoria y anti-hiperalgésica potente, y virodhamine.
Los autores de la presente invencién han descubierto que PEA y virodhamine, asi como anandamina, noladin-éter, 2-
aracadonilglicerol y oleiletanolamina, se fijan con afinidad alta a GPRS5S5 y pueden activar este receptor. Por tanto, las
propiedades farmacolégicas de estos ligandos pueden ser mediadas por la modulacién de la actividad de GPR5S.

La interaccion entre cannabinoide y otros ligandos y el receptor GPR55 puede aprovecharse en una diversidad
de ensayos para identificar compuestos que modulan la fijacién de cannabinoide, y otros ligandos a GPR55, para
identificar compuestos que modulan la activacién de cannabinoide y otros ligandos de GPRSS5, para identificar com-
puestos que son agonistas, antagonistas, moduladores alostéricos, o agonistas inversos de GPRSS5, y para identificar
compuestos que modulan selectivamente GRP55, en lugar de otros receptores cannabinoides tales como CB1 o CB2.
Los ensayos de la presente invencién pueden utilizarse también para identificar compuestos que tienen actividad en
cualquier combinaciéon de CB1, CBla, CB1b, CB2 y GPRS5S5.

La modulacién de la actividad de GPRSS5 por agonistas enddgenos, naturales o sintéticos, antagonistas o agonistas
inversos puede ser util para el tratamiento (terapéutico o profilactico) de cierto nimero de enfermedades en las cuales
los ligandos cannabinoides juegan un papel fundamental o tienen un efecto beneficioso, en particular, pero sin caricter
limitante, en tejidos en los cuales se expresa GPR55A y en donde los cannabinoides estdn implicados por tener un
efecto modificador importante de la enfermedad, tales como el cortex prefrontal, la sustancia negra y el nicleo basal
de Meynert en el CNS y trastornos de la cognicién, v.g. esquizofrenia, enfermedad de Alzheimer y demencia, o el cau-
dado y el putamen en la enfermedad de Parkinson y la depresidon. Asimismo, en el corazén y el sistema cardiovascular,
los cannabinoides pueden tener un efecto modificador de la enfermedad, particularmente a través de GPR55A sobre
el tono vascular y las lesiones ateroesclerdticas y también, aunque sin caricter limitante, en el infarto de miocardio,
la insuficiencia cardiaca congestiva, enfermedad cardiaca coronaria, hipertension, angina, derrame cerebral, arritmia,
enfermedad vascular periférica, enfermedad renal y otras secuelas vasculares de la diabetes. Asimismo, en el tracto GI,
los cannabinoides pueden tener efectos moduladores a través de este receptor, particularmente sobre trastornos relacio-
nados con la motilidad gastrointestinal tales como IBS, IBD y GERD. Asimismo, canceres del tracto gastrointestinal
tales como cancer de colon, adenocarcinoma intestinal y del pancreas e higado, en particular, pueden verse afectados
por la modulacién cannabinoide de este receptor. Todas las formas de canceres del CNS, en particular astrocitoma
y glioblastoma y todas las formas de cdncer de pulmén, en particular los adenocarcinomas, pueden verse afectadas
por la modulacién cannabinoide de este receptor. Los compuestos identificados en la utilizacién de los ensayos de la
presente invencion son adicionalmente utiles para el tratamiento de la obesidad, v.g. por reduccién del apetito y el
peso corporal, mantenimiento de la reduccién del peso y prevencidn del rebote; trastornos psiquidtricos tales como
trastornos psicéticos, v.g. esquizofrenia y trastornos bipolares, ansiedad, trastornos ansio-depresivos, trastornos cog-
nitivos, trastornos de la memoria, trastornos obsesivos-compulsivos, anorexia, bulimia, trastornos de la atencioén tales
como ADHD, epilepsia, y condiciones afines; y trastornos neurolégicos tales como esclerosis multiple, sindrome de
Raynaud y corea de Huntington. Tales compuestos son también potencialmente titiles para el tratamiento de trastor-
nos inmunitarios, cardiovasculares, reproductivos y endocrinos, el choque séptico y enfermedades relacionadas con
los sistemas respiratorio y gastrointestinal (v.g. diarrea). Tales compuestos son también potencialmente ttiles como
agentes en el tratamiento del abuso extendido, la adiccién y/o indicaciones de recidiva, v.g. dependencia de fairmacos
de tratamiento (nicotina, etanol, cocaina, opidceos, etc.) y/o sintomas de abstinencia de fairmacos de tratamiento (nico-
tina, etanol, cocaina, opidceos, etc.). Dichos compuestos pueden eliminar también el aumento de peso, que acompaiia
normalmente a la cesacion del habito de fumar. A tales enfermedades y trastornos se hace referencia en esta memoria
como enfermedades y trastornos mediados por el receptor de cannabinoides.

Ejemplos particulares de enfermedades y afecciones que pueden ser tratadas por la utilizacién de un compuesto
modulador contra GPRS5S5 incluyen cualesquiera de: hipertension, ateroesclerosis, y secuelas de las mismas, enfer-
medad microvascular de diabetes, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, IBS, IBD, cancer de higado,
céncer de pancreas y cancer de colon.

De acuerdo con un primer aspecto de la invencidn, se proporciona un método para determinar la capacidad de
un compuesto de ensayo para modular cada uno de un panel de receptores cannabinoides, que comprende medir el
efecto modulador de un compuesto de test contra el receptor de cannabinoides que tiene la secuencia de aminoacidos
representada en SEQ ID NO: 1 o un polipéptido con al menos 90% de identidad de secuencia con el mismo, y al
menos otro receptor de cannabinoides.
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En una realizacion, el al menos otro receptor de cannabinoides se selecciona del grupo constituido por: CB1, CB1a,
CB1by CB2.

En una realizacion adicional, se genera un perfil del compuesto de test.
En una realizacion adicional, el receptor tiene la secuencia de aminoécidos representada en SEQ ID NO: 1.

Como se utilizan en esta memoria, los términos “modulan” o “modula” con referencia a la fijacién incluyen cual-
quier alteraciéon medible de la interaccién de fijacién entre un ligando y el receptor GPR55, que incluye, pero sin
caracter limitante, la magnitud o cantidad de fijacién, afinidad de fijacidn, y eficiencia de fijacién. Por ejemplo, los
compuestos identificados utilizando los ensayos y métodos de la presente invencion pueden aumentar o reducir la
cantidad de fijacion de un ligando al receptor GPR55. Los compuestos identificados utilizando los ensayos y métodos
de la presente invencioén pueden mejorar o inhibir la tasa de fijacién de un ligando al receptor GPRSS.

Como se utiliza en esta memoria, el término “inhibir” con referencia a la fijacién de un ligando al receptor GPR55
significa cualquier disminucién medible de la fijacion.

Como se utiliza en esta memoria, €l término “disminuir” con referencia a la actividad estimuladora de las células o
en referencia a la fijacién de un ligando al receptor GPRSS5 significa cualquier disminucién medible de dicha actividad
estimuladora o actividad de fijacion celular.

Como se utiliza en esta memoria, el término “aumentar” con referencia a la actividad estimuladora de las células
o con referencia a la fijacién de un ligando al receptor GPRS5S5 significa cualquier intensificacién medible de dicha
actividad estimuladora o actividad de fijacién celular.

Como se utiliza en esta memoria, los términos “contacto” o “puesta en contacto” hacen referencia a cualquier
método de combinacién de componentes, tal como combinacién de compuestos y/o un ligando en medio de cultivo
que contiene células que expresan el receptor GPR55, o combinacién de compuestos y/o un ligando en soluciones que
contienen el receptor GPRS5S5, que puede estar fijado o no a un sustrato.

Como se utiliza en esta memoria, la expresion “fragmento funcional” con referencia a la proteina receptora GPR5S5,
hace referencia a porciones o fragmentos de la proteina receptora GPR55 que son funcionalmente activos(as) en los
ensayos de la presente invencion, es decir, son capaces de fijarse a y/o ser activados por un ligando (por ejemplo,
un ligando cannabinoide). El fragmento funcional incluye también proteinas de fusién que contienen porciones del
receptor GPRS5S.

