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DESCRIPCION

ADN codificante para el receptor humano de la vainilloide VR3.
Antecedentes de la invencion

Los estimulos quimicos, térmicos y mecdnicos nocivos estimulan las terminaciones nerviosas de las neuronas
sensoriales de didmetro pequefio (nociceptores) en los ganglios sensoriales (p. €j., raiz dorsal, ganglios nodosos y
del trigémino) e inician sefiales que son percibidas como dolor. Estas neuronas son cruciales para la deteccion de los
estimulos perjudiciales o potencialmente perjudiciales (calor) y la lesion tisular (H* (acidosis tisular local), y/o tension)
que surgen de cambios en el espacio extracelular durante las condiciones inflamatorias o isquémicas (Wall y Melzack,
1994). El vainilloide capsaicina (8-metil-N-vainillil-6-nonenamida), el principal ingrediente picante en los pimientos
capsicum “picantes”, es un activador muy selectivo de los aferentes nociceptivos con una capa fina de mielina o sin
ella (Szolcsanyi, 1993; Szolcsanyi, 1996). Los estudios electrofisicos han demostrado que los vainilloides excitan
las neuronas sensoriales pequefias activando un canal de membrana plasmadtica que no es selectivamente permeable
a los cationes (Bevan y Szolcsanyi, 1990; Oh et al., 1996; Wood et al., 1988). El ultrapotente diterpeno triciclico
resiniferatopxina de las plantas de Euphorbia (RTX; (Szolcsanyi et al., 1991)) se une con una afinidad nanomolar en
el sitio de unidn de la capsaicina y se ha revelado una distribucién muy localizada de los receptores de capsaicina para
las neuronas sensoriales primarias somdticas y viscerales de rata (Szallasi, 1995).

Se piensa que el receptor vainilloide VR1 (Caterina et al., 1997) es un receptor sensible al calor cuyo umbral
disminuye en presencia de protones o capsaicina (Tominaga et al., 1998). La capsaicina y los protones interaccionan
en sitios de reconocimiento de membrana especificos (receptores vainilloides) expresados casi exclusivamente por las
neuronas sensoriales primarias implicadas en la nocicepcién y la inflamacién neurogénica (Bevan y Szolcsanyi, 1990).
El receptor vainilloide (“capsaicina”) VRI1 es activado por la capsaicina y RTX, y la activaciéon de VRI1 es bloqueada
por los antagonistas capsazepina (CPZ; (Bevan et al., 1992)) y rojo de rutenio (RR; (Caterina et al., 1997: Wood et
al., 1988)).

El andlisis del caracter hidropético de la secuencia de aminoacidos de VR1 revela 6 regiones potenciales que abar-
can la membrana (S1-S6) y una supuesta regién pobre en bucles entre S5 y S6. Un gran dominio intracelular contiene
3 dominios repetidos de anquirina (Caterina et al., 1997). Este canal tiene similitudes estructurales significativas con
la supuesta familia del canal del calcio TRP “operados por reservorios”. VR1 es un canal de cationes no selectivo
dependiente del ligando que muestra una rectificacion hacia afuera pronunciada (Caterina et al., 1997). Importante-
mente, VR1 es muy permeable a Ca**, un ién conocido por ser muy importante en la regulacién de la funcién celular
((Blackstone y Sheng, 1999; Gupta y Pushkala, 1999; van Haasteren et al., 1999)).

La busqueda de bases de datos gendémicas ha revelado VRL-1, una subunidad relacionada estructuralmente con
VRI1. VLR-1 de rata y humana (AF129113 y AF129112, respectivamente) son idénticas en un -49% y similares
en un 66% a VRI de rata (AF029310)) (Caterina et al., 1999). La proteina VRL humana (AF103906) clonada por
Wood y col. (no publicada) es idéntica en un 99% a VRL-1 (AF129112). Recientemente, se publicé una solicitud
de patente de Partiseti y Renard que describia hVRCC (canal catiénico de tipo receptor vainilloide humano) que
es casi idéntico a AF129112 (la tnica diferencia es la delecién de Q418). Los autores de la presente invencién se
referirdn a estas secuencias como VR2. En conjunto, la estructura pronosticada de VR1 y VR2 es caracteristica de
una familia de canales i6nicos definida por los canales de potencial receptor transitorio (TRP) clonada originalmente
de Drosophila melanogaster, un canal permeable al Ca que juega un papel en la fototransduccién (Lu y Wong, 1987;
Minke y Selinger, 1996). Este receptor también parece estar implicado en la sensacién de calor que produce dolor
(Caterina et al., 1999). La expresién de VR2 en oocitos y células HEK conferia normalmente una sensibilidad de las
células a las temperaturas nocivas (>53°C), que no era sensibles a CPZ pero era bloqueada casi completamente con rojo
de rutenio 10 uM. La activacién de VR2 induce una corriente catiénica no selectiva con una elevada permeabilidad
al Ca’*. Interesantemente, el umbral para la sensibilidad al calor disminufa con la aplicacién repetida de estimulos
nocivos, pero no de temperaturas por debajo del umbral (Caterina et al., 1999).

Se piensa que el canal SIC de rata (canal inhibido por el estiramiento; Genbank AB015231), codificado por 529
aminodcidos, forma un canal i6nico inhibido por el estiramiento (Suzuki et al., 1999). Los primeros 379 aminoécidos
son homdlogos a VR1 de rata. SIC carece del gran dominio citopldsmico N-terminal de la familia VR pero contiene
una secuencia homologa al exén A antes del supuesto TM1. Los tltimos 163 aminoacidos, comenzando en el centro
del supuesto TM6 de SIC de rata son similares a la correspondiente secuencia de aminoacidos de VR3 A+B- humano
de la presente invencion.

La presente invencién describe la clonacién y la funcién de un nuevo miembro de la familia de receptores vaini-
lloides, VR3. Este gen parece estar empalmado alternativamente para crear al menos 3 isoformas.

Compendio de la invenciéon

Las moléculas de ADN que codifican las 3 isoformas del receptor vainilloide humano 3 (hVR3) han sido clo-
nadas y caracterizadas. Las propiedades bioldgicas y estructurales de estas proteinas estin descritas, como lo estdn
la secuencia de aminodcidos y de nucleétidos. La proteina recombinante es ttil para identificar los moduladores del
receptor VR3. Los moduladores identificados en el andlisis descrito en la presente memoria son utiles como agentes
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terapéuticos, que son candidatos para el tratamiento de las condiciones inflamatorias y para su uso como analgésicos
para el dolor intratable asociado con la neuralgia postherpética, la neuropatia diabética, el dolor post-mastectomia, los
sindromes de dolor regional complejo, la artritis (p. ej., reumatoide y osteoartritis), asi como las ulceras, las enferme-
dades neurodegenerativas, el asma, la enfermedad pulmonar obstructiva crénica, el sindrome del intestino irritable, y
la psoriasis. Los usos incluyen el tratamiento de enfermedades del sistema nervioso central, enfermedades del tracto
intestinal, proliferacién anormal y cdncer especialmente en el sistema digestivo, la prostata y las génadas femeninas,
tlceras, enfermedades del higado, enfermedades del rifién, control de visceras innervadas por los ganglios de la raiz
dorsal, o para diagnosticar o tratar cualquier trastorno relacionado con la expresiéon anormal de estos polipéptidos
hVR3, entre otros. En otro aspecto, la invencion hace referencia a los métodos para identificar los agonistas y antago-
nistas utilizando los materiales proporcionados por la invencidn, y tratar las afecciones asociadas con el desequilibrio
de hVR3. Las moléculas de ADN recombinante, y las porciones de las mismas, son utiles para aislar homélogos de
las moléculas de ADN, identificando y aislando los homélogos de las moléculas de ADN, identificando y aislando los
equivalentes gendmicos de las moléculas de ADN, e identificando, detectando o aislando las formas mutantes de las
moléculas de ADN.

Breve descripcion de los dibujos
Figura 1 - SEQ ID NO:5. Secuencia de nucleétidos VR3A+B- humano de la regidn codificadora (2616 pb).

Figura 2 - SEQ ID NO:6. Se muestra la secuencia de nucleétidos de VR3A+B- humano incluyendo la regién no
traducida de 337 pb 5° (UT) y de 547 pb 3’UT (3500 pb).

Figura 3 - SEQ ID NO:7. Secuencia codificadora para VR3A+B- humano (871 aminoacidos)

Figura 4 - SEQ ID NO:8. Secuencia de nucledtidos de VR3A-B- humano de la regién codificadora (2436 pb).
Figura 5 - SEQ ID NO:9. Secuencia codificadora para VR3A-B- humano (811 aminoacidos)

Figura 6 - SEQ ID NO: 10. Secuencia de nucleétidos de VR3A+B+ humano de la regién codificadora (2229 pb).

Figura 7 - SEQ ID NO: 11. Se muestra la secuencia de nucleétidos de VR3A+B+ humano incluyendo los 836 pb
5" UT y los 994 pb 3°UT (4059 pb).

Figura 8 - SEQ ID NO: 12. Secuencia codificadora para VR3A+B+ humano (742 aminodcidos)

Figura 9 - Se muestra la expresién funcional de las isoformas de VR3 en oocitos de Xenopus: la viabilidad de
oocitos mantenida en ND-96 con 2 Ca?* disminuia significativamente 4-6 dias después de la inyeccién con 3,25 ng de
ARNc de VR3 A+B-y VR3 A+B+ (5 ng) pero no de VR3 A-B- (1,5 ng). Los datos para los oocitos a los que se inyectd
VR3 A+B- y agua se obtuvieron de 5 experimentos diferentes. Los oocitos muertos se determinaron visualmente. Los
datos se analizaron utilizando el andlisis de la Chi cuadrado.

Figura 10 - Funcién en oocitos: las isoformas de VR3 estdn activadas por el calor. A. Se muestra la corriente del
pico principal obtenida mediante una transicién de calor de 25°C a 46°C y mantenida a 46°C durante al menos 15
segundos. La corriente es el incremento sobre la corriente inicial a +80 mV. Las transiciones de voltaje se aplicaron
de -120 a +80 mV a lo largo de 400 mseg cada 2 seg. Los oocitos se inyectaron con 3,25, 1,25 y 5 ng de ARNc
de VR3 A+B-, A-B-, y A+B+, respectivamente, y se registraron hasta 6 dias mds tarde. Barra sdlida: controles a los
que se inyecté agua (n=8); barra transparente: isoforma VR3 A+B- (n= 11); barra sombreada: isoforma VR3 A-B-
(n=8); barra punteada: isoforma VR3 A+B+ (n=5). Todas las isoformas muestran un incremento significativo sobre
los controles con agua (p = 0,001, 0,03 y 0,007, respectivamente: ensayo de la t de Student). La respuesta inducida
por el calor es aproximadamente 2 veces mds grande en la isoforma A+B- en comparacién con las otras dos isoformas
pero las diferencias no son significativas (p = 0,051 y p = 0,16, para A+B- en comparaciéon con A-B- y A+B+,
respectivamente). Los datos se obtuvieron de 2 grupos de oocitos inyectados. Los datos mostrados son la media y el
error tipico de la media. B. Se registraron las corrientes inducidas por la transicién de voltaje durante la aplicacién
de calor creciente a oocitos inyectados con agua (arriba), VR3 A+B- (segundo por arriba), VR3 A-B- (3° por abajo),
y VR3A+B+ (abajo). Los oocitos fueron perfundidos constantemente con Ca?* ND-96 y la solucién se calent6 por
medio de un dispositivo calentador en linea (TC-324B junto con el calentador en linea SH- 27A: Warner Instrument
Corp.). Se presentan las corrientes inducidas por la transicién (en A, como se indica en el eje de la y) obtenidas a
temperaturas de 37°C a 46°C; solamente se marcan con la temperatura correspondiente los vestigios de corriente a las
temperaturas mas elevadas.

Figura 11 - Funcién en oocitos: VR3A+B- confiere sensibilidad al rojo de rutenio 10 uM para la corriente activada
por perfusion (Leusion) Observada en oocitos que expresan VR1 inducidos por perfusion celular mediante soluciones
salinas extracelulares. La activacion de I .qusisn pOr una perfusion incrementada fue bloqueada por rojo de rutenio
solamente en oocitos que expresaban VR1 a los que se habia inyectado ARNc de VR3 A+B-, y no en oocitos que
expresaban solamente VR 1. (a). Se sensibilizé un oocito al que se habia inyectado ARNc de VR [4 ng] con transiciones
de voltaje entre -120 y +80 mV a lo largo de 400 mseg a partir de un potencial de mantenimiento de -70 mV. Las
corrientes inducidas por la transicion aumentaron después del comienzo de la perfusién del oocito a una velocidad
de 10 ml/min. La preincubacién con rojo de rutenio 10 uM durante 0,5 minutos bloque6 la corriente. El bloqueo
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era parcialmente reversible (no mostrado). (b). Un oocito al que se habia inyectado ARNc de VR1 [4 ng] junto con
VR3 A+B- [1,3 ng] se sensibilizé con transiciones de voltaje entre -120 y +80 mV a lo largo de 400 mseg desde un
potencial de mantenimiento de -70 mV. Las corrientes inducidas por la transicién aumentaron después del comienzo
de la perfusion del oocito a una velocidad de 10 ml/min. La preincubacién con rojo de rutenio 10 uM durante 0,5 min
tuvo un efecto pequefio sobre Lusion- La Iperrusion tenfa magnitudes similares en ambos grupos de oocitos. Vrev para la
corriente inhibida por RR fue de aproximadamente -13 mV (flecha).

Figura 12 - Funcién en oocitos: VR3A+B- junto con VR1. La magnitud y la cinética de decaimiento de la respuesta
a la capsaicina 1 yuM disminuy6 cuando se expresaba simultineamente ARNc de VR1 con ARNc de VR3 A+B- a
razones iguales [2,9 ng cada uno].