Como se utiliza en esta memoria, el término “variante” con referencia a la proteina del receptor GPRS55 incluye pro-
tefnas que tienen modificaciones, mutaciones, deleciones, o inserciones de aminodcidos y otras modificaciones de la
proteina que retienen la funcionalidad en los ensayos de la presente invencién. Las proteinas receptoras GPR5S5 varian-
tes incluyen, pero sin caracter limitante, GPR55A, que se describe con mayor detalle mas adelante en esta memoria.
En una realizacion, la variante posee no mas de 20, preferiblemente no mds de 10, y todavia mds preferiblemente no
mas de 5 sustituciones de aminodcidos de la secuencia representada en SEQ ID NO: 1 6 2.

Un experto en la técnica puede determinar ficilmente si una proteina o péptido es un fragmento funcional del
receptor GPRS55 examinando su secuencia y testando la actividad de fijacién y/o activacion sin experimentacion ex-
cesiva. Por ejemplo, la fijacién a un ligando que se sabe se fija a GPRS5S, tal como los identificados en los ejemplos
de esta memoria, o la capacidad para activar la proteina Ga;. Versiones truncadas del receptor GPR55 y proteinas
de fusién que contienen porciones del receptor GPR55 pueden prepararse y testarse utilizando métodos de rutina y
materiales de partida focilmente disponibles. Tipicamente, un polipéptido con al menos 90%, al menos 95%, al menos
97% o al menos 99% de identidad con la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 1, se considera como variante de
GPRS5S5. Polipéptidos variantes incluyen por tanto variantes alélicas existentes naturalmente asi como variantes que no
existen naturalmente (o modificadas por ingenieria genética).

La identidad de secuencia entre dos secuencias puede determinarse por andlisis de alineacién de pares por or-
denador, utilizando programas tales como BestFit, Gap o FrameAlign. Una herramienta de alineacién utilizada co-
muinmente es BestFit. En la préctica, cuando se investiga respecto a secuencias similares/idénticas para la busqueda
de consulta, partiendo de una base de datos de secuencias, es necesario por regla general realizar una identificacién
inicial de secuencias similares utilizando software adecuado tal como Blast, Blast2, NCBI Blast2, WashU Blast2, Fast
A, Fasta3 y PILEUP, y una matriz de registro tal como Blosum 62. Tales paquetes de software procuran aproximarse
estrechamente al algoritmo de alineacién “patrén oro” de Smith-Waterman. As{ pues, el programa motor de softwa-
re/investigacion preferido para uso en la evaluacion de la similitud, es decir el grado en que se alinean dos secuencias
polipeptidicas primarias es Smith-Waterman. Para el propdsito de esta invencidn, el porcentaje de identidad entre dos
secuencias de aminodcidos o nucledtidos se determina utilizando el algoritmo de E. Meyers y W. Miller (CABIOS, 4:
11-17 (1989)) que se ha incorporado en el programa ALIGN (version 2.0), utilizando una tabla de residuos de peso
PAM120, una penalidad por longitud de laguna de 12 y una penalidad por laguna de 4.

Como se utiliza en esta memoria, el término “heter6logo” con referencia al gen receptor GPRSS5 significa cualquier
gen receptor GPR55 no endégeno, por ejemplo, uno que ha sido introducido o transfectado en una célula, que incluye
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genes receptores de GPR55 procedentes de especies u organismos distintos de la célula y genes receptores GPR55
recombinantes de la misma especie u organismo que la célula.

La presente invencion proporciona métodos de identificacion de compuestos que modulan la interaccién de fijacién
del receptor GPRS55 o cualquier variante o fragmento funcional del mismo, con inclusiéon de GPR55A, con un canna-
binoide, u otro ligando capaz de fijarse al receptor GPR55. La interaccién de fijacién puede monitorizarse por medida
directa de la fijacién o por medida de una sefial indicativa de la activacién del receptor o la actividad de estimulacién
de la célula.

Ejemplos de sefiales que pueden medirse en los ensayos de la presente invencion y que sirven como indicadores de
la activacion del receptor o indicadores de la actividad estimuladora de las células incluyen, pero sin caracter limitante,
la actividad de fosfolipasa intracelular C (PLC), actividad de fosfolipasa A (PLA), actividad de adenilil-ciclasa, niveles
de cAMP, actividad de MAP-quinasa, fijacién de GTPyS, y concentracién intracelular de calcio en la célula, asi como
apertura y cierre de canales i6nicos.

La activacién del receptor GPR55 puede ensayarse por examen de cierto nimero de sistemas de sefializacion celular
que incluyen, pero sin cardcter limitante, métodos para medir los niveles de cAMP (cribado alfa, gen informador,
ensayos de centelleo por proximidad, etc.), métodos de medida de los niveles intracelulares de calcio (FLIPR, uso
de proteinas G promiscuas tales como Gyg, Gyis, Ggss, €tc.), métodos para determinacion de la actividad de proteina-
quinasa A, proteina-quinasa C, activacion de la proteina G pequefia, fosfolipasa C, activacion de proteina G pequefia,
y modulacién de la actividad y funcién de los canales idnicos.

Muchos otros métodos de medida de la activacién de receptores y estimulacion celular son conocidos por los
expertos en la técnica y pueden utilizarse en los ensayos de la presente invencion.

De acuerdo con una realizacion de la invencion, el efecto modulador del compuesto de test contra cada receptor se
determina por:

(i) puesta en contacto de dichas células que expresan el receptor apropiado con un ligando apropiado con un
ligando apropiado, en presencia o ausencia de un compuesto de test;

(i1) determinacidn del efecto que el compuesto de test tiene sobre la interaccién de fijacion del receptor y el
ligando; y

(iii) comparacidén del resultado obtenido en (ii) contra cada receptor en el panel.

De acuerdo con aspectos particulares de la invencién que implican la determinacién de la interaccion de fijacion
de un receptor y un ligando, la determinacién implica medir la cantidad de cannabinoide u otro ligando que forma
un complejo con el receptor, donde una alteracién de la cantidad de dicho complejo formada en presencia de dicho
compuesto de test identifica dicho compuesto como un compuesto que modula la fijacién del ligando al receptor.

En una realizacion, los complejos receptor/ligando se aislan antes de medir la cantidad de ligando en dichos
complejos.

En otras realizaciones, el cannabinoide u otro ligando se marca de manera detectable, por ejemplo, por radiomar-
cacién, marcacion fluorescente, o marcacién quimioluminiscente.

En otra realizacién, el cannabinoide u otro ligando se une a una enzima y la medida se realiza por ensayo de
inmunosorbente unido a enzima (ELISA).

En otra realizacion, el receptor se proporciona como células que expresan el receptor o se proporciona como
membranas preparadas a partir de dichas células.