Figura 13 - El andlisis de la distribucion de la matriz de ADN indica que los ARNm de hVR3 son expresados en
una variedad de tejidos, y existe cierto solapamiento en una variedad de tejidos, y existe cierto solapamiento de la
expresion con VR1 a nivel del tejido completo. La secuencia de ADN utilizada en la matriz de ADN no esta presente
en A+B+, solamente en las isoformas A+B- y A-B-. Obsérvese que la especie de ADNc fue clonada de las glandulas
pituitaria y prostatica.

Descripcion detallada

La presente invencion describe 3 isoformas de un receptor vainilloide humano, denominado VR3: VR3A+B-,
VR3A-B-, y VR3A+B+. Las secuencias de nucleétidos de los ADNc del receptor VR3 humano revelaron un tnico
marco de lectura abierto grande de aproximadamente 2616 (Figura 1), 2436 (Figura 4) y 2229 (Figura 6) pares de bases
que codifican 871 (Figura 3), 811 (Figura 5), y 742 (Figura 8) aminoacidos para VR3 A+B-, A-B- y A+B+ humano,
respectivamente. E1 ADNc para VR3 A+B- tiene prolongaciones 5’ y 3’-no traducidas de aproximadamente 337 y
aproximadamente 547 nucleétidos, como se muestra en la Figura 2, donde la 5’UTR es 1-337, la region codificadora
es 338-2953, y la 3’UTR es 2954-3500. El ADNc para VR3 A+B+ tiene prolongaciones 5’ y 3’-no traducidas de
aproximadamente 836 y aproximadamente 994 nucleétidos como se muestra en la Figura 7, donde la 5’UTR es 1-836,
la regidn codificadora es 837-3065, y 1la 3°’UTR es 3066-4059. La primera metionina en marco fue disefiada como el
codén de iniciacidn para un marco de lectura abierto que pronostica las proteinas receptoras VR3 humanas con una
masa molecular estimada (M,) de aproximadamente 98.242 Da, 91.294 Da y 83.310 Da para las isoformas A+B-, A-
B- y A+B+, respectivamente. La isoforma A+B- codifica una proteina de 871 aminodcidos. E1 VR3 A-B- contiene una
delecion de 60 aminodcidos desde el aminodcido 382 al 441 de VR3A+B-. VR3 A+B+ es idéntico a A+B- hasta el
aminodcido 736 después de lo cual hay 6 aminoécidos divergentes y un codén de parada. La isoforma A+B+ de VR3
se extiende 20 aminodcidos después del supuesto TM6.

Las proteinas receptoras VR3 humanas pronosticadas fueron alineadas con las bases de datos de nucledtidos y
protefnas y estdn relacionadas con la familia de los receptores vainilloides (VR1 y VR2). Existen numerosos motivos
conservados encontrados en esta familia de receptores incluyendo un gran supuesto segmento hidréfilo N-terminal
(aproximadamente 467 aminodcidos), tres supuestos dominios de repeticion de anquirina en la regién del extremo N,
6 regiones transmembrana pronosticadas y una regién del poro. VR3 A+B- es idéntico en un 43% a VR1 humano,
idéntico en un 39% tanto a VRL-1 humano (AF129112) como VRL humano (AF103906). De este modo el receptor
VR3 descrito en la presente memoria es claramente un gen novedoso de la familia de receptores vainilloides.

Las formas VR3A+B- y VR3A-B- humanas son similares al canal inhibido por el estiramiento SIC de rata [Acceso
Genbank AB015231] desde el aminodcido 694 al extremo. Se piensa que el SIC de rata, codificado por 529 aminodci-
dos, forma un canal i6énico inhibido por el estiramiento. Carece del gran dominio citoplasmico N-terminal de la familia
VR pero contiene una secuencia homdloga al exén A antes del supuesto TM1.

La secuencia genémica completa de las regiones codificadoras de VR3 descrita en la presente memoria parece
encontrarse en un envio de secuencias “submission” de la secuencia de 380512 pares de bases de Genbank (clon
de homo sapiens RPCI1-7G5 (AC007834), envio de secuencias directo por Worley, K.C.). Esta entrada de Genbank
enumera muchos fragmentos de la secuencia de ADN y una secuencia contigua propuesta, pero carece de cualquier
analisis de la secuencia de 4cido nucleico y no logra caracterizar los rasgos de las secuencias de acido nucleico de
VR3, ni describe la presencia del gen VR3.

Aislamiento del dcido nucleico del receptor VR3 humano

La presente invencién hace referencia al ADN que codifica el receptor VR3 humano que fue aislado de células pro-
ductoras del receptor VR3 humano. El receptor VR3 humano, segtn se utiliza en la presente memoria, hace referencia
a una proteina que puede funcionar especificamente como un receptor vainilloide humano.

La secuencia de aminodcidos completa del receptor VR3 humano no se habia mostrado previamente, ni era la
secuencia de nucledtidos completa que codificaba el receptor VR3 humano conocido. Se pronostica que una amplia
variedad de células y tipos celulares contendran el receptor VR3 humano descrito.

Otras células y lineas celulares también pueden ser adecuadas para su uso para aislar el ADNc del receptor VR3
humano. La seleccién de las células adecuadas se puede realizar escrutando la actividad del receptor VR3 humano
en extractos celulares o en andlisis de células completas, descritos en la presente memoria. Las células que poseen
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actividad de VR3 humano en cualquiera de estos andlisis pueden ser adecuadas para el aislamiento del ADN o el
ARNm del receptor VR3 humano.

Se puede utilizar cualquier variedad de procedimientos conocidos en la técnica para clonar molecularmente el
ADN del receptor VR3 humano. Estos métodos incluyen, pero no estdn limitados a, la expresion funcional directa de
los genes del receptor VR3 humano después de la construccién de una genoteca de ADNc que contiene el receptor
VR3 humano en un sistema vector de expresién apropiado. Otro método consiste en escrutar la genoteca de ADNc
que contiene el receptor VR3 humano construida en un vector lanzadera de bacteriéfago o plasmido con una sonda
oligonucleotidica marcada disefiada a partir de la secuencia de aminodcidos de las subunidades del receptor VR3
humano. Un método adicional consiste en el escrutinio de una genoteca de ADNc que contiene el receptor VR3
humano construido en un vector lanzadera de bacteriéfago o pldsmido con un ADNc parcial que codifica la proteina
receptora VR3 humana. Este ADNc parcial se obtiene mediante amplificacién por PCR especifica de fragmentos
de ADN del receptor VR3 humano a través del disefio de cebadores oligonucleotidicos degenerados a partir de la
secuencia de aminodcidos de la proteina receptora VR3 humana purificada.

Otro método consiste en aislar el ARN a partir de células productoras del receptor VR3 humano y traducir el
ARN a proteina por medio de un sistema de traduccién in vitro o in vivo. La traduccién del ARN a un péptido o
proteina dard como resultado la produccién de al menos una porcién de la proteina receptora VR3 humana que puede
ser identificada, por ejemplo, mediante la reactividad inmunoldgica con un anticuerpo anti-receptor VR3 humano o
mediante la actividad biolégica de la proteina receptora VR3 humana. En este método, se pueden analizar reservas de
ARN aislado de células productoras del receptor VR3 humano en cuanto a la presencia de un ARN que codifica al
menos una porcidn de la proteina receptora VR3 humana. Adicionalmente el fraccionamiento de la reserva de ARN
se puede realizar para purificar el ARN del receptor VR3 humano a partir del ARN del receptor VR3 no humano. La
proteina o péptido producido mediante este método se puede analizar para proporcionar secuencias de aminoacidos que
a su vez se utilizan para proporcionar cebadores para la producciéon de ADNc del receptor VR3 humano, o se puede
analizar el ARN utilizado para la traduccién para proporcionar secuencias de nucleétidos que codifican el receptor
VR3 humano y producir sondas para esta producciéon de ADNc del receptor VR3 humano. Este método es conocido
en la técnica y se puede encontrar, por ejemplo, en Maniatis, T., Fritsch, E.F., Sambrook, J. en Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, Segunda Edicién, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor. NY. 1989.

Resulta facilmente evidente para los expertos en la técnica que pueden resultar utiles otros tipos de genotecas,
asi como genotecas construidas a partir de otras células o tipos celulares, para aislar el ADN del receptor VR3 hu-
mano. Otros tipos de genotecas incluyen, pero no estdn limitados a, genotecas de ADNc derivadas de otras células,
de organismos distintos del receptor VR3 humano, y genotecas de ADN genémico que incluyen YAC (cromosomas
artificiales de levadura) y genotecas de c6smidos.

Resulta facilmente evidente para los expertos en la técnica que se pueden preparar genotecas de ADNc adecuadas
a partir de células o lineas celulares que tienen actividad de receptor VR3 humano. La seleccién de células o lineas
celulares para su uso en la preparacién de una genoteca de ADNc para aislar el ADNc del receptor VR3 humano se
puede realizar midiendo primero la actividad del receptor VR3 humano asociada a la célula utilizando la medida de la
actividad bioldgica asociada al receptor VR3 humano o un andlisis de unién al ligando.

La preparacién de genotecas de ADNc se puede realizar mediante mecanismos normalizados bien conocidos en
la técnica. Se pueden encontrar mecanismos de construccién de genotecas de ADNc bien conocidos por ejemplo, en
Maniatis, T., Fritsch, E.F.. Sambrook, J.. Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Segunda Edicién (Cold Spring
Harbor Laboratory. Cold Spring Harbor, New York, 1989).

Asimismo es facilmente evidente para los expertos en la técnica que el ADN que codifica el receptor VR3 humano
también puede ser aislado a partir de una genoteca adecuada de ADN gendmico. La construccién de genotecas de
ADN genémico se puede realizar mediante mecanismos normalizados bien conocidos en la técnica. Los mecanismos
de construccién de genotecas de ADN gendmico bien conocidos se pueden encontrar en Maniatis, T., Fritsch, E.F,,
Sambrook, J. en Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Segunda Edicién (Cold Spring Harbor Laboratory, Cold
Spring Harbor, New York, 1989).

Con el fin de clonar el gen del receptor VR3 humano por los métodos anteriores, puede ser necesaria la secuencia
de aminodcidos del receptor VR3 humano. Para completar esto, se puede purificar la proteina receptora VR3 humana
y determinar la secuencia de aminodcidos parcial por medio de secuenciadores automatizados. No es necesario de-
terminar la secuencia de aminodcidos completa, si no que se determina la secuencia lineal de dos regiones de 6 a 8
aminodcidos de la proteina para la produccién de cebadores para la amplificacién mediante PCR de un fragmento de
ADN del receptor VR3 humano parcial.

Una vez que se han identificado las secuencias de aminodcidos adecuadas, se sintetizan las secuencias de ADN ca-
paces de codificarlas. Debido a que el cédigo genético es degenerado, se puede utilizar més de un codén para codificar
un aminodcido concreto, y por lo tanto, la secuencia de aminoacidos puede ser codificada por cualquiera de una serie
de oligonucledtidos de ADN similares. Solamente un miembro de la serie serd idéntico a la secuencia del receptor VR3
humano pero serd capaz de hibridar con al ADN del receptor VR3 humano incluso en presencia de oligonucle6tidos
de ADN con emparejamientos erréneos. Los oligonucleétidos de ADN emparejados erréneamente todavia hibridaran
suficientemente con el ADN del receptor VR3 humano para permitir la identificacion y el aislamiento del ADN que
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codifica el receptor VR3 humano. El ADN aislado mediante estos métodos se puede utilizar para escrutar genotecas
de ADN de una variedad de tipos celulares, de fuentes invertebradas y vertebradas, y para aislar genes homdlogos.

El receptor VR3 humano biolégicamente activo purificado puede tener varias formas fisicas diferentes. El receptor
VR3 humano puede existir en forma de un polipéptido naciente o no procesado completo, o en forma de un polipép-
tido parcialmente procesado o combinaciones de polipéptidos procesados. El polipéptido del receptor VR3 humano
naciente completo puede ser modificado post-traduccionalmente por medio de eventos de escisién proteolitica especi-
fica que da como resultado la formacion de fragmentos del polipéptido naciente completo. Un fragmento, o asociacién
fisica de fragmentos pueden tener toda la actividad biolégica asociada con el receptor VR3 humano no obstante, el
grado de actividad del receptor VR3 humano puede variar entre los fragmentos de receptor VR3 humano individuales
y los fragmentos de polipéptido de VR3 humano asociados fisicamente.

Debido a que el cédigo genético es degenerado, se puede utilizar mds de un codén para codificar un aminodcido
concreto, y por lo tanto, la secuencia de aminodcidos puede ser codificada por cualquiera de un grupo de oligonucleé-
tidos de ADN similares. Solamente un miembro del grupo serd idéntico a la secuencia del receptor VR3 humano pero
sera capaz de hibridar con el ADN del receptor VR3 humano incluso en presencia de oligonucle6tidos de ADN con
emparejamientos erroneos en condiciones apropiadas. En condiciones alternativas, los oligonucleétidos de ADN em-
parejados erréneamente todavia pueden hibridar con el ADN del receptor VR3 humano para permitir la identificacién
y aislamiento de ADN que codifica el receptor VR3 humano.

El ADN que codifica el receptor VR3 humano a partir de un organismo concreto se puede utilizar para aislar y
purificar homoélogos del receptor VR3 humano de otros organismos. Para lograr esto, se puede mezclar el primer ADN
del receptor VR3 humano con una muestra que contiene ADN que codifica homélogos del receptor VR3 humano en
condiciones de hibridacion apropiadas. El complejo de ADN hibridado se puede aislar y el ADN que codifica el ADN
homélogo se puede purificar de alli.