Cualquier ligando que se fije a y/o active el receptor GPRS55 o una variante o fragmento funcional del mismo pue-
de utilizarse con los ensayos de la presente invencién. Tales ligandos incluyen, pero sin caricter limitante, ligandos
cannabinoides (tales como endocannabinoides (enddgenos), naturales y sintéticos). Como se utiliza en esta memoria,
los términos “ligando cannabinoide” y “ligando GPR55” se utilizan intercambiablemente para hacer referencia a tales
compuestos que se fijan a y/o interaccionan con y/o activan el receptor GPR55 o una variante o fragmento funcional
del mismo. Puede utilizarse cualquier endocannabinoide en los métodos de la presente invencién, incluyendo, pero
sin cardcter limitante, anandamida, 2-arcadonilglicerol, noladin-éter, palmitoiletanolamina, y virodhamine. Puede uti-
lizarse cualquier cannabinoide derivado de plantas en los métodos de la presente invencion, con inclusién, pero sin
cardcter limitante, de A9-THC, cannabinol, y cannabidiol. Cualquier cannabinoide sintético derivado de plantas puede
utilizarse en los métodos de la presente invencion, incluyendo, pero sin caricter limitante, CP55940, WIN55-212-
2, HU210, AM251, AM281, AM630, JWHO15, JWH133, ACEA, y ACPA. Ligandos de receptores cannabinoides
radiomarcados que pueden utilizarse en los métodos de la presente invencién incluyen, pero sin cardcter limitante,
[*H]-SR141716, [*H]-WIL55-212-2, [*H]-CP55940, y [*H]-anandamida. Ejemplos de ligandos adecuados para uso
en los métodos de cribado de la invencién incluyen: anandamida, virodhamine, noladin-éter, 2-aracodonil-glicerol,
palmitoiletanolamina, oleiletanol-amina y A9-tetrahidrocannabinol.
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En algunas realizaciones, se utilizan células que expresan el receptor GPR55 en ensayos para identificar com-
puestos que modulan la fijacién ligando cannabinoide/GPRS5. Las células que expresan el receptor GPR55 pueden
incubarse con un ligando cannabinoide y un compuesto de test. Puede utilizarse cualquier tipo de célula en la cual se
exprese el receptor GPRSS5, o pueda modificarse por ingenieria de modo que se exprese. Cualquier tipo de célula en
la cual pueda medirse la fijacion de receptores y/o la activacion de receptores puede utilizarse en los ensayos de la
invencién. A modo de ejemplos no limitantes, el ensayo puede utilizar células de mamifero (con inclusién, pero sin
caracter limitante, de células humanas, de hamster, raton, rata, o mono) o células de animales no mamiferos tales como
células de anfibios (v.g., rana) o peces. Lineas de células que pueden utilizarse en los ensayos de la invencidn incluyen,
pero sin cardcter limitante, HEK-293s (rifién de embrién humano), CHO (ovario de hamster chino), LTk-(fibroblastos
murinos que carecen de desoxitimidina-quinasa (dTK) citosdlica), HeLa, BALB/c-3T3, oocitos de Xenopus; también
pueden utilizarse melanéforos (células de peces y anfibios). En algunas realizaciones se utilizan células HEK-293s
que expresan la proteina G, G,6. Las células humanas son una realizacién preferida.

En algunas realizaciones, se utiliza una célula recombinante que expresa un receptor GPR55 heterélogo a partir
de un constructo de expresion de gen heter6logo. Puede utilizarse cualquier especie de receptor GPR55 con inclusion,
pero sin cardcter limitante, de un receptor GPR55 de mamifero, incluyendo humano, roedor, murino, rata, cobayo,
raton, hamster, rhesus, mono cinomélogo, y porcino. GPR55 humano es una forma preferida. La proteina del receptor
GPRS55 puede ser una proteina de fusién o puede tener variacién en secuencia de aminodcidos, con inclusién de
deleciones, inserciones, mutaciones, y polimorfismos.

Otro aspecto de la invencidn se refiere a métodos para determinar si un compuesto de ensayo es un agonista, anta-
gonista, modulador alostérico o agonista inverso de la fijacion al receptor GPRS5 basado en un ensayo funcional. En
algunas realizaciones, los ensayos se llevan a cabo por incubacién de una célula que expresa el receptor GPR55 o un
fragmento funcional o variante del mismo con un compuesto de test y determinacion de si se modulan la fosfolipasa
C intracelular, o de adenil-ciclasa, los niveles de cAMP, la actividad de MAP-quinasa, la fijacién de GTPyS o las
concentraciones de calcio intracelular. Los resultados pueden compararse con controles en los cuales las incubaciones
se realizan de una manera similar pero en ausencia del compuesto de test. Ensayos funcionales de este tipo pueden
realizarse en asociacién con ensayos de fijacion, que incluyen los descritos en esta memoria. En algunas realizacio-
nes, la célula utilizada en los ensayos funcionales es una célula recombinante que se ha transformado con un gen o
constructo del receptor GPRS55 heterdlogo que codifica GPR55 o un fragmento funcional o variante del mismo.

Los compuestos de test que actian como agonistas se indican por un aumento en fosfolipasa C, una disminucién
o0 aumento en la actividad de adenilil-ciclasa, una disminucion o aumento en los niveles de cAMP, un aumento en los
niveles de calcio intracelular, o un aumento en el nivel de fijacién de GTPyS.

Los agonistas inversos pueden reducir la actividad de fosfolipasa o los niveles de calcio intracelular, particular-
mente si los ensayos se realizan en presencia de una cantidad fija de ligando. Los antagonistas bloquean la fijacién
de ligando al receptor pero no producen la respuesta opuesta en términos de actividad de fosfolipasa C, los niveles de
fijacién de GTPyS, o el calcio intracelular, que es el sello de un agonista inverso.

En algunas realizaciones de la invencion, el receptor GPRS5 se expresa recombinantemente en células procedentes
de un gen heterégeno o heter6logo. Secuencias de dcido nucleico que codifican el receptor GPRS55 humano pueden
clonarse como ha sido descrito por Sawzdargo et al., 1999, Mol. Brain Res., 64 193-198 (véase también, el nimero
de acceso a GenBank AF096786, WO01/86305, y WO00/23588, todos los cuales se incorporan en esta memoria por
referencia).

La secuencia codificante del receptor GPR55 puede incorporarse en un vector de expresién en un vector de expre-
sién con un promotor y otros elementos reguladores que serdn activos y apropiados para expresion en el tipo particular
de célula utilizado (véase, Sambrook et al., compiladores, Molecular Cloning: A Laboratory Manual (2°* edicién),
Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY (1989)). En algunas realizaciones, se utilizan células
de mamifero. Ejemplos de promotores que pueden utilizarse para expresion en células de mamifero incluyen, pero sin
cardcter limitante, el promotor del gen I de metalotioneina de ratén (Hamer et al., 1982, J. Mol. Appl. Gen., 1: 273-
288), los promotores inmediato-precoz y TK del herpesvirus (Yao et al., 1995, J. Virol., 69: 6249-6258, McKnight,
1982, Cell, 31: 355-365); el promotor precoz del virus SV40 (Benoist et al., 1981, Nature, 290: 304-310), y el pro-
motor CMV (Boshart et al., 1985, Cell, 41: 521-530). Los vectores pueden incluir también intensificadores y otros
elementos reguladores.

Pueden introducirse vectores de expresion en células por métodos bien conocidos en la técnica, que incluyen, pero
sin cardcter limitante, precipitacidn con fosfato de calcio, microinyeccion, electroporacién, transferencia de liposomas,
transferencia viral, o transferencia de genes mediada por particulas.

En algunas realizaciones, el receptor GPRS5 se utiliza para cribado en busca de compuestos que mimeticen la
accidén de cannabinoides u otros ligandos del receptor GPR55 (agonistas).

En algunas realizaciones, el receptor GPR5S5 se utiliza para cribado en busca de compuestos que antagonicen la
accion de cannabinoides u otros ligandos del receptor de GPR55 (antagonistas).

En algunas realizaciones de cualquier aspecto de la invencién, se utiliza el receptor GPR55 humano.
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En algunas realizaciones de cualquier aspecto de la invencion, se utiliza el receptor GPR55A.

Las células pueden seleccionarse y ensayarse o examinarse en cuanto a la expresion del receptor GPR55 de acuerdo
con procedimientos y métodos estandar conocidos en la técnica, que incluyen, pero sin cardcter limitante, andlisis por
transferencia Northern.