Se sabe que existe una cantidad sustancial de redundancia en los diversos codones que codifican los aminoacidos
especificos. Por lo tanto, esta invencion también estd dirigida a aquellas secuencias de ADN que contienen codones
alternativos que codifican la traduccién definitiva del aminoécido idéntico. Para los fines de esta memoria, una secuen-
cia que porta uno o mas codones remplazados se definird como una variacién degenerada. También estdn incluidas
en el alcance de esta invencién las mutaciones o bien en la secuencia de ADN o bien en la proteina traducida que no
alteran sustancialmente las propiedades fisicas finales de la proteina expresada. Por ejemplo, la sustitucién de valina
por leucina, arginina por lisina, o asparragina por glutamina pueden no causar cambios en la funcionalidad del poli-
péptido. Tales sustituciones son bien conocidas y se describen, por ejemplo en Molecular Biology of the Gene, 4* Ed.
Benjamin Cummings Pub. Co. de Watson et al.

Se sabe que las secuencias de ADN que codifican un péptido pueden ser alteradas con el fin de que codifiquen un
péptido que tenga propiedades que sean diferentes de las del péptido de origen natural. Los métodos de alteracion de
las secuencias de ADN incluyen, pero no estdn limitados a la mutagénesis dirigida al sitio, la sustituciéon quimérica,
y las fusiones génicas. La mutagénesis dirigida al sitio se utiliza para cambiar uno o mas restos del ADN que puede
dar como resultado una mutacién silenciosa, una mutacién conservativa, 0 una mutacién no conservativa. Los genes
quiméricos se preparan intercambiando dominios de genes similares o diferentes para remplazar dominios similares
en el gen del receptor VR3 humano. De un modo similar, se pueden preparar genes de fusiéon que afiaden dominios
al gen del receptor VR3 humano, tal como una etiqueta de afinidad para facilitar la identificacién y el aislamiento
del gen. Se pueden preparar genes de fusién para remplazar regiones del gen del receptor VR3 humano, por ejemplo
para crear una versién soluble de la proteina eliminando un dominio transmembrana o afiadiendo una secuencia de
redireccionamiento para redirigir el transporte normal de la proteina, o afiadiendo nuevas secuencias de modificacién
post-traduccional al gen del receptor VR3 humano. Los ejemplos de las propiedades alteradas incluyen pero no estin
limitados a cambios en la afinidad de una enzima por un sustrato o de un receptor por un ligando.

Segtn se utiliza en la presente memoria, un “derivado funcional” del receptor VR3 humano es un compuesto que
posee una actividad bioldgica (ya sea funcional o estructural) que es sustancialmente similar a la actividad bioldgica
del receptor VR3 humano. Se pretende que el término “derivados funcionales” incluya los “fragmentos”, “variantes”,
“variantes degeneradas”, “andlogos” y “homdlogos” o los “derivados quimicos” del receptor VR3 humano. Se pre-
tende que el término “fragmento” haga referencia a cualquier subgrupo de polipéptidos del receptor VR3 humano. Se
pretende que el término “variante” haga referencia a una molécula sustancialmente similar en estructura y funcién o
bien a la molécula del receptor VR3 humano completa o bien a un fragmento de la misma. Una molécula es “sustan-
cialmente similar” al receptor VR3 humano si ambas moléculas poseen una actividad bioldgica similar. Por lo tanto, si
las dos moléculas poseen una actividad sustancialmente similar, se considera que son variantes incluso si la estructura
de una de las moléculas no se encuentra en la otra o incluso si las dos secuencias de aminodcidos no son idénticas. El
término “andlogo” hace referencia a una molécula sustancialmente similar en funcién a la molécula del receptor VR3

humano completa o a un fragmento de la misma.
Expresion recombinante del receptor VR3 humano

El ADN del receptor VR3 humano clonado obtenido por medio de los métodos descritos en la presente memoria
puede ser expresado recombinantemente mediante clonacién molecular en un vector de expresidon que contiene un

promotor adecuado y otros elementos reguladores de la transcripcién apropiados, y transferido a células anfitrionas
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procariéticas o eucaridticas para producir la proteina receptora VR3 humana recombinante. Los mecanismos para tales
manipulaciones se describen cuidadosamente en Maniatis, T, et al. supra, y son bien conocidos en la técnica.

Los vectores de expresion se definen en la presente memoria como secuencias de ADN que son requeridas para
la transcripcién de copias clonadas de genes y la traduccién de sus ARNm en un anfitrién apropiado. Tales vectores
se pueden utilizar para expresar genes eucariéticos en una variedad de anfitriones tales como bacterias incluyendo E.
coli, algas verde-azuladas, células vegetales, células de insectos, células fiingicas incluyendo células de levadura, y
células animales.

Los vectores disefiados especificamente permiten lanzar el ADN entre anfitriones tales como bacterias-levaduras
o bacterias-células animales o bacterias-células flingicas o bacterias-células de invertebrados. Un vector de expresion
construido apropiadamente debe contener: un origen de replicacién para la replicacién auténoma en células anfitrionas,
marcadores seleccionables, un nimero limitado de sitios para enzimas de restriccidn dtiles, un potencial de elevado
nimero de copias, y promotores activos. Un promotor se define como una secuencia de ADN que dirige la ARN
polimerasa a unirse al ADN e inicia la sintesis de ARN. Un promotor fuerte es aquel que hace que los ARNm se
inicien con una frecuencia elevada. Los vectores de expresion pueden incluir, pero no estan limitados a, vectores de
clonacioén, vectores de clonacién modificados, pldsmidos disefiados especificamente o virus.

Se puede utilizar una variedad de vectores de expresion de mamiferos para expresar el receptor VR3 Humano
recombinante en células de mamifero. Los vectores de expresiéon en mamiferos disponibles en el mercado que pue-
den ser adecuados para la expresion del receptor VR3 Humano recombinante incluyen, pero no estdn limitados a,
pPMAMneo (Clontech), pcDNA3 (In Vitrogen), pMClneo (Stratagene), pXT1 (Stratagene), pSG5 (Stratagene), EBO-
pSV2-neo (ATCC 37593) pBPV-1(8-2) (ATCC 37110), pdBPV-MMTneo(342-12) (ATCC 37224), pRSVgpt (ATCC
37199), pPRSVneo (ATCC 37198), pSV2-dhfr (ATCC 37146), pUCTag (ATCC 37460), e IZD35 (ATCC 37565).

Se puede utilizar una variedad de vectores de expresion bacterianos para expresar el receptor VR3 humano re-
combinante en células bacterianas. Los vectores de expresion bacterianos disponibles en el mercado que pueden ser
adecuados para la expresion del receptor VR3 humano recombinante incluyen, pero no estdn limitados a vectores pET
(Novagen) y vectores pQE (Qiagen).

Se puede utilizar una variedad de vectores de expresion en células flingicas para expresar el receptor VR3 humano
recombinante en células fungicas tales como levaduras. Los vectores de expresion en células fingicas disponibles en
el mercado que pueden ser adecuados para la expresion del receptor VR3 humano recombinante incluyen, pero no
estdn limitados a pYES2 (In Vitrogen) y vector de expresion en Pichia (In Vitrogen). Se puede utilizar una variedad de
vectores de expresion en células de insecto para expresar el receptor VR3 humano recombinante en células de insecto.
Los vectores de expresion en células de insecto disponibles en el mercado que pueden ser adecuados para la expresion
recombinante del receptor VR3 humano incluyen, pero no estdn limitados a pBlueBacll (In Vitrogen).

El ADN que codifica el receptor VR3 humano puede ser clonado en un vector de expresion para la expresion
en una célula anfitriona recombinante. Las células anfitrionas recombinantes pueden ser procaridticas o eucaridticas,
incluyendo pero no limitadas a bacterias tales como E. coli, células flingicas tales como levadura, células de mamifero
incluyendo pero no limitados lineas celulares de origen humano, bovino, porcino, de mono y de roedor, y células de
insecto incluyendo pero no limitadas a la linea celular derivada de drosophila y de gusano de seda. Las lineas celulares
derivadas de especies de mamifero que pueden ser adecuadas y que son asequibles comercialmente, incluyen, pero no
estan limitadas a CV-1 (ATCC CCL 70), COS-1 (ATCC CRL 1650), COS-7 (ATCC CRL 1651), CHO-K1 (ATCC
CCL 61), 3T3 (ATCC CCL 92), NIH/3T3 (ATCC CRL 1658), HeLa (ATCC CCL 2), C1271 (ATCC CRL 1616), BS-
C-1 (ATCC CCL 26), MRC-5 (ATCC CCL 171), células L, y HEK-293 (ATCC CRL1573).

El vector de expresion puede ser introducido en células anfitrionas por medio de una de las numerosas técnicas in-
cluyendo, pero no limitadas a transformacion, transfeccién, fusién de protoplastos, lipofeccidon, y electroporacién. Las
células que contienen el vector de expresion se propagan clénicamente y se analizan individualmente para determinar
si producen la proteina receptora VR3 humana. La identificacién de los clones de las células anfitrionas que expresan
el receptor VR3 humano se puede realizar mediante varios métodos, incluyendo, pero no limitados a la reactividad in-
munoldgica con anticuerpos anti-receptor VR3 humano, y la presencia de actividad del receptor BR3 humano asociada
con las células anfitrionas.

La expresion del ADN del receptor VR3 humano también se puede realizar utilizando ARNm sintético producido
in vitro. El ARNm sintético o el ARNm aislado de células productoras del receptor VR3 Humano puede ser traducido
eficazmente en diversos sistemas libres de células, incluyendo pero no limitados a extractos de germen de trigo y
extractos de reticulocitos, asi como eficazmente traducido en sistemas basados en células, incluyendo pero no limitados
a microinyeccién en oocitos de rana, siendo generalmente preferida la microinyeccioén en oocitos de rana.

Para determinar la secuencia o las secuencias del ADN del receptor VR3 humano que produce niveles ptimos de
actividad del receptor VR3 humano y/o proteina receptora VR3 humana, se pueden construir moléculas de ADN de
receptor VR3 humano incluyendo, pero no limitadas a:
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Nombre del gen [Coddn de Coddn de total pares
iniciacién |Terminacidén |de bases
VR3A+B+ 837 3065 2229
VR3A+B- 338 2953 2616
VR3A-B- 1 2436 2436

(estos nimeros corresponden al primer nucleétido de la primera metionina y al dltimo nucleétido antes del primer
codon de parada) y numerosos constructos que contienen porciones del ADNc que codifica la proteina receptora
VR3 humana. Todos los constructos se pueden disefiar para que contengan ninguna, toda o porciones de la regién
no traducida 5° o 3° del ADNc del receptor VR3 humano. La actividad del receptor VR3 humano y los niveles de
expresion de la proteina se pueden determinar después de la introduccion, tanto individual como combinada, de estos
constructos en células anfitrionas apropiadas. Después de la determinacién de la casete de ADN del receptor VR3
humano que produce la expresiéon 6ptima en andlisis transitorios, este constructo de ADN del receptor VR3 Humano
se transfiere a una variedad de vectores de expresion, para su expresion en células anfitrionas incluyendo, pero no
limitadas a, células de mamifero, células de insecto infectadas por baculovirus, E. coli, y la levadura S. cerevisiae.

Meétodos de andlisis para el receptor VR3 humano

Se pueden utilizar transfectantes de células anfitrionas y oocitos microinyectados para analizar tanto los niveles de
actividad del receptor VR3 humano funcional como los niveles de proteina receptora VR3 humana total mediante los
siguientes métodos. En el caso de las células anfitrionas recombinantes, esto implica la co-transfecciéon de uno o posi-
blemente dos o mds plasmidos que contienen el ADN del receptor VR3 humano que codifica uno o més fragmentos,
subunidades u otro gen funcional. En el caso de los oocitos, esto implica la inyeccién simultdnea de los ARN sintéti-
cos para la proteina receptora VR3 humana. Después de un periodo de tiempo apropiado para permitir la expresion, la
proteina celular es marcada metabdlicamente, por ejemplo con metionina-S* durante 24 horas, después de lo cual se
recogen los productos lisados celulares y los sobrenadantes de cultivo celulas y se someten a inmunoprecipitacién con
anticuerpos policlonales dirigidos contra la proteina receptora VR3 humana.

Los niveles de proteina receptora VR3 humana en las células anfitrionas se cuantifican mediante mecanismos de
inmunoafinidad y/o afinidad por el ligando. Se utilizan cuentas de afinidad especifica por el receptor VR3 humano o
anticuerpos especificos del receptor VR3 humano para aislar por ejemplo la proteina receptora VR3 humana marcada
con metionina-S* o no marcada. La proteina receptora VR3 humana marcada se analiza mediante SDS-PAGE. La pro-
tefna receptora VR3 humana no marcada se detecta mediante transferencia Western, ELISA o andlisis RIA empleando
anticuerpos especificos del receptor Vr3 humano.

Otros métodos para detectar la actividad del receptor VR3 humano implican la medida directa de la actividad del
receptor VR3 humano en células completas transfectadas con ADNc del receptor VR3 humano u oocitos inyectados
con ARNm de receptor VR3 humano. La actividad del receptor VR3 humano se mide mediante unién especifica al
ligando o caracteristicas bioldgicas de las células anfitrionas que expresan el ADN del receptor VR3 humano. En el
caso de las células anfitrionas recombinantes que expresan el receptor VR3 humano se pueden utilizar técnicas de
pinzamiento zonal de voltaje para medir la actividad del canal y cuantificar la proteina receptora VR3 humana. En el
caso de los oocitos se pueden utilizar las técnicas de pinzamiento zonal asi como pinzamiento zonal de voltaje de dos
electrodos para medir la actividad del canal de calcio y cuantificar la proteina receptora VR3 humana.

Andlisis basados en células

La presente invencién proporciona un método con células completas para detectar la modulacién del receptor VR3
humano. El método comprende las etapas de;

1) poner en contacto un compuesto, y una célula que contiene el receptor VR3 humano funcional, y
2) medir un cambio en la célula en respuesta a la funcién del receptor VR3 humano modificada por el com-
puesto.

La cantidad de tiempo necesario para el contacto celular con el compuesto se determina empiricamente, por ejem-
plo, haciendo pasar un lapso de tiempo con un modulador del receptor VR3 humano conocido y midiendo los cambios
celulares como una funcién del tiempo.

Los medios de medida del método de la presente invencion se pueden definir adicionalmente comparando una
célula que ha sido expuesta a un compuesto con una célula idéntica que no ha sido expuesta de un modo similar al
compuesto. Alternativamente dos células, una que contiene receptor VR3 humano funcional y una segunda célula
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idéntica a la primera, pero que carece de receptor VR3 humano funcional se podrian poner en contacto con el mismo
compuesto y comparar las diferencias entre las dos células. Esta técnica también es qtil en el establecimiento del ruido
de fondo de estos andlisis. Un experto medio en la técnica apreciard que estos mecanismos de control también permiten
la fécil seleccién de cambios celulares que son sensibles a la modulacién del receptor VR3 humano funcional.

El término “célula” hace referencia al menos a una célula, pero incluye una pluralidad de células apropiadas para
la sensibilidad del método de deteccion. Las células adecuadas para la presente invencién pueden ser bacterianas, de
levadura, o eucaridticas.

Los métodos de andlisis para determinar la modulacién por el compuesto del receptor VR3 humano funcional
pueden estar en un formato de laboratorio convencional o adaptado para un elevado rendimiento. El término “elevado
rendimiento” hace referencia a un disefio de andlisis que permite un andlisis facil de multiples muestras simultdnea-
mente, y con capacidad de manipulacion robética. Otro rasgo deseado de los andlisis de elevado rendimiento es un
disefio de andlisis que estd optimizado para reducir el uso de reactivos, o minimizar el nimero de manipulaciones con
el fin de lograr el andlisis deseado. Los ejemplos de los formatos de andlisis incluyen pero no estdn limitados a, las
placas de 96 pocillos o de 384 pocillos, las gotitas levitantes, y chips de microcanales “laboratorio en un chip” utili-
zados para experimentos de manipulacién de liquidos. Es bien sabido por los expertos en la técnica que a medida que
avanzan la miniaturizacién de los moldes de plastico y los dispositivos de manipulacién de liquidos, o a medida que
se disefian dispositivos de andlisis mejorados, se pueden realizar un nimero mayor de muestras utilizando el disefio
de la presente invencion.

Los cambios celulares adecuados para el método de la presente invencién comprenden medir directamente los
cambios en la actividad, funcién o cantidad de receptor VR3 humano, o midiendo los efectos aguas abajo de la fun-
cién del receptor VR3 humano, por ejemplo midiendo las concentraciones del segundo mensajero o los cambios en
la transcripcién o mediante los cambios en los niveles de proteina de los genes que estan influenciados transcripcio-
nalmente por el receptor VR3 humano, o midiendo los cambios fenotipicos en la célula. Los medios de la realizacién
preferida incluyen cambios en la cantidad de proteina receptora VR3 humana, cambios en la actividad funcional del
receptor VR3 humano, cambios en la cantidad de ARNm, cambios en la proteina intracelular, cambios en la proteina
de la superficie celular, o en la proteina secretada, o cambios en la concentracién de Ca+2, AMPc o GTP. Los cambios
en la cantidad o actividad funcional del receptor VR3 humano se describen en la presente memoria. Los cambios en los
niveles de ARNm se detectan mediante una transcripcién inversa acoplada a una reaccién en cadena de la polimerasa
(RT-PCR) o mediante expresion génica diferencial. La inmunoafinidad, la afinidad por el ligando, o la medida enzima-
tica cuantifica los cambios inducidos por VR3 en los niveles de proteinas especificas en las células anfitrionas. Cuando
la proteina es una enzima, la induccién de la proteina se controla mediante la escisién de un sustrato fluorogénico o
colorimétrico.

Los medios de deteccion preferidos para la proteina de la superficie celular incluyen la citometria de flujo o la
formacién de imégenes celulares estadisticas. En ambas técnicas la proteina de interés se localiza en la superficie
celular, se marca con una sonda fluorescente especifica, y se detecta por medio del grado de fluorescencia celular.
En la citometria de flujo, las células se analizan en una solucién, mientras en las técnicas de formacién de imagenes
celulares, se compara un campo de células en cuanto a la fluorescencia relativa.

La presente invencién también estd dirigida a métodos de escrutinio para compuestos que modulan la expresion
del ADN o el ARN que codifica el receptor VR3 humano asi como la funcién de la proteina receptora VR3 humana
in vivo.

Los compuestos pueden modular aumentando o atenuando la expresion del ADN o el ARN que codifica el receptor
VR3 humano, o la funcién de la proteina receptora VR3 humana. Los compuestos que modulan la expresion del ADN o
el ARN que codifica el receptor VR3 humano o la funcién de la proteina receptora VR3 humana pueden ser detectados
mediante una variedad de andlisis. El andlisis puede ser un simple andlisis “si/no” para determinar si hay un cambio
en la expresion o la funcién. El andlisis puede ser cuantitativo comparando la expresion o funcidén de una muestra de
ensayo con los niveles de expresiéon o funcién en una muestra normalizada. Los moduladores identificados en este
procedimiento son utiles como agentes terapéuticos, y receptor VR3 humano.

Purificacion de la proteina receptora VR3 humana

Después de la expresion del receptor VR3 humano en una célula anfitriona recombinante, la proteina receptora
VR3 humana puede ser recuperada para proporcionar el receptor VR3 humano purificado. El receptor VR3 humano
recombinante puede ser purificado a partir de productos lisados y extractos celulares, por medio de diversas combi-
naciones, o de la aplicacién individual de fraccionamiento salino, cromatografia de intercambio i6nico, cromatografia
de exclusién por tamafios, cromatografia de adsorcién con hidroxilapatita y cromatografia de interaccién hidréfoba,
cromatografia con lectina, y cromatografia de afinidad anticuerpo/ligando.

El receptor VR3 humano recombinante se puede separar de otras proteinas celulares mediante el uso de una co-
lumna de inmunoafinidad elaborada con anticuerpos monoclonales o policlonales especificos para el receptor VR3
humano naciente completo, fragmentos polipeptidicos del receptor VR3 humano o subunidades del receptor VR3
humano. La resina de afinidad se equilibra después en un tampén adecuado, por ejemplo solucion salina tamponada
con fosfato (pH 7,3), y los sobrenadantes del cultivo celular o los extractos celulares que contienen el receptor VR3
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humano o las subunidades del receptor VR3 humano se hacen pasar lentamente a través de la columna. La columna
se lava después con el tamp6n hasta que la densidad Optica (A,gy) cae hasta el fondo, después la proteina se hace
eluir cambiando las condiciones del tampén, por ejemplo disminuyendo el pH utilizando un tampén tal como glicina-
HCI 0,23 M (pH 2,6). La proteina receptora VR3 humana purificada se somete a didlisis después frente a un tampén
adecuado tal como solucién salina tamponada con fosfato.

Produccion y uso de anticuerpos que se unen al receptor VR3 humano

Los anticuerpos monoespecificos para el receptor VR3 humano se purifican a partir de antisuero de mamifero que
contiene anticuerpos reactivos contra el receptor VR3 humano o se preparan como anticuerpos monoclonales reactivos
con el receptor VR3 humano utilizando la técnica descrita originalmente por Kohler y Milstein, Nature 256: 495-497
(1975). Los mecanismos inmunoldgicas son bien conocidas en la técnica y se describen, por ejemplo, en Antibodies: A
laboratory manual publicado por Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, ISBN 0879693142.
El anticuerpo monospecifico utilizado en la presente memoria se define como una tnica especie de anticuerpos o
multiples especies de anticuerpos con caracteristicas de unién homogéneas para el receptor VR3 humano. La unién
homogénea utilizada en la presente memoria hace referencia a la capacidad de la especie de anticuerpo para unirse a
un antigeno o epitopo especifico, tal como aquellos asociados con el receptor VR3 humano, como se ha descrito antes.
Los anticuerpos especificos para el receptor VR3 humano se originan por medio de animales inmunizados tales como
ratones, ratas, cobayas, conejos, cabras, caballos y similares, siendo preferidos los conejos, con una concentracién
apropiada de receptor VR3 humano con o sin coadyuvante inmunitario.

El suero preinmunitario se recoge antes de la primera inmunizacién. Cada animal recibe entre aproximadamente
0,001 mg y aproximadamente 100 mg de receptor VR3 humano asociado con un coadyuvante inmunitario acepta-
ble. Tales coadyuvantes aceptables incluyen, pero no estdn limitados a, completo de Freund, incompleto de Freund,
producto precipitado de aliimina, emulsién de agua en aceite que contiene Corynebacterium parvumy ARNt. La inmu-
nizacién inicial consiste en el receptor VR3 humano, preferiblemente en coadyuvante completo de Freund en multiples
sitios, subcutdneamente (SC), intraperitonealmente (IP) o ambos. Se toman muestras de sangre de cada animal a in-
tervalos regulares, preferiblemente semanalmente, para determinar el titulo de los anticuerpos. Los animales pueden
recibir o no inyecciones de refuerzo después de la inmunizacién inicial. A aquellos animales que reciben inyecciones
de refuerzo se les administra generalmente una cantidad igual del antigeno en coadyuvante incompleto de Freund por
la misma ruta. Las inyecciones de refuerzo se administran a intervalos de aproximadamente tres semanas hasta que se
obtienen los titulos maximos. Aproximadamente a los 7 dias de cada inmunizacién de refuerzo o aproximadamente
semanalmente después de una tnica inmunizacién, se toman muestras de sangre de los animales, se recoge el suero, y
se almacenan alicuotas a aproximadamente -20°C.

Los anticuerpos monoclonales (mAb) reactivos con el receptor VR3 humano se preparan inmunizando ratones en-
dogamicos, preferiblemente Balb/c, en el receptor VR3 humano. Los ratones son inmunizados mediante ruta IP o SC
con aproximadamente 0,001 mg a aproximadamente 1,0 mg, preferiblemente aproximadamente 0,1 mg, de receptor
VR3 humano en aproximadamente 0,1 ml de tampén o solucién salina incorporados en un volumen igual de coad-
yuvante aceptable, como se ha comentado antes. Se prefiere el coadyuvante de Freund, utilizindose el coadyuvante
completo de Freund para la inmunizacion inicial y utilizdndose el coadyuvante incompleto de Freund después. Los ra-
tones reciben una inmunizacioén inicial el dia O y se dejan descansar durante aproximadamente 2 a aproximadamente 30
semanas. Se administran a los ratones inmunizados una o mds inmunizaciones de refuerzo de aproximadamente 0,001
a aproximadamente 1,0 mg de receptor VR3 humano en una solucién tampdn tal como solucién salina tamponada con
fosfato por ruta intravenosa (IV). Se obtienen linfocitos, de ratones positivos para el anticuerpo, preferiblemente linfo-
citos esplénicos separando los bazos de los ratones inmunizados mediante procedimientos normalizados conocidos en
la técnica. Se producen células de hibridoma mezclando los linfocitos esplénicos con un compafiero de fusion apro-
piado, preferiblemente células de mieloma, en condiciones que permitirdn la formacién de hibridomas estables. Los
compaifieros de fusién pueden incluir, pero no estdn limitados a: mielomas de ratén P3/NS1/Ag4-1; MPC-11; S-194 y
Sp2/0, prefiriéndose generalmente Sp2/0. Las células productoras de anticuerpo y las células de mieloma se fusionan
en polietilenglicol, aproximadamente 1000 mol. en peso, a concentraciones de aproximadamente 30% a aproximada-
mente 50%. Las células de hibridoma fusionadas se seleccionan mediante crecimiento en Medio de Eagle Modificado
de Dulbecco (DMEM) con un suplemento de hipoxantina, timidina, y aminopterina mediante procedimientos cono-
cidos en la técnica. Los fluidos sobrenadantes se recogen de los pocillos con crecimiento positivo aproximadamente
los dias 14, 18, y 21 y se escrutan en cuanto a la produccién de anticuerpo mediante un inmunoanalisis tal como un
inmunoradioandlisis en fase sélida (SPIRA) utilizando receptor VR3 humano como antigeno. Los fluidos de cultivo
también se someten a ensayo en el andlisis de precipitacién de Ouchterlony para determinar el isotipo del mAb. Las
células de hibridoma de los pocillos positivos para el anticuerpo se clonan mediante un mecanismo tal como la técnica
de agar blando de MacPherson, Soft Agar Techniques, en Tissue Culture Methods and Applications, Kruse y Paterson,
Eds., Academic Press, 1973 o mediante la técnica de la dilucién limitada.

Los anticuerpos monoclonales son producidos in vivo por medio de ratones Balb/c cebados con inyeccién de
pristano, aproximadamente 0,5 ml por ratén, con aproximadamente 1 x 10° a aproximadamente 6 x 10° células de
hibridoma al menos aproximadamente 4 dias después del cebado. Se recoge fluido de ascitis aproximadamente 8-12
dias después de la transferencia celular y los anticuerpos monoclonales se purifican mediante mecanismos conocidos
en la técnica.
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Se lleva a cabo la produccioén in vitro de mAb anti-receptor VR3 humano haciendo crecer el hibridoma en medio
para el cultivo de tejidos bien conocido en la técnica. Se puede realizar el cultivo celular in vitro de alta densidad
para producir grandes cantidades de mAb anti-receptor VR3 humano utilizando mecanismos de cultivo en fibra hueca,
reactores de arrastre, cultivos en botella Roller, o matraces de agitacion conocidos en la técnica. Los mAb se purifican
mediante mecanismos conocidos en la técnica.

Se determinan los titulos de anticuerpo de los fluidos de ascitis o cultivo de hibridoma mediante diversos andlisis
serolégicos o inmunolégicos que incluyen, pero no estan limitados a, técnicas de precipitacion, aglutinacién pasiva,
anticuerpo inmunoabsorbente con enzima ligada (ELISA) y técnicas de radioinmunoandlisis (RIA). Se utilizan andlisis
similares para detectar la presencia de receptor VR3 humano en fluidos corporales o tejidos y extractos celulares.