En algunas realizaciones, se utilizan células que expresan el receptor GPRS5 en asociacién con un ligando can-
nabinoide en ensayos de cribado disefiados para identificar compuestos que modulan la fijacién ligando cannabinoi-
de/GPRS5S. Las células que expresan el receptor GPRS5 pueden incubarse con un liando cannabinoide y un compuesto
de test. Se determina a continuacién la magnitud en la que se desplaza la fijacién de ligando cannabinoide por el
compuesto de test. Pueden realizarse ensayos de radioligandos o ensayos de inmunosorbente unido a enzima en los
cuales o bien el ligando cannabinoide o el compuesto de test se marca detectablemente. En ciertas realizaciones, el
cannabinoide u otro ligando estd radiomarcado, marcado por fluorescencia o marcado por quimioluminiscencia.

En algunas realizaciones, un cannabinoide u otro ligando y células que expresan el receptor GPRS55 se utilizan en
ensayos para determinar si los compuestos de test tienen algtin efecto modulador sobre la fijacién entre un cannabinoi-
de u otro ligando y el receptor GPR55. Una gran diversidad de tipos de ensayos diferentes pueden realizarse utilizando
métodos estandar conocidos por los expertos en la técnica. Por ejemplo, en los ensayos de fijacién de radioligandos,
las células que expresan el receptor GPR55 se incuban con un cannabinoide u otro ligando y con un compuesto que
se testa respecto a actividad de fijacion. En algunas realizaciones, la fuente del receptor GPR55 estd constituida por
células HEK-293s transformadas recombinantemente. En algunas realizaciones, se utilizan otros tipos de células, con
inclusién de tipos de células que no expresan otras proteinas que fijen el cannabinoide u otro ligando que se utilice.
Tales tipos de células pueden determinarse facilmente realizando ensayos de fijacion sobre células transformadas con
GPRS5 y comparando los resultados obtenidos con los que se obtienen utilizando sus contrapartidas no transformadas.

En algunas realizaciones de la invencion, los ensayos funcionales, tales como movilizacién del calcio intracelular,
se realizan utilizando el sistema de deteccién FLIPR (Lector de Placas por Formacién de Imédgenes Fluorescentes).

En algunas realizaciones de la invencidn, el cannabinoide u otro ligando se somete a yodacién y se utiliza como
trazador en ensayos de fijacién de radioligandos sobre células enteras o0 membranas. Otros ensayos que pueden utili-
zarse incluyen, pero sin cardcter limitante, el ensayo GTPyS, ensayos de adenilil-ciclasa, ensayos que miden inositol-
fosfatos, y ensayos de genes informadores (v.g., aquéllos que utilizan luciferasa, aqueorina, fosfatasa alcalina, etc.).

Los ensayos pueden realizarse utilizando células intactas o membranas preparadas a partir de las células (véase
v.g., Wang et al., Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 90: 10230-10234 (1993)). En algunas realizaciones, se incuban mem-
branas o células enteras con un cannabinoide u otro ligando y con una preparacién del compuesto a testar. Una vez
completada la fijacidn, el receptor se separa de la solucién que contiene el ligando y el compuesto de test, v.g., por
filtracion, y se determina la cantidad de fijaciéon que ha tenido lugar. En algunas realizaciones, el ligando utilizado
se marca detectablemente con un radioisétopo tal como, por ejemplo, 1. Pueden utilizarse también otros tipos de
marcadores, incluyendo, pero sin caricter limitante, los compuestos marcadores fluorescentes siguientes: fluorescei-
na, isotiocianato, rodamina, ficoeritrina, ficocianina, aloficocianina o-ftaldehido y fluorescamina. Pueden utilizarse
también compuestos quimioluminiscentes con los ensayos de la invencién, incluyendo, pero sin caracter limitante,
luminol, isoluminol, éster teromatico de acridinio, imidazol, sal de acridinio y éster oxalato.

En algunas realizaciones de la invencidn, los ensayos se realizan en un ambiente exento de células, tal como, por
ejemplo, donde se examina tinicamente la interaccién de fijacién entre un cannabinoide u otro ligando y el receptor
GPRSS5. En tales ensayos de fijacién exentos de células o in vitro, el cannabinoide u otro ligando y/o el receptor GPR55
pueden estar fijados a un soporte.

En algunas realizaciones de la invencion, se llevan a cabo ensayos en los cuales el compuesto se testa a concen-
traciones diferentes y la sefial medida a estas diferentes concentraciones permite la determinacién de la afinidad de
fijacién de los compuestos.

La fijacion inespecifica puede determinarse por realizacion de la reaccién de fijacion en presencia de un gran
exceso de ligando sin marcar. Por ejemplo, un cannabinoide marcado u otro ligando puede incubarse con el receptor
GPR55 y el compuesto de test en presencia de un exceso de mil veces de ligando cannabinoide sin marcar. La fijacién
inespecifica puede restarse de la fijacion total, es decir, fijacién en ausencia de ligando sin marcar, para llegar a la
fijacion especifica para cada muestra testada. Otros pasos tales como lavado, agitacion, sacudidas, filtracién y andlogos
pueden incluirse en los ensayos en caso necesario. Tipicamente, se incluyen pasos de lavado después de la separacién
del ligando fijado a la membrana del ligando que queda en solucién y antes de la cuantificacidn de la cantidad de
ligando fijada, v.g., por conteo del isétopo radioactivo. La fijacién especifica obtenida en presencia del compuesto
de test se compara con la obtenida en presencia de ligando marcado solo para determinar la extension en la que el
compuesto de test ha desplazado la fijacién del receptor.

En la realizacién de los ensayos de fijacion, los artefactos pueden hacer que parezca falsamente que un compuesto
de test estd interaccionando con el receptor cuando, de hecho, la fijacién esta siendo inhibida por algtin otro meca-
nismo. Tales sefiales falsas generadas por artefactos pueden abordarse de diversas maneras conocidas por los expertos
en la técnica. Por ejemplo, el compuesto a testar puede ponerse en un tampén que no inhibe por si mismo sustan-
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cialmente la fijacién del cannabinoide u otro ligando al receptor GPR55, y los compuestos pueden testarse a varias
concentraciones diferentes. Las preparaciones de compuestos de test pueden examinarse en cuanto a actividad pro-
teolitica, y pueden incluirse antiproteasas en los ensayos. Adicionalmente, los compuestos que se identifican como
desplazantes de la fijacién del cannabinoide u otro ligando al receptor GPR55 pueden re-examinarse en una gama de
concentraciones suficiente para realizar un andlisis Scatchard de los resultados. Este tipo de andlisis es conocido por
los expertos en la técnica y puede utilizarse para determinar la afinidad de un compuesto de test para un receptor (véa-
se, v.g., Ausubel et al., compiladores, Current Protocols in Molecular Biology, 11.2.1-11.2.19, John Wiley & Sons,
Nueva York, NY (1993); Work et al., compiladores, Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular Biology,
NY (1978)). Pueden utilizarse programas de ordenador para ayudar al anélisis de los resultados (v.g., Munson, 1983,
Methods Enzymol., 92: 543-577).

Dependiendo de su efecto sobre la actividad del receptor, los agentes que inhiben la fijacién del cannabinoide u otro
ligando al receptor GPRS55 pueden ser agonistas o antagonistas. La activacion del receptor GPRS5 puede monitorizarse
utilizando varios métodos diferentes. Por ejemplo, pueden realizarse ensayos de fosfolipasa C dejando crecer células
en los pocillos de una placa de microtitulacién e incubando luego los pocillos en presencia o ausencia del compuesto
de test; pueden extraerse luego los fosfatos de inositol (IP) totales en columnas de resina, y suspenderse de nuevo en
tampodn de ensayo. El ensayo de IP asi recuperado puede realizarse utilizando cualquier método para determinacion de
la concentracién de IP. Tipicamente, los ensayos de fosfolipasa C se realizan por separado de los ensayos de fijacion,
pero es también posible realizar los ensayos de fijacion y fosfolipasa C sobre una sola preparacion de células.