Resulta facilmente evidente para los expertos en la técnica que los métodos descritos antes para producir anticuer-
pos monoespecificos se pueden utilizar para producir anticuerpos especificos para fragmentos polipeptidicos del re-
ceptor VR3 humano, o polipéptidos del receptor VR3 humano naciente completo, o las subunidades del receptor VR3
humano individuales. Especificamente, resulta ficilmente evidente para los expertos en la técnica que se pueden gene-
rar anticuerpos monoespecificos que son especificos solamente para una subunidad del receptor VR3 humano o para la
protefna receptora VR3 humana completamente funcional. También es evidente para los expertos en la técnica que se
pueden generar anticuerpos monoespecificos que inhiben la funcién normal de la proteina receptora VR3 humana.

Las columnas de afinidad del anticuerpo para el receptor VR3 humano se elaboran afiadiendo los anticuerpos a un
soporte de gel de manera que los anticuerpos forman enlaces covalentes con el soporte de cuentas de gel. Los enlaces
covalentes preferidos se realizan a través de los restos amino, aldehido, o sulthidrilo contenidos en el anticuerpo. Los
métodos para generar grupos aldehido o sulfhidrilo libres en los anticuerpos son bien conocidos en la técnica: los
grupos amino son reactivos, por ejemplo, con los ésteres de N-hidroxisuccinimida.

Composiciones para kits que contienen reactivos especificos para el receptor VR3 humano

Se pueden preparar kits que contienen ADN o ARN del receptor VR3 humano, anticuerpos para el receptor VR3
humano, o la proteina receptora VR3 humana. Tales kits se utilizan para detectar el ADN que hibrida con el ADN del
receptor VR3 humano o para detectar la presencia de la proteina receptora VR3 humana o de fragmentos peptidicos
en una muestra. Semejante caracterizacién es ttil para una variedad de fines incluyendo pero no limitados a anélisis
forenses, aplicaciones de diagndstico, y estudios epidemioldgicos.

Esta invencién hace referencia al uso de polinucle6tidos VR3 humanos para su utilizacién como reactivos de
diagndstico. La deteccién de una forma mutada del gen VR3 humano asociada con una disfuncién proporcionard una
herramienta de diagndstico que puede ayudar o definir el diagndstico de una enfermedad o una susceptibilidad a una
enfermedad que resulta de la baja expresion o de la expresion excesiva del VR3 humano. Los individuos que portan
mutaciones en el gen VR3 humano pueden ser detectados a nivel de ADN por medio de una variedad de mecanismos
bien conocidos en la técnica, y descritos en la presente memoria.

Se pueden utilizar las moléculas de ADN, las moléculas de ARN, las proteinas recombinantes y los anticuerpos
de la presente invencién para escrutar y medir los niveles de ADN del receptor VR3 humano, de ARN del receptor
VR3 humano o proteina receptora VR3 humana. Las propias proteinas recombinantes, moléculas de ADN, moléculas
de ARN vy anticuerpos conducen a la formulacién de kits adecuados para la deteccién y la tipificacion del receptor
VR3 humano. Semejante kit comprenderfa un portador compartimentado adecuado para contener en un confinamiento
cerrado al menos un recipiente. El portador comprenderia adicionalmente reactivos tales como proteina receptora VR3
humana recombinante o anticuerpos anti-receptor VR3 humano adecuados para detectar el receptor VR3 humano. El
portador también podria contener un medio para la deteccion tal como un antigeno marcado o sustratos enzimaticos o
similares.

Terapia génica

Se pueden sintetizar secuencias de nucledtidos que son complementarias a la secuencia de ADN que codifica el
receptor VR3 humano para la terapia antisentido. Estas moléculas antisentido pueden ser ADN, derivados estables
de ADN tales como fosforotioatos o metilfosfonatos, ARN, derivados estables de ARN tales como 2’-0-alquilARN,
u otros miméticos oligonucleotidicos antisentido del receptor VR3 humano. Las moléculas antisentido del receptor
VR3 humano se pueden introducir en las células mediante microinyeccién, encapsulacién en liposomas o mediante
expresion a partir de vectores que albergan la secuencia antisentido. La terapia antisentido del receptor VR3 humano
puede ser particularmente 1til para el tratamiento de enfermedades en las que resulta beneficioso reducir la actividad
del receptor VR3 humano.

Se puede utilizar la terapia génica con el receptor VR3 humano para introducir el receptor VR3 humano en las
células de los organismos diana. El gen del receptor VR3 humano se puede ligar en vectores virales que median la
transferencia del ADN del receptor VR3 humano mediante infeccion de las células anfitrionas receptoras. Los vectores
virales adecuados incluyen retrovirus, adenovirus, virus adenoasociados, herpes virus, virus vacunal, poliovirus y
similares. Alternativamente, el ADN del receptor VR3 humano puede ser transferido a células para la terapia génica
mediante técnicas no virales incluyendo la transferencia de ADN dirigida mediada por el receptor utilizando los
productos conjugados ligando-ADN o los productos conjugados adenovirus-ligando-ADN, la fusién de membranas
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por lipofeccion o la microinyeccion directa. Estos procedimientos y las variaciones de los mismos son adecuados para
la terapia génica con el gen del receptor VR3 humano ex vivo asf como in vivo. La terapia con el gen del receptor
VR3 humano puede ser particularmente ttil para el tratamiento de enfermedades en las que resulta beneficioso elevar
la actividad del receptor VR3 humano. Los protocolos para la metodologia molecular de la terapia génica adecuados
para su uso con el gen del receptor VR3 humano se describen en Gene Therapy Protocols, editado por Paul D. Robbins,
Human press, Totawa NJ, 1996.

Composiciones Farmacéuticas

Las composiciones farmacéuticamente utiles que comprenden el ADN del receptor VR3 humano, el ARN del re-
ceptor VR3 humano, o la proteina receptora VR3 humana, o moduladores de la actividad del receptor VR3 humano,
pueden ser formuladas de acuerdo con los métodos conocidos tales como la mezcla de un portador farmacéuticamente
aceptable. Los ejemplos de tales portadores y métodos de formulacién se pueden encontrar en Remington’s Pharma-
ceutical Sciences. Para formar una composicién farmacéuticamente aceptable adecuada para la administracion eficaz,
tales composiciones contendran una cantidad eficaz de la proteina, el ADN, el ARN, o el modulador.

Las composiciones terapéuticas o de diagndstico de la invencién se administran a los individuos en cantidades
suficientes para tratar o diagnosticar trastornos en los que estd indicada la modulacién de la actividad relacionada
con el receptor VR3 humano. La cantidad eficaz puede variar de acuerdo con una variedad de factores tales como el
estado del individuo, el peso, el sexo y la edad. Otros factores incluyen el modo de administracion. Las composiciones
farmacéuticas se pueden proporcionar al individuo mediante una variedad de rutas tales como subcutanea, topica, oral
e intramuscular.

El término “derivado quimico” describe una molécula que contiene radicales quimicos adicionales que no son
normalmente parte de la molécula base. Tales radicales pueden mejorar la solubilidad, la vida media, la absorcion, etc.
de la molécula base. Alternativamente los radicales pueden atenuar los efectos secundarios no deseables de la molécula
base o disminuir la toxicidad de la molécula base. Los ejemplos de tales radicales se describen en una variedad de
textos, tales como Remington’s Pharmaceutical Sciences.

Los compuestos identificados de acuerdo con los métodos descritos en la presente memoria se pueden utilizar solos
a dosis apropiadas definidas por el ensayo rutinario con el fin de obtener la inhibicién 6ptima del receptor VR3 humano
o su actividad a la vez que minimizan cualquier toxicidad potencial. Ademads, puede ser deseable la administracién
simultdnea o sucesiva de otros agentes.

La presente invencion también tiene el objetivo de proporcionar formulaciones farmacéuticas topicas, orales, sis-
témicas y parenterales adecuadas para su uso en los métodos de tratamiento novedosos de la presente invencion. Las
composiciones que contienen compuestos o moduladores identificados de acuerdo con esta invencién como ingredien-
te activo para su uso en la modulacién del receptor VR3 humano se pueden administrar en una amplia variedad de
formas de dosificacion terapéutica en vehiculos convencionales para la administracién. Por ejemplo, los compuestos o
moduladores se pueden administrar en formas de dosificacién oral tales como comprimidos, capsulas (incluyendo cada
una formulaciones de liberacién controlada y de liberacién sostenida), pildoras, polvos, granulos, elixires, tinturas, so-
luciones, suspensiones, jarabes y emulsiones, o mediante inyeccién. Del mismo modo, también pueden ser administra-
dos en forma intravenosa (tanto bolo como infusién), intraperitoneal, subcutdnea, topica con o sin oclusion, o intramus-
cular, utilizando todas formas bien conocidas por los expertos normales en las técnicas farmacéuticas. Se puede em-
plear una cantidad eficaz pero no téxica del compuesto deseado como agente modulador del receptor VR3 humano.

La dosis diaria de los productos puede variar a lo largo de un amplio intervalo de 0,01 a 1.000 mg por paciente,
por dia. Para la administracioén oral, las composiciones se proporcionan preferiblemente en forma de comprimidos
ranurados o no ranurados que contienen 0,01. 0,05, 0,1, 0,5, 1,0, 2,5, 5,0, 10,0, 15,0, 25,0, y 50,0 miligramos del
ingrediente activo para el ajuste sintomatico de la dosificacién al paciente que se va a tratar. La cantidad eficaz del
farmaco es suministrada normalmente a un nivel de dosificacién de aproximadamente 0,0001 mg/kg a aproximada-
mente 100 mg/kg de peso corporal por dia. El intervalo es mas concretamente de aproximadamente 0,001 mg/kg a 10
mg/kg de peso corporal por dia. Las dosificaciones de los moduladores del receptor VR3 humano se ajustan cuando
se combinan para lograr los efectos deseados. Por otra parte, las dosificaciones de estos diversos agentes se pueden
optimizar y combinar independientemente para lograr un resultado sinérgico en el que la patologia se reduce mas de
lo que lo haria si se utilizara cualquiera de los agentes solo.

Ventajosamente, los compuestos o moduladores de la presente invencion se pueden administrar en una tnica dosis
diaria, o se puede administrar la dosis diaria total en dosis divididas de dos, tres o cuatro veces al dia. Ademas, los
compuestos o moduladores para la presente invencion se pueden administrar en forma intranasal por medio del uso
topico de vehiculos intranasales adecuados, o por medio de rutas transdérmicas, utilizando aquellas formas de parches
transdérmicos para la piel bien conocidos por los expertos normales en la técnica. Para ser administrada en forma
de sistema de liberacién transdérmica, la administracién de la dosificacidn serd, por supuesto, continua en vez de
intermitente durante todo el régimen de dosificacion.

Para el tratamiento combinado con mas de un agente activo, cuando los agentes activos estdn en formulaciones
de dosificacion separadas, se pueden administrar a la vez los agentes activos, o se puede administrar cada uno en
momentos separadamente escalonados.
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El régimen de dosificacién que utiliza los compuestos o moduladores de la presente invencidn se selecciona de
acuerdo con una variedad de factores incluyendo el tipo, la especie, la edad, el peso, el sexo y el estado médico
del paciente; la gravedad de la condicién que se va a tratar; la ruta de administracién; la funcién renal y hepa-
tica del paciente; y del compuesto concreto del mismo empleado. Un médico o veterinario experto normal en la
técnica puede determinar y prescribir facilmente la cantidad eficaz del fairmaco requerida para evitar, contrarrestar
o detener el progreso de la afeccion. La precisién 6ptima al lograr las concentraciones de farmaco en el intervalo
que proporciona eficacia sin toxicidad requiere un régimen basado en la cinética de la biodisponibilidad de los far-
macos en los sitios diana. Esto implica una consideracién de la distribucidn, el equilibrio, y la eliminacién de un
farmaco.

En los métodos de la presente invencién, los compuestos o moduladores de la presente memoria descritos con
detalle pueden formar el ingrediente activo, y se administran tipicamente mezclados con diluyentes, excipientes o
portadores farmacéuticos adecuados (referidos colectivamente en la presente memoria como materiales “portadores”)
adecuadamente seleccionados con respecto a la forma de administracién pretendida, esto es, comprimidos orales,
cépsulas, elixires, jarabes y similares, y coherentes con las practicas farmacéuticas convencionales.

Por ejemplo, para la administracion oral en forma de un comprimido o cdpsula, el componente de fairmaco activo
se puede combinar con un portador inerte farmacéuticamente aceptable no téxico, oral tal como etanol, glicerol, agua
y similares. Por otra parte, cuando se desea o es necesario, también se pueden incorporar a la mezcla aglutinantes,
lubricantes, agentes disgregantes y agentes colorantes adecuados. Los aglutinantes adecuados incluyen, sin limitacion,
almidoén, gelatina, azicares naturales tales como glucosa o beta-lactosa, edulcorantes de maiz, gomas naturales y
sintéticas tales como acacia, tragacanto o alginato de sodio, carboximetilcelulosa, polietilenglicol, ceras y similares.
Los lubricantes utilizados en estas formas de dosificacién incluyen, sin limitacién, oleato de sodio, estearato de sodio,
estearato de magnesio, benzoato de sodio, acetato de sodio, cloruro de sodio y similares. Los disgregantes incluyen,
sin limitacién, almidén, metilcelulosa, agar, bentonita, goma xantana y similares.

Para las formas liquidas se puede combinar el componente activo en agentes suspensores o dispersantes adecuada-
mente aromatizados tales como gomas sintéticas y naturales, por ejemplo, tragacanto, acacia, metilcelulosa y similares.
Otros agentes dispersantes que se pueden emplear incluyen glicerina y similares. Para la administracién parenteral,
se desean suspensiones y soluciones estériles. Las preparaciones isotonicas, que contienen generalmente conservantes
adecuados, se emplean cuando se desea la administracion intravenosa.

Las preparaciones tpicas que contienen el componente formaco activo se pueden mezclar con una variedad de
materiales portadores bien conocidos en la técnica, tales como, p. €j., alcoholes, gel de aloe vera, alantoina, glicerina,
aceites con vitamina A y E, aceite mineral, miristilpropionato de PPG2, y similares, para formar, p. ej., soluciones
alcohdlicas, limpiadores tépicos, cremas limpiadoras, geles para la piel, lociones para la piel, y champuis en crema o
formulaciones en gel.

Los compuestos o moduladores de la presente invencion también se pueden administrar en forma de sistemas
de liberacién de liposomas, tales como vesiculas unilamelares pequefias, vesiculas unilamelares grandes y vesicu-
las multilamelares. Los liposomas se pueden formar a partir de una variedad de fosfolipidos, tales como colesterol,
estearilamina o fosfatidilcolinas.

Los compuestos de la presente invencidn también se pueden liberar mediante el uso de anticuerpos monoclonales
como portadores individuales a los cuales se acoplan las moléculas de compuesto. Los compuestos o moduladores de
la presente invencidn también se pueden acoplar con polimeros solubles tales como portadores de farmacos dirigibles.
Tales polimeros pueden incluir polivinilpirrolidona, copolimero de pirano, polihidroxipropilimetacrilamidofenol, po-
lihidroxi-etilaspartamidofenol, o polietilenoxidopolilisina sustituida con restos palmitoilo. Ademads, los compuestos
o moduladores de la presente invencién se pueden acoplar a una clase de polimeros biodegradables utiles al lograr
la liberacién controlada de un farmaco, por ejemplo, dcido polilactico, poliepsiloncaprolactona, acido polihidroxibu-
tirico, poliortoésteres, poliacetales, polidihidropiranos, policianoacrilatos y copolimeros de bloques entrecruzados o
anfipdticos de hidrogeles.

Para la administracién oral, los compuestos o moduladores se pueden administrar en forma de cdpsulas, comprimi-
dos, o bolo o alternativamente se pueden mezclar en el alimento de los animales. Las cdpsulas, comprimidos, y bolos
estan formados por el ingrediente activo combinado con un vehiculo portador apropiado tal como almidén, talco, es-
tearato de magnesio, o fosfato dicalcico. Estas formas de dosificacién unitaria se preparan mezclando intimamente el
ingrediente activo con ingredientes inertes adecuadamente triturados finamente incluyendo diluyentes, cargas, agentes
disgregantes, y/o aglutinantes de manera que se obtenga una mezcla uniforme. Un ingrediente inerte es aquél que no
reacciona con los compuestos 0 moduladores y que no es téxico para el animal que estd siendo tratado. Los ingredien-
tes inertes adecuados incluyen almidén, lactosa, talco, estearato de magnesio, gomas vegetales y aceites, y similares.
Estas formulaciones pueden contener una cantidad ampliamente variable de los ingredientes activos e inactivos depen-
diendo de numerosos factores tales como el tamafio y el tipo de la especie de animal que se va a tratar y del tipo y la
gravedad de la infeccidn. El ingrediente activo también se puede administrar como un aditivo del alimento simplemen-
te mezclando el compuesto con el pienso o aplicando el compuesto a la superficie del alimento. Alternativamente el
ingrediente activo se puede mezclar con un portador inerte y la composicion resultante se puede mezclar después con
el alimento o se puede alimentar directamente al animal. Los portadores inertes adecuados incluyen harina de maiz,
harina de citrico, restos de fermentacion, fibra de soja, granos secos y similares. Los ingredientes activos se mezclan
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intimamente con estos portadores inertes triturando, agitando, moliendo, o volteando de manera que la composicién
final contenga del 0,001 al 5% en peso del ingrediente activo.

Alternativamente los compuestos o moduladores pueden ser administrados parenteralmente por medio de inyeccién
de una formulacién que consiste en el ingrediente activo disuelto en un portador liquido inerte. La inyeccién puede ser
intramuscular, intraluminal, intratraqueal, o subcutdnea. La formulacién inyectable consiste en el ingrediente activo
mezclado con un portador liquido inerte apropiado. Los portadores liquidos aceptables incluyen los aceites vegetales
tales como aceite de cacahuete, aceite de semilla de algoddn, aceite de sésamo y similares asi como disolventes
organicos tales como solketal, glicerol formal y similares. Como alternativa, también se pueden utilizar formulaciones
parenterales acuosas. Los aceites vegetales son los portadores liquidos preferidos. Las formulaciones se preparan
disolviendo o suspendiendo el ingrediente activo en el portador liquido de manera que la formulacién final contenga
del 0,005 al 10% en peso del ingrediente activo.

La aplicacién tépica de los compuestos o moduladores es posible por el uso de una pocién liquida o un champu
que contiene los presentes compuestos o moduladores en forma de una solucién o suspensién acuosa. Estas formula-
ciones contienen generalmente un agente suspensor tal como bentonita y normalmente también contendran un agente
antiespumante. Son aceptables formulaciones que contienen del 0,005 al 10% en peso del ingrediente activo. Las for-
mulaciones preferidas son aquellas que contienen del 0,01 al 5% en peso de los presentes compuestos o moduladores.

Los siguientes ejemplos ilustran la presente invencién sin limitar, sin embargo, la misma a estos.
Ejemplo 1
Generacion de genotecas de ADNc de prostata y pituitaria humanas. Sintesis de ADNc

Sintesis de la primera hebra: Se utilizaron aproximadamente 5 pug de ARNm de préstata o pituitaria humanas
(Clontech) para sintetizar ADNc utilizando el kit de sintesis de ADNc (Life Technologies). Se afiadieron 2 ul de
adaptador cebador Notl a 5 ul de ARNm y la mezcla se calenté a 70°C durante 10 minutos y se colocd sobre hielo. Se
afiadieron los siguientes reactivos sobre hielo: 4 ¢l de 5x tampdn de la primera hebra (TRIS-HCI1 250 mM (pH 8,3),
KCl 375 mM, MgCl, 15 mM), 2 ul de DTT 0,1 M, mezcla de dNTP 10 mM (nucleétido trifosfatos) y 1 ul de agua
tratada con DEPC. La reaccidn se incub6 a 42°C durante 5 minutos. Finalmente, se afiadieron 5 ul de Superscript RT
IT y se incubaron a 42°C durante 2 horas mds. La reaccion se finalizé sobre hielo.

Sintesis de la segunda hebra: Se ajustd la primera hebra producto a 93 ul con agua y se afiadieron los siguientes
reactivos sobre hielo: 30 ul de 5x tampdn de la segunda hebra (TRIS-HCI 100 mM (pH 6,9), KC1 450 mM, MgCl,
23 mM, B-NAD+ 0,75 mM, (NH,),SO, 50 mM, 3 ul de dNTP 10 mM (nucleétidos trifosfato), 1 ul de ADN ligasa
de E. coli (10 unidades) 1 ul de ARNasa H (2 unidades), 4 ul de ADN pol I (10 unidades). La reaccién se incubd a
16°C durante 2 horas. El ADN de la sintesis de la segunda hebra se traté con ADN polimerasa de T4 y se colocé a
16°C para hacer romos los extremos del ADN. El ADNc de doble hebra se extrajo con 150 ul de una mezcla de fenol
y cloroformo (1:1, v:v) y se hizo precipitar con 0,5 volimenes de NH40Ac 7,5 M y 2 volimenes de etanol absoluto.
El sedimento se lavé con etanol del 70% y se secd a 37°C para eliminar el etanol residual. El sedimento de ADN de
doble hebra se resuspendié en 25 ul de agua y se afiadieron los siguientes reactivos: 10 ul de 5x tampén de ADN
ligasa de T4, 10 ul de adaptadores Sall y 5 ul de ADN ligasa de T4. Los ingredientes se mezclaron suavemente y se
ligaron durante la noche a 16°C. La mezcla de ligacién se extrajo con fenol:cloroformo: alcohol isoamilico, se sometid
a vértice cuidadosamente y se centrifugé a la temperatura ambiente durante 5 minutos a 14.000 x g para separar las
fases. La fase acuosa se transfirié a un tubo nuevo y el volumen se ajusté a 100 ml con agua. El ADN purificado se
selecciond por tamafios sobre una columna Chromaspin 1000 (Clontech) para eliminar las moléculas de ADNc mas
pequeiias. E1 ADN de doble hebra se someti6 a digestion con la enzima de restriccion Notl durante 3-4 horas a 37°C.
El producto de la digestiéon con enzimas de restriccion se sometid a electroforesis sobre un gel de agarosa de bajo
punto de fusién al 0,8%. El ADNc en el intervalo de 1-5 kb se cortd y se purificé utilizando Gelzyme (In Vitrogen).
El producto se extrajo con fenol:cloroformo y se hizo precipitar con NH,OAc y etanol absoluto. El sedimento se lavo
con etanol del 70% y se resuspendié en 10 ml de agua.

Ligacion de ADNc al Vector: E1 ADNCc se dividié en 5 tubos (2 ul cada uno) y las reacciones de ligacion se ajustaron
afiadiendo 4,5 ul de agua, 2 ul de 5x tampdn de ligacion, 1 ul de ADN del vector p-Sport (cortado con Sal-1/Notl y
tratado con fosfatasa) y 0,5 ul de ADN ligasa de T4. La ligacion se incub6 a 40°C durante la noche.

Introduccion de ADNc Ligado en E. coli mediante Electroporacion

Se ajustd el volumen de la reaccién de ligacién a un volumen total de 20 ul con agua. Se afiadieron 5 ul de
ARNt de levadura, 12,5 ml de NH,;OAc 7,5 M y 70 ml etanol absoluto (-20°C). La mezcla se someti6 a vortice
cuidadosamente, e inmediatamente se centrifugé a la temperatura ambiente durante 20 minutos a 14.000 x g. Los
sedimentos se lavaron en etanol del 70% y cada sedimento se resuspendié en 5 ml de agua. Las 5 ligaciones (25 ml) se
reunieron y se sometieron a electroporacién 100 ul de células DH10B electrocompetentes (Life Technologies) con 1
ml de ADN (total de 20 electroporaciones), después se cultivaron en placas con ampicilina para determinar el nimero
de recombinantes (cfu) por microlitro. Toda la genoteca se sembré en 2 litros de Super Broth y se realizaron Maxipreps
utilizando el kit Promega Maxi Prep y se purificaron en gradientes de cloruro de cesio.
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Ejemplo 2
Escrutinio de la Genoteca/Generacion de VR3 A+B+ Humano
Escrutinio de genotecas de gldndula pituitaria

Se sometieron a electroporacidn alicuotas de 1 ul de la genoteca de glandula pituitaria humana en células Electro-
max DH10B (Life Technologies). El volumen se ajust6 a 1 ml con medio SOC y se incub6 durante 45 minutos a 37°C
con sacudimiento. La genoteca se cultivé en placa después sobre placas de 150 cm? que contenfan LB a una densidad
de 20.000 colonias por placa. Estos cultivos se hicieron crecer durante la noche a 37°C.

Se gener6 una sonda de receptor VR3 humano mediante la reaccién en cadena de la polimerasa utilizando el
siguiente par de cebadores:

5’oligo (SEQIDNO: 1): 5 ACCGGCCTATCCTCTTTGACATCGTG

3’oligo (SEQIDNO:2): 5 TGTCCGCCTTCTTGTGGGGGTTCTC

La sonda se gener6 mediante PCR utilizando condiciones de PCR regulares empleando sondas oligonucleotidicas
5’y 3’ (100 ng cada una) y 10 ng ADN de miniprep diluido. El fragmento de 493 pb resultante se hizo correr sobre un
gel de agarosa al 1% y se purificé utilizando el kit de extraccion QUIAquick Gel (Quiagen). Aproximadamente 100
ng de la sonda purificada se marcaron con P32 alfa utilizando un kit de oligomarcaje de Pharmacia y el ADN marcado
se purificé con columnas S-200 (Pharmacia).

Las colonias de la genoteca se levantaron sobre filtros de nitrocelulosa Protran (Scheicher & Schuel) y el ADN se
desnaturaliz6 en NaCl 1,5 M, NaOH 0,5 M. Los discos de filtro se neutralizaron con NaCl 1,5 M, Tris-HCI1 1,0 M, pH
7,5 y después se entrecruzaron mediante UV con la membrana utilizando un UV-Stratalinker (Stratagene). Los filtros
se lavaron varias veces en solucion de lavado (Tris-HCI 1 M, pH 8,0; NaCl 5 M: EDTA 0,5 M; SDS al 20%) a 42°C.
Luego se incubaron los discos en 1 x tampdn de pre-hibridacidn southern (5°-3’ Inc) que contenia formamida al 50% y
100 pg/ml de ADN de esperma de salmén sometido a cizalla (5°-3° Inc) durante 6 horas a 42°C. Finalmente, se realizé
la hibridacién durante la noche a 42°C en 1 x tampén de hibridacién (5°-3”) que contenia formamida al 50%, 100 ng
de ADN de esperma de salmén sometido a cizalla en presencia de sonda marcada (5x10° a 1x10° cmp/ml de tampén
de hibridacioén).

Los discos se lavaron dos veces en 2xSSC, SDS al 0,2% a la temperatura ambiente (20 minutos cada uno) y una
vez en 0,2xSSC, SDS al 0,1% a 50°C durante 30 minutos. Las membranas se colocaron después sobre hojas de papel
de filtro, se envolvieron en envoltura de pldstico y se expusieron a la pelicula a -20°C durante la noche.