La activacion del receptor puede determinarse también basdndose en una medida de la concentracion de calcio
intracelular. Muchos tipos de ensayos para determinacion de las concentraciones de calcio intracelular son bien cono-
cidos en la técnica y pueden emplearse en los métodos de la invencién. Por ejemplo, células HEK-293s transformadas
pueden dejarse crecer hasta confluencia en portaobjetos con tapa de vidrio. Después del lavado, las células pueden in-
cubarse en presencia de un agente tal como Fluo-3, Fluo-4 o FURA-2 AM (Molecular Probes, Eugene, OR). Después
del lavado y la incubacién subsiguiente, puede medirse el desplazamiento de calcio utilizando un fotémetro.

Ensayos que miden la actividad intrinseca del receptor, tales como los basados en la medida de fosfato de inositol,
pueden utilizarse para determinar la actividad de los agonistas inversos. Al contrario que los antagonistas que bloquean
la actividad de los agonistas pero no producen actividad alguna por si mismos, los agonistas inversos producen una
respuesta bioldgica diametralmente opuesta a la respuesta producida por un agonista. Por ejemplo, si un agonista
promoviera un aumento en el calcio intracelular, un agonista inverso reduciria los niveles de calcio intracelular.

Los ensayos de radioligandos y activacién de células descritos en esta memoria proporcionan ejemplos de los tipos
de ensayos que pueden utilizarse para determinar si un compuesto de test particular altera la fijacién del cannabinoide
u otro ligando al receptor GPRSS5 y actia como agonista o antagonista. Existen muchas variaciones de estos ensayos
que son compatibles con la presente invencion. Tales ensayos pueden implicar el uso de anticuerpos marcados como
medio para detectar el cannabinoide u otro ligando que se ha fijado al receptor GPR55 o pueden adquirir la forma de
los ensayos de lector de placas de formacion de imdgenes fluorescentes.

Otro aspecto de la presente invencion estd dirigido al cribado de métodos que utilizan GPR55 o cualquier variante
o fragmento funcional del mismo, con inclusién de GPR55A, en una modalidad de matriz con CB1, CBla, CB1b
y CB2, a fin de identificar compuestos que tengan perfiles farmacoldgicos discretos en estos receptores. En algunas
realizaciones, la presente invencidn proporciona ensayos para identificar compuestos que actiian selectivamente como
agonistas/antagonistas/agonistas inversos/moduladores alostéricos en uno solo de los receptores cannabinoides. En
realizaciones adicionales, la presente invencién proporciona ensayos para identificar compuestos que tienen actividad
en dos cualesquiera de estos receptores. En otras realizaciones adicionales, la presente invencion proporciona ensayos
para identificar compuestos que actian como agonistas en uno de los receptores, pero como antagonistas en cualquiera
de los restantes. Dados los diversos papeles de los cannabinoides en los procesos bioldgicos, los ensayos de la presente
invencion son utiles para la identificacion y el desarrollo de compuestos con perfiles de efecto selectivos. Compuestos
que modulan selectivamente un receptor cannabinoide particular pueden ser particularmente ttiles en el tratamiento
de distintas enfermedades mediadas por el receptor particular sin afectar desfavorablemente a la fisiologia normal
mediada por otros receptores. De este modo, los compuestos pueden adaptarse para enfermedades particulares y los
efectos secundarios pueden mantenerse en un minimo.

De acuerdo con otro aspecto de la invencidn, se proporciona un sistema de cribado en el cual se determina la ca-
pacidad moduladora de un compuesto de test por cribado del compuesto contra un panel de receptores cannabinoides,
comprendiendo dicho panel el receptor GPRS5A que tiene la secuencia representada en SEQ ID NO: 1, o una variante
del mismo con al menos 90% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 1, y al menos otro miembro de la familia
de receptores cannabinoides. Cualquiera de los métodos de cribado descritos en esta memoria podria utilizarse en este
aspecto de la invencion.

En una realizacién particular, el “al menos otro miembro de la familia de receptores cannabinoides” se selecciona
del grupo constituido por CB1, CBla, CB1b y CB2.

De acuerdo con un aspecto adicional de la invencidn, se proporciona un método para determinar la selectividad
de un compuesto de test contra un miembro de la familia de receptores cannabinoides que comprende determinar la
capacidad del compuesto de test para modular cada uno de un panel de receptores cannabinoides, comprendiendo
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dicho panel de receptores cannabinoides el receptor GPR55A que tiene la secuencia representada en SEQ ID NO: 1,
o una variante del mismo con al menos 90% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 1, y al menos otro receptor
cannabinoide seleccionado de CB1, CBla, CB1b y CB2.

Puede generarse luego un perfil de los efectos del compuesto de test contra cada receptor. Dicho perfil puede, en
su forma mads simple, ser una tabla de datos que representa el efecto modulador de un compuesto de test contra cada
receptor.

De acuerdo con otro aspecto de la invencion, se proporciona el uso del receptor GPR55A que tiene la secuencia
representada en SEQ ID NO: 1, o una variante del mismo con al menos 90% de identidad de secuencia con SEQ ID
NO: 1, y al menos otro receptor seleccionado del grupo constituido por: CB1, CBla, CB1b y CB2, en un cribado de
panel que testa la capacidad moduladora de un compuesto de test contra cada uno de los receptores presentes en el
panel.

De acuerdo con un aspecto adicional de la invencién, se proporciona el uso del receptor GPR55A que tiene la
secuencia representada en SEQ ID NO: 1, o una variante del mismo con al menos 90% de identidad de secuencia
con SEQ ID NO: 1, al menos otro receptor seleccionado del grupo constituido por: CB1, CBla, CB1b y CB2, y un
ligando cannabinoide para fijacién a cada receptor en un ensayo de matriz para determinar el efecto modulador de un
compuesto de test sobre la fijacion del ligando al receptor.

Dados los diversos papeles de los cannabinoides en las respuestas bioldgicas, los ensayos de la presente invencién
son ttiles para la identificacion y el desarrollo de compuestos con perfiles de efectos selectivos. Por selectivo, en lo
que respecta a GPRSS5, se entiende uno que exhibe al menos una actividad 10 veces mayor contra GPR55 que la de
CB1 o CB2.

Se predice que los moduladores identificados de acuerdo con los ensayos de la presente invencién tendrdn utilidad
potencial en el tratamiento de algunas de las enfermedades o los trastornos mediados por receptores cannabinoides,
tales como los arriba identificados.

La invencién se ilustra adicionalmente por los ejemplos siguientes, que tienen por objeto elaborar varias realiza-
ciones de la invencidn. Estos ejemplos no pretenden limitar, ni deben interpretarse como limitantes del alcance de la
invencion.

Ejemplos
Ejemplo 1
Clonacion de GPR55A

Para testar si GPRSS tiene cualquier actividad cannabinoide o afin a los cannabinoides, se realiz6 una PCR y se
amplificaron y secuenciaron los cDNAs aislados.

Se disefiaron iniciadores especificos de GPR55 basados en la secuencia de GPR55 humano (EMBL-AF096786)
y se utilizaron para amplificacién PCR del marco de lectura abierto de GPR55 completo. La PCR se llevé a cabo
utilizando DNA genémico humano (Clontech (Palo Alto, CA) cat. #6550-1, lote #4564 1) como molde y los iniciadores
GPRSSF y GPR55R (indicados mds adelante). El producto generado en la reaccion PCR se utilizé subsiguientemente
como molde para los iniciadores GPR55flagF y GPR55flagR en una segunda tanda de PCR para introducir un epitope
Flag asi como sitios Nhel y BamHI. Los fragmentos de DNA que incluian el epitope Flag se insertaron luego en los
sitios de restriccion correspondientes del vector pIRESneo2 (Clontech, Palo Alto, CA).

Iniciadores
GPR55F 5'-ATG AGT CAG CAA AAC ACC AGT GGG GAC-3' (SEQ ID NO:3)
GPR55R 5'-TTA GCC CCG GGA GAT CGT GGT GTC-3' (SEQ ID NO:4)

Nhel Kozak Inicio Flag
GPR55flagk 5-CAA GCT AGC TAT GCC ACC ATG GAC TAC AAG GAC GAC GAT
GAC AAG AGT CAG CAA AAC ACC AGT GGG GAC-3' (SEQ ID NO:5)

BamH! Parada
GPR55flagR  5-CCT GGA TCC AAA TTA GCC CCG GGA GAT CGT GGT GTC-3'
(SEQ ID NO:6)
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Esto condujo a la identificacién de una insercién y delecidn dentro de la secuencia de nucleétidos publicada (Sawz-
dargo et al., 1999, Mol. Brain Res., 64 193-198; niimero de acceso a GenBank AF096786) que dio como resultado un
cambio de 11 aminoécidos en la regién supuesta del bucle intracelular 2 y TM4.

El efecto de la insercion y delecién sobre la secuencia de la proteina GPR55 es como sigue:

GenBank AF096786: .SGPPGRSLGSA.. GPR55 (SEQ ID NO:8)
Clon que se obtuvo: .L RSP RKIF GIC.. GPR55A (SEQ ID NO:7)

La alineacién de este cambio puede verse en la Figura 2, que muestra la secuencia completa de la proteina para
GPR55A. Este cambio, que ha sido designado por los inventores como GPR55A, se corresponde con la traduccién de la
secuencia del genoma humano, y ha sido identificado también en WO00/23588. Sin embargo, los autores de la presente
invencion han identificado también otras cuatro sustituciones simples de nucledtidos en los clones de la invencién que
dan como resultado diferencias de sustitucién simples en la secuencia de aminoécidos entre la secuencia de la proteina
GPR55A y la proteina AF096786. Estas se muestran también en la Figura 1 y se representan por designaciones # (#4,
5,10y 12).

Expresion

La expresién de GPR55A se realiza por transfeccidn transitoria de DNAs plasmidicos apropiados utilizando célu-
las HEK?293s u otra linea de células apropiada y Lipofectamine Plus o reactivo de transfeccion alternativo, de acuerdo
con las recomendaciones del fabricante. Las células se recogen y se preparan las membranas como se ha descrito pre-
viamente (Milligan, G. (1999) Signal Transduction: A Practical Approach, paginas 65-67, Oxford University Press).

Ejemplo 2
GRP55A tiene capacidad para fijarse a ligandos cannabinoides cuando se expresa en células HEK293s

Para testar si GPR55 y/o GPR55A codificaban un receptor que tuviese el potencial para comportarse como re-
ceptor cannabinoide, se transfectaron transitoriamente cDNAs que codificaban formas marcadas con FLAG de los
receptores en células HEK293s utilizando lipofectamina. Las células se recogieron 48 horas después y se prepararon
las membranas.

Preparaciones de membrana

Se obtuvieron preparaciones de membrana resuspendiendo las células que expresaban el receptor en tampén TE
enfriado en hielo (Tris-HC1 10 mM, EDTA 0,1 mM, pH 7,5) y dejandolas en hielo durante 5 minutos antes de reducir el
material insoluble a un sedimento por centrifugacién a 1000 g. Este proceso se repitié dos veces antes de resuspender
el sedimento en un volumen apropiado de TE y guardar a -80°C.

Se incluy6 como control positivo para el experimento un constructo que expresaba el receptor CB1 marcado con
FLAG, mientras que se incluyé un vector vacio como control negativo.

Adicionalmente, se realizaron transfecciones para el propdsito de inmunohistoquimica a fin de demostrar que los
receptores se expresaban en la superficie celular (datos no presentados).

Fijacion de radioligandos

Se afnadieron los compuestos de test seguidos por radioligando 1,6 nM (*H-SR-141716A, *H-CP55940 o *H-WIN-
55, 212-2) a una mezcla de ensayo que contenfa membranas (10 ug de proteina) en Tris 50 mM, MgCl,x6H,0 5,0
mM (pH 7,4) suplementado con BSA al 0,05%. La reaccién se dejo transcurrir a 30°C durante 90 min y se termind
luego por filtracién rapida utilizando filtros GF/B (preimpregnados en PEI al 0,05%) que se lavaron con Tris 50 mM
(pH 7,4), MgCl,x6H,0. Los filtros se cubrieron luego con un agente de centelleo y se sometieron a conteo en cuanto
a la cantidad de radioligando retenida. La fijacién inespecifica se determiné en presencia de SR141716A 200 nM,
CP55940 o WIN-55,212-2.

Resultados

Se seleccionaron tres radioligandos cannabinoides ([*H]-CP55940 - agonista cannabinoide no selectivo; [*H]-
WINS55-212-2 - agonista cannabinoide no selectivo; [*H]-SR141716, agonista selectivo inverso CB1) como herra-
mientas para comprobar la fijacién especifica en las transfecciones de GPR55 utilizando un exceso sin marcar del
mismo ligando para determinar el nivel de fijacion inespecifica. Los resultados se muestran en la Figura 3.

Se obtuvo la fijacién inespecifica para las células no transfectadas (no presentada) o células de control negativas
transfectadas con vector. EN cambio, la fijacidn especifica se obtuvo, como era de esperar, para las células transfectadas
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con el control positivo CB1 con cada uno de los radioligandos. Las membranas preparadas a partir de células trans-
fectadas con cualquiera de GPR55 o GPR55A exhibian una fijacién importante para [*’H]-CP55940 y [*H]-SR141716,
pero poca o ninguna fijacién a [PH]-WIN55-212, lo que sugeria que GPR55 y GPR55A tienen propiedades de fijacién
de ligandos semejantes a algunos cannabinoides.

Con objeto de evaluar ulteriormente esta fijacién, se generaron curvas competicion-fijacién para [*H]-SR141716
que competia con la versién sin marcar de si mismo contra GPR55, GPR55A, CB1 y membranas de control de vector.
Los resultados se muestran en la Figura 4. Estos datos demuestran un valor Cls, de 0,03 nM para SR141716 en CBI1,
como era de esperar, y no se observo existencia de fijacion especifica alguna a las membranas derivadas de células
transfectadas con el vector. GPRS55 y GPR55A exhibian ambos curvas de desplazamiento por afinidad nanomolar.

Ejemplo 3
GPR55 y GPR55A tienen actividades funcionales de cannabinoides

Para investigar si GPR55 o GPR55A poseifan cualquier actividad funcional semejante a los cannabinoides, se
testaron membranas celulares que expresaban el receptor en un ensayo de GTPyS. Las membranas con o sin ligando
20 uM se ensayaron respecto a su actividad estimuladora o inhibidora de 1a fijacién de GTPyS. Como control negativo,
se prepararon membranas celulares partiendo de células transfectadas con vector vacio, y como control positivo, se
prepararon membranas celulares partiendo de células transfectadas con CB1.

Ensayo de fijacion de GTPyS

Se determind la actividad del receptor utilizando un ensayo de fijacion de GTPyS como sigue: se diluyeron 10 ug
de membranas en 200 ul de NaCl 100 mM, MgCl, 5 mM, EDTA 1 mM, HEPES 50 mM (pH 7.4), DTT 1 mM, BSA
al 0,1% y GDP 100 uM. Se anadi6 a esto la concentracion requerida del compuesto de test y 0,1 uCi ¥S-GTPyS en
presenc1a o ausencia de una concentracidon CEg, de agonista (HU210). La reaccién se dejé transcurrir a 30°C durante
45 min. Se transfirieron luego las muestras a filtros GF/B utilizando un cosechador de células y se lavaron con tamp6n
de lavado (Tris 50 mM (pH 7,4), MgCl, 5 mM, NaCl 50 mM). Los filtros se cubrieron luego con agente de centelleo y
se sometieron a conteo respecto a la cantidad de **S-GTPyS retenida por el filtro. Para determinar el nivel de fijacion
inespecifica se efectuaron reacciones de control en presencia de GTPyS 10 uM.