Se identificaron los clones positivos y se recogieron concentrando las colonias de la placa original. Las colonias
se incubaron en LB durante 1 hora a 37°C. Las diluciones de los cultivos se cultivaron en placa sobre placas de agar
LB y se repitié6 el procedimiento de levantamiento del filtro, hibridacién, lavado, seleccién de colonias. Se escogieron
clones individuales del segundo escrutinio y se sometieron a digestion con Sall/Notl para determinar el tamafio de los
insertos, y se secuenciaron los insertos.

Se genero el clon completo mediante PCR con polimerasa Pfu utilizando 10 ng del clon de la genoteca secuenciada
como molde y oligos completos con sitios Kpnl (FL 5’oligo SEQ ID NO: 3) y Notl (FL 3’ oligo SEQ ID NO: 4).

FL 5 oligo (SEQ ID NO:3):
AACGTTGGTACCGCCACCATGGCGGATTCCAGCGAAGGCCCCCGCGCG

FL3’ oligo: (SEQ ID NO:4):
TAAAGCGGCCGCTTCAGGAGGGACATCGGTGAGCCTCAC

El producto de la PCR se digiri6 con las enzimas Kpnl y Notl y se cloné en un vector de expresion pSP64T.GC.
La preparacion de ADN a gran escala se realiz6 utilizando un estuche MEGA prep (Quiagen).

Ejemplo 3
Escrutinio de la Genoteca/Generacion de VR3 A+B- humano y VR3 A-B- humano

Escrutinio de la genoteca de prostata humana

Se sometieron a electroporacién alicuotas de 1 ul de la genoteca de préstata humana en células Electromax DH10B
(Life Technologies). Se ajust6 el volumen a 1 ml con medio SOC y se incub6 durante 45 minutos a 37°C con sacu-

dimiento. Después la genoteca se cultivé en placa sobre placas de 150 cm? que contenfan LB hasta una densidad de
2.000 colonias por placa. Estos cultivos se hicieron crecer durante la noche a 37°C.
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Se gener6 una sonda de receptor VR3 humano por medio de la reaccién en cadena de la polimerasa utilizando el
siguiente par de cebadores:

5’ oligo (SEQIDNO: 13): 5 CTACCTGACGGAGAACCCCCACAAG

3’ oligo (SEQIDNO: 14): 5° GTAGTAGGCGGTGAGACTGAAGATGA

La sonda se generé mediante PCR utilizando las condiciones de PCR regulares empleando sondas oligonucleoti-
dicas 5’ y 3’ (100 ng cada una) y 10 ng de ADN miniprep diluido. El fragmento de 387 pb resultante se hizo correr
sobre gel de agarosa al 1% y se purificé utilizando un kit de extraccién QUIAquick Gel (Quiagen). Aproximadamente
100 ng de la sonda purificada se marcaron con P32 alfa utilizando el kit de oligomarcaje de Pharmacia y el ADN se
purificé con columnas S-200 (Pharmacia).

Las colonias de la genoteca se levantaron sobre filtros de nitrocelulosa Protran (Schleicher & Schuel) y el ADN se
desnaturalizé en NaCl 1,5 M, NaOH 0,5 M. Los discos del filtro se neutralizaron con NaCl 1,5 M, Tris-HCI 1,0 M,
pH 7,5 y después se entrecruzaron por medio de UV con la membrana utilizando un UV-Stratalinker (Stratagene). Los
filtros se lavaron varias veces en solucion de lavado (Tris-HCI1 1 M, pH 8,0; NaCl 5 M; EDTA 0,5 M; SDS al 20%) a
42°C. Después se incubaron los discos en 1x tampoén de prehibridacién southern (5°-3 Inc) que contenia formamida
al 50% y 100 pg/ml de ADN de esperma de salmén sometido a cizalla (5°-3’ Inc) durante 6 horas a 42°C. Finalmente,
se realiz6 la hibridacién durante la noche a 42°C en 1x tampdn de hibridacion (5°-3”) que contenia formamida al 50%,
100 ng de ADN de esperma de salmén sometido a cizalla en presencia de sonda marcada (5x10° a 1x10° cmp/ml de
tampdn de hibridacion).

Los discos se lavaron dos veces en 2xSSC, SDS al 0,2% a la temperatura ambiente (20 minutos cada uno) y una
vez en 0,2xSSC, SDS al 0,1% a 50°C durante 30 minutos. Después se colocaron las membranas sobre hojas de papel
de filtro, se envolvieron en envoltura Saran y se expusieron a la pelicula a -20°C durante la noche.

Los clones positivos se identificaron y se recogieron concentrando las colonias de la placa original. Las colonias
se incubaron en LB durante 1 hora a 37°C. Las diluciones de los cultivos se cultivaron en placa sobre placas de agar
LB y se repiti6 el procedimiento de levantamiento del filtro, hibridacién, lavado, seleccién de colonias. Los clones
individuales del segundo escrutinio se escogieron y se sometieron a digestion con EcoRI/Notl para determinar el
tamaifio de los insertos, y los insertos se secuenciaron.

El clon completo se generé mediante PCR con polimerasa Pfu utilizando 10 ng del clon de la genoteca secuenciada
como molde y oligos completos con sitios Notl (FL 5’oligo SEQ ID NO:15) y Xbal (FL 3’ oligo SEQ ID NO:16).

FL 5’ oligo (SEQ ID NO: 15):
5" AACGTTGGCGGCCGCGCCACCATGGCGGATTCCAGCGAAGGCCCCCGCGC G

FL3’ oligo: (SEQ ID NO:16):
5" AACGTTTCTAGACTGGGCTGCAGTCCCTAG

El producto de la PCR fue digerido con las enzimas Notl y Xbal y clonado en un vector de expresién pGem HE.
La preparacién de ADN a gran escala se realizé utilizando un kit MEGA prep (Quiagen).

Ejemplo 4
Clonacion del ADNc del receptor VR3 humano en un Vector de Expresion en Mamiferos

Se clonaron los ADNCc del receptor VR3 humano (referidos colectivamente como hVR3) en el vector de expresién
en mamiferos pcDNA3.1/Zeo(+). El producto de la PCR clonado se purificé sobre una columna (kit de purificacién de
ADN “Wizard PCR DNA purification kit” de Promega) y se someti6 a digestién con Not I y EcoRI (NEB) para crear
extremos cohesivos. El producto se purificé mediante electroforesis en un gel de agarosa de bajo punto de fusion. El
vector pcDNA3.1/Zeo(+) se someti6 a digestioén con las enzimas Notl y Xbal (excepto para hVR3 A+B+, que se clond
en los sitios BamHI/Notl) y se purificé con posterioridad en un gel de agarosa de bajo punto de fusion. Se utilizo el
vector lineal para ligarlo a los insertos de ADNc de VR3 humano. Se aislaron los recombinantes, se disefi6 el receptor
VR3 humano, y se utiliz6 para transfectar células de mamifero (células HEK293, COS-7 o CHO-K1) utilizando el kit
de transfeccién basado en lipidos no liposomales Effectene (Quiagen). Los clones celulares estables se seleccionaron
mediante crecimiento en presencia de zeocina. Los clones resistentes a zeocina individuales se aislaron y se demostrd
que contenian el gen del receptor VR3 humano intacto. Los clones que contenian los ADNc del receptor VR3 humano
se analizaron en cuanto a la expresion de la protefna hVR3. Se utilizaron los pldsmidos recombinantes que contenian
ADN que codificaba VR3 humano para transformar las células COS o CHO o HEK293 de mamifero.

Las células que expresan el receptor VR3 humano, establemente o transitoriamente, se utilizan para someter a en-
sayo la expresién del receptor VR3 humano y la actividad de unién a H>-RTX. Estas células se utilizan para identificar
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y examinar otros compuestos en cuanto a su capacidad para modular, inhibir o activar el receptor VR3 humano y para
competir por la unién a H*-RTX radiactivo.

Los casetes que contienen el ADNc del receptor VR3 humano en orientacion positiva con respecto al promotor
se ligan en sitios de restriccién apropiados 30 del promotor y se identifican mediante mapeo de sitios de restriccion
y/o secuenciacion. Estos vectores de expresion de ADNc se introducen en células anfitrionas fibroblasticas por ejem-
plo COS-7 (ATCC nim. CRL1651), y CV-1 tat [Sackevitz et al., Science 238: 1575 (1987)], 293. L (ATCC ntim.
CRL6362)] mediante métodos normalizados incluyendo, pero no limitados a electroporacién, o procedimientos qui-
micos (liposomas catiénicos, DEAE dextrano, fosfato de calcio). Las células transfectadas y los sobrenadantes de los
cultivos celulares se cosechan y se analizan en cuanto a la expresion del receptor VR3 humano como se describe en la
presente memoria.

Todos los vectores utilizados para la expresion transitoria en mamiferos se pueden utilizar para establecer lineas
celulares estables que expresan el receptor VR3 humano. Se espera que los constructos de ADNc del receptor VR3
humano no alterados clonados en vectores de expresion programen las células anfitrionas para elaborar la proteina
receptora VR3 humana. Las células anfitrionas para la transfeccién incluyen, pero no estan limitadas a, CV-1-P [Sac-
kevitz et al., Science 238: 1575 (1987)], tk-L [Wigler, et al. Cell 11: 223 (1977)], NS/0, y dHFr- CHO [Kaufman y
Sharp, J. Mol. Biol. 159: 601, (1982)].

La co-transfeccion de cualquier vector que contiene el ADNc del receptor VR3 humano con un farmaco de selec-
cion, incluyendo, pero no limitado a G418, aminoglicésido fosfotransferasa; higromicina, higromicina-B fosfotrans-
ferasa; APRT, xantina-guanina fosforribosil-transferasa, permitira la seleccion de clones transfectados establemente.
Los niveles de receptor VR3 humano se cuantifican por medio de los andlisis descritos en la presente memoria.

Los constructos de ADNc de receptor VR3 humano también se ligan en vectores que contienen marcadores de
resistencia a firmacos amplificables para la produccién de clones de células de mamiferos que sintetizan los niveles
mas elevados posibles de receptor VR3 humano. Tras la introduccién de estos constructos en las células, se seleccionan
los clones que contienen el pldsmido con el agente apropiado, y el aislamiento de un clon expresado en exceso con un
elevado nimero de copias de pldsmidos se completa mediante seleccién en dosis crecientes del agente.

La expresion del receptor VR3 humano recombinante se logra mediante transfeccién del ADNc del receptor VR3
humano completo en una célula anfitriona de mamifero.

Ejemplo 5
Caracterizacion de la proteina funcional codificada por pVR3R en oocitos de Xenopus

Se prepararon oocitos de Xenopus laevis y se inyectaron utilizando métodos normalizados descritos previamente y
conocidos en la técnica (Fraser ef al., 1993). Se apartaron 16bulos de ovario de Xenopus laevis hembra adulto (Nasco,
Fort Atkinson. WI), se enjuagaron varias veces en solucion salina sin calcio nominal que contenia: NaCl 82,5 mM,
KC12,5 mM, MgCl, 1 mM, HEPES 5 mM, ajustado a pH 7,0 con NaOH (OR-2), y se sacudieron suavemente en OR-2
que contenia colagenasa de Tipo 1 al 0,2% (ICN Biomedicals, Aurora, Ohio) durante 2-5 horas. Cuando se separaron
aproximadamente el 50% de las capas foliculares, se seleccionaron los oocitos en Fase V' y VI y se enjuagaron en
medio que consistia en 75% de OR-2 y 25% de ND-96. E1 ND-96 contenia: NaCl 100 mM, KCI 2 mM, MgCl, 1 mM.

CaCl, 1,8 mM, HEPES 5 mM, piruvato de Na 2,5 mM, gentamicina (50 ug/ml), ajustado a pH 7,0 con NaOH. El
Ca*? extracelular aument6 gradualmente y

CaCl, 1,8 mM, HEPES 5 mM, piruvato de Na 2,5 mM, gentamicina (50 pg/ml), ajustado a pH 7,0 con NaOH.
El Ca*? extracelular aumenté gradualmente y las células se mantuvieron en ND-96 durante 2-24 horas antes de la
inyeccioén. Para la transcripcion in vitro, se linealiz6 pGEM HE (Liman et al., 1992) que contenia VR3 humano con
Nhel y se transcribié con ARN polimerasa de T7 (Promega) en presencia del andlogo protegido terminalmente m7G
(5”)ppp(5°)G. El ARNC sintetizado se precipité con acetato de amonio e isopropanol, y se resuspendié en 50 ul de
agua sin nucleasa, se cuantificé el ARNc utilizando geles de formaldehido (agarosa al 1%, 1xMOPS, formaldehido al
3%) frente a 1,2 y 1,5 pl de marcadores de ARN (Gibco BRL, 0,24-9,5 Kb).

Se inyectaron 50 nl del ARN del receptor VR3 humano (0,3-5 ng) en los oocitos con o sin inyeccién simultdnea
de VRI (2-3 ng). A los oocitos de control se les inyectaron 50 nl de agua. Los oocitos se incubaron durante 1-13 dias
en ND-96 antes del andlisis de la expresién del VR3 humano.