La actividad funcional de los ligandos en presencia o ausencia de agonistas se determiné como sigue: Se sustrajo
la fijacién inespecifica de todos los valores determinados. El efecto de los compuestos para diversas concentraciones
se representd graficamente de acuerdo con la ecuacién

y = A+((B-A)/1+((C/x)?~D)))

y se estimaron CEs, o Cls.
Resultados

No se detect6 actividad significativa alguna para ningiin compuesto contra las membranas preparadas a partir de
transfecciones del control de vector. El perfil de los compuestos contra CB1 era como se esperaba para dichos ligandos
en los receptores CB1. Los compuestos que actuaban sobre GPRS55 (datos no presentados) o GPR55A (véase la Tabla
1) exhibian diversos efectos sobre la fijaciéon de GTPyS.

Se realizaron determinaciones de CEs, para definir ulteriormente las actividades agonistas de los ligandos canna-
binoides. Como anteriormente, ninguno de los ligandos exhibia actividad sobre las células transfectadas con el vector
de control. Se hace referencia a las figuras 5A-5D para los resultados. Las células transfectadas con CB1 generaban
valores CE5, comparables a los esperados para cada ligando (datos no presentados). GPR55A exhibfa activacion de-
pendiente de la concentracién en respuesta a los ligandos naturales anandamida, Noladin-éter, 2-aracodonilglicerol,
palmitoiletanolamina y A9-tetrahidro-cannabinol. Los datos para estos y otros compuestos se resumen en la Tabla 1.
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TABLA 1

Actividad de los ligandos en GPR55A
(Los datos de antagonistas se generaron en presencia de una concentracién CEg, de HU210)

COMPUESTO CEs0 n
(nM) (excepto*)
Anandamida 18,4 + 4,1 6
Noladin-Eter 11,5£0,5 2
Palmitoiletanolamida 32+1,3 3
Virodhamine 104+14 7
2-AG 35+24 2
Oleiletanolamida 424 + 203 3
A9-THC 8911 3
CP55940 71+13 5
Win55 NA 3
Hu210 33+12 2
JWH-015 4,75 + 0,28 2
JWH-133 NA 2
Cannabidiol 354 + 63* 4
Cannabinol NA 3
Cannabidiol anormal 2780 + 98 2

NA = 1nactivo

* Medida de CIsg

Ejemplo 4
Evaluacion de si GPR55A se acopla o no a las proteinas G G; o G

El uso de las toxinas de tos ferina y célera permite la inhibicién selectiva de la activacién de las proteinas G G;
y G;. Se trataron células HEK293s transfectadas transitoriamente con GPR55a con cualquiera de las toxinas y las
membranas generadas se testaron respecto a su capacidad para generar una sefial de GTPyS. La Figura 6 muestras
las curvas de respuesta a la concentracién para CP55940 sobre GPR55a expresado en membranas HEK293s tratadas
con toxina de la tos ferina, toxina del célera, o sin tratar. La actividad dependiente de la concentracién se mantiene
inalterada, en tanto que la actividad de ruido del sistema se reduce. Ninguna de las toxinas era capaz de afectar al
ensayo de GTPyS, lo que demuestra que GPR55a no se acopla a Gi o Gs en este sistema y por tanto estd acoplado
probablemente a otra proteina G.

Los ejemplos que anteceden tienen por objeto ilustrar la invencién y no deben interpretarse en modo alguno como
limitantes de la invencién.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para determinar la capacidad de un compuesto de test para modular cada uno de un panel de recepto-
res cannabinoides, que comprende medir el efecto modulador de un compuesto de test contra el receptor cannabinoide
que tiene la secuencia de aminoécidos representada en SEQ ID NO: 1 o un polipéptido con al menos 90% de identidad
de secuencia con el mismo, y al menos otro receptor cannabinoide.

2. El método de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde el al menos otro receptor cannabinoide se selecciona
del grupo constituido por: CB1, CBla, CB1b y CB2.

3. El método de acuerdo con la reivindicacién 1 6 2, que comprende adicionalmente generar un perfil del compuesto
de test.

4. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el receptor tiene la secuencia
de aminodécidos representada en SEQ ID NO: 1.

5. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, método que mide el efecto que el
compuesto de test tiene sobre la interaccién de fijacién del receptor y un ligando.

6. El método de acuerdo con la reivindicacién 5, en donde la interaccion de fijacién se monitoriza por medida
directa de la fijacién o por medida de una sefial indicativa de la activacién del receptor o la actividad estimuladora de
las células.

7. El método de acuerdo con la reivindicaciéon 6, en donde la sefial indicativa de la activacion del receptor se
selecciona del grupo constituido por: actividad de fosfolipasa C intracelular, actividad de fosfolipasa A, actividad de
adenilil-ciclasa, nivel de cAMP, actividad de MAP-quinasa, fijacién de GTPyS, y concentracion intracelular de calcio.

8. El método de acuerdo con la reivindicacién 6, en donde la determinacién de la interaccion de fijacién implica
medir la cantidad de ligando que forma un complejo con el receptor, en donde una alteracion en la cantidad de dicho
complejo formada en presencia de dicho compuesto de test identifica dicho compuesto como un compuesto que modula
la fijacion del ligando al receptor.

9. El método de acuerdo con la reivindicacién 8, en donde el ligando se selecciona del grupo constituido por:
anandamida, virodhamine, noladin-éter, 2-aracodonil-glicerol, palmitoiletanolamina, oleiletanolamina y A9-tetrahi-
drocannabinol.

10. El método de acuerdo con la reivindicacién 8 6 9, en donde los complejos receptor/ligando se aislan antes de
medir la cantidad de ligando en dichos complejos.

11. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 10, en donde el ligando estd marcado
detectablemente.

12. El método de acuerdo con la reivindicacién 11, en donde el ligando esta radiomarcado, marcado por fluores-
cencia, o marcado por quimioluminiscencia.

13. El método de acuerdo con la reivindicacién 8, en donde el ligando estd unido a una enzima, y la medida se
realiza por ensayo de inmunosorbente unido a enzima (ELISA).

14. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde los receptores son expresados
por células.

15. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde cada receptor del panel se
expresa partiendo de una poblacién de células distinta.

16. El método de acuerdo con las reivindicaciones 14 6 15, en donde las células son células de mamifero.

17. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el receptor se expresa a partir
de un gen receptor heter6logo.

18. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el efecto modulador del
compuesto de test contra cada receptor se determina por:

(i) puesta en contacto de dichas células que expresan el receptor apropiado con un ligando apropiado, en
presencia o ausencia de un compuesto de test;

(i1) determinacion del efecto que el compuesto de test tiene sobre la interaccién de fijacion del receptor y el
ligando; y
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(i) comparacién del resultado en (ii) contra cada receptor en el panel.

19. El uso del receptor GPR55A que tiene la secuencia representada en SEQ ID NO: 1, o una variante del mismo
con al menos 90% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 1, y al menos otro receptor seleccionado del grupo
constituido por: CB1, CBla, CB1b y CB2, en un cribado en panel para testar el efecto modulador de un compuesto de
test contra cada uno de los receptores en el panel.

20. El uso del receptor GPR55A que tiene la secuencia representada en SEQ ID NO: 1, o una variante del mismo
con al menos 90% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 1, al menos otro receptor seleccionado del grupo
constituido por: CB1, CBla, CB1b y CB2, y un ligando cannabinoide para fijacién a cada receptor en un ensayo de
matriz para determinar el efecto modulador de un compuesto de test sobre la fijacién del ligando al receptor.

21. El uso de acuerdo con la reivindicacion 20, en donde el ligando cannabinoide se selecciona del grupo constitui-

do por: anandamida, virodhamine, noladin-éter, 2-aracodonilglicerol, palmitoiletanolamina, oleiletanol-amina y A9-
tetrahidrocannabinol.
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Lau

40

Ty

Leu

Ser

Ser

Pha

120

Aryg

Gly

Cys

Pro

&Asp

Ala

25

Ala

Leu

Pro

Mat:

105

L,

Lys

Sexr

Bha

Leu
hR:13

Cys
10

Val
Tle
Ala

Val

Phe
90

Tyx
Ala
Ile
Ile

His
170

Glu

Leu

His

Thr

Leu

75

Pro

Gly

Ile

Phe

Pro

155

Asn

Val

Phe

Ile

5 Gly

Ser

Sexr

Ser

Ser

Arg

Gly

140

Ile

Mat

Phe

Asp

Pro

Phe

45

Ile

Leau

Leu

Val

125

Tle

Sex

Gly

Gly

30

Ser

Pro

Cys

Phe

110

Pro

Cys

Sexr

Aep

Phe
150

Val
15

Pha
Thy
Met
Phe
Thr
95

Thr
Leu
Cys
Phe
Amp

175

Leu

Asn

Val

Phe

Ile

Ly=

80

Liesu

Tle

Leu

Thr

His

160

Thre

Leu
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<210>2
<211> 319
<212> PRT

Leu

Tle

225

Pro

Ile

Sar

Ser
305

<213> Homo sapiens

<400> 2

Met

Glu

Leu

Leu

Asn

65

Met

val

Met

Gly
210

Tyr

val

val

Mat

Phea

290

Arg

Ser

Len

Gly

Lys

50

Lau

Val

Glu

Gly

195

Axg

Sax

Hi=

Glu

Cysa
275

Val

Val

Gln

Leu

35

Asn

Ala

Lieu

Cys

Tla

Ile

Leu

Cys
260

Phea

Ile

Gln

Gln

Lys

20

Leu

Arg

Val

Ser

Lau
100
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Mat Gly Fhe

Asp Hia Thr
215

Ala Ala Ser
230

Gly Phe Phe
245

Arg Ala lys

Ser Asn Val

Lys Glu Phe
285

Leu Val Leu
310

Asn Thr Ser
5

Thr Leu Gln

Cys Cys Ser Ary Ser Ile His Ile
200 205

Gln Asp Trp Val Gln Gln Lys Ala
220

Leu Ala Val Phe Val Val Ser Phe
235

Leu Gln Phe Leu Val Arg Aen Ser
250 255

Gln Sexr Ile Ser Phe Phe Leu Gln
265 270

Asn Cys Cys Leu Asp Val Phe Cys
280 285

Aryg Met Asn Ile Arg Ala His Arg
300

Gln Asp Thy Thr Ile Ser Arg Gly
315

Gly Asp Cys Leu Phe Asp Gly Val
10 15

Pha Ala Val His Ile Pxe Thr Phe
25 30

Lieu

Cys

Leu

240

Phe

Leu

Pro

Aan

Val

Leu Azn Leu Lau Ala Ile His Gly Phe Ser Thr Phe

Trp Pre Asp
55

Phe Asp Leu
70

Gln Val Gln
85

Tyr Phe Val

40 45

Tyr Ala Ala Thr Ser Ile Tyr Met
60

Leu Leu Val Leu Sar Leu Pro Phe
75

Ser Pro Phe Pro Ser Lsu Cys Thr
90 95

Ser Met Tyr Gly Ser Val Phe Thr
105 1190

Ile

Ly=s
80

Leu

Ile
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Cys

Val

Ile
145

Gly

Prao

Leu

Ila
225

Pro

Ile

Ser

Tyr

305

<210>3

<211> 27
<212> DNA
<213> Artificial

<220>

Phe Tle Ser

130

Trp

Lys

Ber

Vat

Gly

210

Tyxr

val

Val

Mat

Pha

290

Axg

115

His

Val

Val

Ala

Cly

195

Arg

Ser

His

Glu

Cys

275

val

Val

Ser

Len

Glu

Lys

180

Jle

Arg

Tle

Leu

Cys

260

Phe

Ile

Gln

<223> Iniciador oligonucleotidico

<400> 3

Met

Gly

Val

Liys

16%

Val

Met

Asp

Ala

Gly

245

Arg

Ser

Lys

ES 2 304 604 T3

Asp

Pro

150

Phe

Gly

His

Ala

230

Phe

Ala

Agn

Glu

val
310

Arg Pha

Pro

135

Thr

Het.

Phe

Phe

215

Sex

FPhe

Lys

Val

rhe

295

Len

atgagtcage assacaccag tggggac

<210> 4
<211>24
<212> DNA
<213> Artificial

<220>

120

Gly

Gly

Qys

Pro

Cyvs

200

Gln

Leu

Leu

Gln

Asn

280

Arg

Gln

Leu

Arg

Ser

Phe

Leuw

185

Cys

Arp

aAla

Gln

Ser

265

Cys

HMet

ABp

Ala

Sex

Ile

Bi=

170

Glu

Sar

Val

Phe

250

Ile

Cys

Agn

Thr

Ile

Leu

Pro

158

Val

Arg

Val

Phe

235

Leu

Sexr

Ley

Ile

Thr
315

Arg

Gly

140

Ile

Met

Fhe

Ser

Gln

220

Val

val

Pha

Asp

Arg

300

Ile

Tyr
125

Sex

Ser

aly

Ile

205

Gln

Val

Arg

Phe

Val

285

Ala

Ser

Pro

Ala

Ser

Asp

Fhe

180

His

Ly=

SBexr

Asm

270

Phe

His

Arg

Leu

Cys

Phe

Asp

175

Leu

Ila

Ala

Phe

Ser

255

Gln

Cys

Arg

Gly

Leu

His

160

Thar

Lsu

Leu

Cvys

Len

240

Phe

Leu

Pxro
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<223> Iniciador oligonucleotidico
<400> 4

ttageccegg gagatcgtgg tgte

<210>5

<211> 69
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Iniciador oligonucleotidico

<400> 5
caagetaget atgocaceat ggactacaag gacgacgatyg acaagagtca geaasacace
agtggggac

<210> 6

<211> 36

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Iniciador oligonucleotidico

<400> 6

cotggatcoca aattagecce gggagategt ggtgte

<210>17
<211>11
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 7
Leu Arg Ser Pro Arg Lys Ile Phe Gly Ile Cys
1 5 ki}
<210> 8
<211>11
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 8

Ser Cly Pro Pro Gly Arg Ser Leu Gly Sax Ala
1 5 10

<210>9

24

&0

&9

36
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<211> 960

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 9

atgagtcage

acectacagt

geceatooatg

atotacatga
atggtectgt
tacttegtca
ttggceatee
tetgeatgea
gggasagtgy
gtettcottee
tgetecagga
cagaaagect
ccagtaoeace
agagceaage
tgotgectgg

geccagegye

aaaacaccag
ttgoagteocs
gottoagoac
toaacotygoe
ccecaggtaca
geatgtacgg
gttaccoget
caatctggat
sasagtacat
cgetggagyt
geatccacat
geatetacag
tggggttett
agageatcay
atgttttety

cttecagggt
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tagggactge
catoocoace
cttoettaag
agtctttgac
gteocoeatte
aagegtectte
actggtgage
cctggrgtgy
gtgottcoac
gtttggette
cotgetggge
cateogeageo
cotgeagte
cttraottettyg
ctactacttt

cecagctaggte

ctytttgacy gtgtesacga getgatgass

ttoegtectgg
aacaggtgge
ctgctgetag
cegtecctgt
accatotget
vactooeggte
accggaagoa
aacatgtety
ctocttecca
ageogagace
ageetggetyg
ctggtgagaa
caattgbeea
gtcatcaaay

ctgcaggaca

geetgotect caacctgerg

cegattatge tgecacctee

tgotoctecot
goaccoctggt
toatoageat
cogeaggragy
tocetateota
atgatacctyg
tyggeatcat
acaccoagya
tattegtggt
acagetttat
tgtgtttcte
aattecgeat

ceacygatcte

ceeattoaagy
ggagtgestt
ggaccggtite
atetttggga
caghttocat
gagogocaag
gggottotge
ctgggtgcag
ctuectteocte
cgtagagtge
caatgbteaac
gaacatcagy

ceggggotaa

&0
120
180

340
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
800

860
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