Se llevaron a cabo incubaciones y digestion con colagenasa a la temperatura ambiente. Los oocitos que habian sido
inyectados se mantuvieron en agrupaciones de cultivo de tejidos de 48 pocillos (Costar; Cambridge, MA) a 18°C. Se
midieron las corrientes inducidas por el agonista en células completas medidas 1-14 dias después de la inyeccién con
una pinza de voltaje de dos electrodos convencional (GeneClamp500, Axon Instruments, Foster City, CA) utilizando
métodos normalizados descritos previamente y conocidos en la técnica (Dascal. 1987). Los microelectrodos se llenaron
con KCI 3 mM, que tenia resistencias de 1 y 2 MQ. Las células fueron perfundidas continuamente con ND96 a -10
ml/min a la temperatura ambiente a menos que se indique de otro modo. El voltaje de la membrana se fijé a -70 mV a
no ser que se especifique.
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Los oocitos se sensibilizaron con una variedad de ligandos, pH bajo, y etapas de voltaje de despolarizacién asi
como de hiperpolarizacién pero no hubo diferencias detectables en la conductancia de la membrana entre los oocitos
que expresaban VR3 humano y los oocitos de control [véase la Tabla 1]. No obstante, los oocitos a los que se habia
inyectado VR3 humano tenfan propiedades que eran diferentes de lo controles en 4 aspectos. Primero, la inyeccién
de ARNC de VR3 A+B- hizo que los oocitos murieran. La viabilidad de los oocitos a los que se habian inyectado
isoformas de VR3 que tenian un inserto A era significativamente reducida en comparacion con los controles de las
hermanas 3-4 dias después de la inyeccién (Figura 9). Segundo, las tres isoformas de VR3 aumentaban la respuesta
inducida por calor (Figura 10). tercero, la inyeccién simultdnea de A+B- con VR1 humano producia una corriente
inducida por perfusién sensible el rojo de rutenio (Iemusisn) (Figura 11). Cuarto, la inyeccién simultdnea de ARNc de
VR3 A+B- humano con ARNc de VR1 humano alter6 la sensibilidad de los oocitos a capsaicina 1 uM, un agonista
del receptor VR1 (Figura 12).

TABLA 1
Estimulo VR3 A+B- (3,25-4 ng|VR3 A-B- VR3 A+B+
inyectados por oocito|{(1,5 ng (5 ng
a menos que se|inyectados inyectados
especifique) por oocito) por oocito)
Capsaicina (1 pM) NE: n=3 (n=3 0,4 ng) NE: n=3 NE: n=3
Eugenol (10 uM) NE: n=3 (n=3 0,4 ng) NE: n=3 NE: n=3
Olvanil (10 upM) NE: n=3 (n=10,4 ng) NE:n=3 NE: n=3
Resiniferatoxina NE: n=3 (n=1 0,4 ng) NE: n=3 NE: n=3
(1 pM)
Piperina (10 pM) NE: n=3 (n=1 0,4 nqg) NE: n= NE: n=3
Gingerol (10 uM) NE: n=3 (n=1 0,4 nqg) NE: n= NE: n=3
Guiaicol (10 uM) NE: n=3 (n=1 0,4 ng) NE: n= NE: n=
B-feniletilamina NE: n= NT NT
(100 upM)
v-hidroxibutirato |NE: n=2 NT NT
(100 uM)
Anandamida NE: n=3 (0,4 ng|NE: n=1 NT
(1,15 uM; RBI) inyectados)
Acido araquidénico]NT NE: n=3 NT
(10 pM)
pH 4,5- 5,5 NE: n=2 (4 ng ARNc);|NE: n=1 NE: n=1
n=1 (0,4 ng ARNc)
Despolarizaciédn Sin diferencia con el|Sin Sin
control (n=4) diferencia diferencia
con el con el
control (n=6)|control
(n=3)
Hiperpolarizacién |Sin diferencia con el(Sin Sin
control (n=4) diferencia diferencia
con el con el
control (n=6) |control
{(n=3)
NE: sin efecto; NT: no sometido a ensayo
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Viabilidad

Se muestra la expresioén funcional de las isoformas VR3 humanas en oocitos de Xenopus: la viabilidad de los
oocitos mantenidos en ND-96 que contenia 2 Ca?* disminufa significativamente 4-6 dfas después de la inyeccién con
ARNc de VR3 A+B- (3,25 ng) y de VR3 A+B+ (5 ng) pero no de VR3 A-B- (1,5 ng). Los datos para los oocitos a
los que se habia inyectado VR3 A+B- y de control inyectados con agua fueron similares en 5 experimentos separados
y combinados. Los oocitos muertos se determinaron visualmente utilizando un microscopio de diseccién Bauch and
Lomb. Los datos se analizaron utilizando el andlisis de la Chi cuadrado. Los oocitos a los que se habia inyectado VR3
A+B- fueron los menos viables: solamente aproximadamente un 9% de los oocitos sobrevivieron a los 4-6 dias de la
inyeccién. Aproximadamente un 33% de los oocitos a los que se habia inyectado VR3 A+B+ humano sobrevivieron
a los 4-6 dias de la inyeccién. Aproximadamente un 67% de los oocitos de control a los que se habia inyectado agua
sobrevivieron el mismo periodo de tiempo en condiciones esencialmente idénticas. Los oocitos a los que se habia
inyectado VR3 A-B- revelaron una viabilidad similar a la de los controles a los que se habia inyectado agua. Se
obtuvieron datos similares de 2 lotes separados de ARNc.

Sensibilidad al calor

Se muestra la expresion funcional de las isoformas de VR3 humano en oocitos de Xenopus: activacién por calor.
a). Se muestra la corriente pico principal lograda por una transicién de calor desde 25°C a 46°C y mantenida a 46°C
durante al menos 15 seg. Las transiciones de voltaje se aplicaron desde -120 a +80 mV a lo largo de 400 mseg a
una tasa de muestreo de 2 seg. La corriente mostrada fue el incremento en la corriente a lo largo y por encima de la
corriente inicial lograda a +80 mV (el punto més a la derecha de la curva de voltaje de corriente mostrada en (b)). Se
inyectaron a los oocitos 3,25, 1,5 y 5 ng de ARNc de VR3 A+B-, A-B-, y A+B+, respectivamente, y se registrd hasta 6
dias mds tarde. Barra sélida: controles a los que se habia inyectado agua (n=8); barra transparente: isoforma VR3 A+B-
(n = 11); barra rayada: isoforma VR3 A-B- (n = 8): barra punteada: isoforma VR3 A+B+ (n=5). Todas las isoformas
mostraron un incremento significativo sobre los controles con agua (p = 0,001, 0,03 y 0,007, respectivamente). La
respuesta inducida por calor fue aproximadamente 2-veces mayor en la isoforma A+B- en comparacién con las otras
dos isoformas, pero las diferencia no fueron significativas (p = 0,051 y p = 0,16, para A+B- en comparacién con A-B-
y A+B+, respectivamente). Los datos se obtuvieron a partir de 2 grupos de oocitos inyectados. Los datos mostrados
son la media y el error estdndar de la media. (b). Las corrientes inducidas por la transicion de voltaje fueron registradas
durante la aplicacién de calor creciente a oocitos a los que se habfa inyectado agua (arriba), VR3 A+B- (segundo por
arriba), VR3 A-B- (3° por arriba), y VR3A+B+ (abajo). Los oocitos fueron perfundidos constantemente con Ca2+ ND-
96 y la solucién fue calentada por medio de un dispositivo calentador interno en linea (TC-324B junto con el calentador
en linea SH-27A; Warner Instrument Corp.). Se presentan corrientes inducidas por la transicién (en microAmperios,
como se indica en el eje de la y) obtenidas a temperaturas de 37°C a 46°C; solamente las trazas de corriente a las
temperaturas mds altas estdn marcadas con la correspondiente temperatura.

Corrientes inducidas por perfusion (Lyequsion: Figura 11)

El comienzo de la perfusién en bafio logré un aumento de la conductancia de la membrana en oocitos que a los
que se habia inyectado ARN transcrito de VR1 humano clonado con y sin ARN transcrito de ADNc de receptor
VR3A+B- como se muestra en la Figura 11. Un oocito al que se habia inyectado ARNc de VR1 (a) fue sensibiliza-
do con transiciones de voltaje entre -120 y +80 mV a lo largo de 400 mseg. Las corrientes inducidas por transicién
se aumentaron después del comienzo de la perfusién del oocito a una tasa de 10 ml/min. Las corrientes inducidas
por la transicién de control de oocitos en solucién salina extracelular (C) se registraron antes del comienzo de la
perfusién en bafio de Ca2+ ND-96. Durante la perfusion, las corrientes inducidas por la transicién aumentaron, in-
dicando un incremento en la conductancia (P). La posterior perfusiéon de rojo de rutenio (RR) 10 M no bloqued
la corriente inducida por perfusion (P) en los oocitos que expresaban VR1. De este modo, la corriente inducida por
perfusién observada en oocitos que expresan VR1 solo era insensible al rojo de ruteno (RR) 10 uM (A, “RR”). No
obstante, la corriente inducida por perfusion lograda en oocitos que expresaban VR3A+B- y VRI1 result especta-
cularmente inhibida por el rojo de rutenio 10 uM (B, “RR”). Esta diferencia se observé en 6 oocitos. El bloque
era parcialmente reversible (no mostrado). (b). Un oocito al que se habia inyectado ARNc de VR1 junto con VR3
A+B- fue sensibilizado con transiciones de voltaje entre -120 y +80 mV a lo largo de 400 mseg. Las corrientes in-
ducidas por la transicién aumentaron después del comienzo de la perfusion del oocito a una tasa de 10 ml/min. Las
corrientes activadas por perfusion tenian magnitudes similares en ambos grupos de oocitos. Vrev para la corrien-
te inhibida por RR fue de aproximadamente -13 mV (flecha). Las corrientes inducidas por ambos agonistas fue-
ron fuertemente rectificadoras aparentemente, como se ha informado previamente para VR1 de rata (Caterina et al.,
1997).

Corrientes inducidas por capsaicina en oocitos que expresan VRI humano en presencia o ausencia de VR3 A+B-
humano (Figura 12)

Se midieron las corrientes logradas por capsaicina 1 ¢M (Figura 12) a un voltaje de mantenimiento de +50 mV
puesto que las respuestas fueron las mds grandes a este voltaje debido a una profunda rectificacion aparente de las
corrientes inducidas por capsaicina (Caterina et al., 1997). Se muestran 3 ejemplos de oocitos a los que se ha inyectado
VRI1 y agua (un control para la inyeccién con VR3) (a) y oocitos a los que se ha inyectado ARNc de VR1 y ARNc
de VR3 A+B- (b). La capsaicina se aplicé como bafio durante el tiempo indicado por la barra sélida horizontal. La
magnitud de la respuesta primaria a capsaicina 1 uM se disminuyé cuando se expresaba simultdneamente con ARNc
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de VR3 A+B- arazones iguales (2,9 ng cada uno). La diferencia mas notable fue la magnitud y la tasa de decaimiento
de la respuesta secundaria, el segundo maximo que se obtenia normalmente al principio del lavado de capsaicina.

Ejemplo 6
Caracterizacion de VR3 humano en lineas celulares de mamifero

Se transfectan células HEK293, CHO-K1 y COS-7 humanas con las isoformas de VR3 humano pVR3A+B-R,
pVR3A-B-R, o pVR3A+B+R. Se realizan transfecciones transitorias de 1 ug de pVR3R por 10° células por placa de
100 mm utilizando el kit de transfeccion Effectene (Quiagen; 301425). Tres dias después de la transfeccion, las células
se cultivan en placa sobre placas de 96 pocillos (Biocoat, placa negra/transparente cubierta con poli-D-lisina; Becton
Dickinson parte niim. 354640). Al cabo de 1 dia, los pocillos se enjuagan con F12/DMEM, después se incuban en Fluo-
4 (2 uM) con Pluronic F-127 (20%, 40 ul utilizados en un volumen total de 20 ml) durante 1 hora a la temperatura
ambiente. Las placas se analizan utilizando FLIPR (Molecular Devices, FL-101). Las células se sensibilizan con
soluciones de diferente osmolaridad (40 ul afiadidos a 80 ul a una velocidad de 50 ul/seg). Algunos pocillos se mezclan
vigorosamente para simular el incremento de perfusién de las células con solucién extracelular. Las transfecciones con
vector solo se utilizan como controles.

Al cabo de 3 dias las células se seleccionan en presencia de neomicina (200 ug/ml) y se hacen crecer a través
de tres pases de dilucién 1:10 durante aproximadamente dos semanas. Las colonias individuales se seleccionan y se
hacen crecer en placas de 6 pocillos. Después las células se cultivan en placa sobre placas de 96 pocillos (Biocoat,
placa negra/transparente recubierta con poli-D-lisina; Becton Dickinson parte nim. 354640) y se hacen crecer hasta
la confluencia durante tres dias. Los pocillos se enjuagan con F12/DMEM, después se incuban en Fluo-4 (2 uM) con
acido Pluronic (20%, 40 ul utilizados en un volumen total de 20 ml) durante 1 hora a la temperatura ambiente. Las
placas se analizan utilizando FLIPR (Molecular Devices. FL-101). Las células se sensibilizan con agonistas (a una
concentracion de 3 veces en 40 ul afiadidos a 80 ul a una velocidad de 50 ul/seg).

Se utiliza la técnica del pinzamiento zonal de células completas (Hamill et al., 1981) para registrar las corrientes
inducidas por el ligando de HEK293 que expresa establemente el receptor VR1 humano mantenido durante >2 dias
en cubres de 12 mm. Las células se visualizan utilizando Nikon Diaphot 300 con éptica DIC Nomarski. Las células
se perfunden continuamente en solucién salina fisioldgica (~0,5 ml/min) a menos que se indique de otro modo. La
solucidn salina fisiolégica normalizada (“Tyrodes”) contiene: NaCl 130 mM, KCl 4 mM, CaCl, 1 mM. MgCl, 1,2
mM. y hemi-Na-HEPES 10 mM (pH 7,3, 295-300 mOsm medido utilizando una presién de vapor Wescor 5500
(Wescor. Inc., Logan, UT). Los electrodos de registro estdn hechos de tubos capilares de borosilicato (R6; Garner
Glass, Claremont, CA), las puntas estan recubiertas con cera dental periférica (Miles Laboratories, South Bend, IN), y
tienen resistencias de 1-2 MQ cuando contienen solucién salina intracelular: K-gluconato 100 mM, KCI 25 mM, CacCl,
0,483 mM, MgCl, 3 mM, hemi-Na-HEPES 10 mM y K;-BAPTA 1 mM (100 nM libre de Ca*?); pH 7.4, con dextrosa
afiadida para lograr 290 mOsm). Los potenciales de contacto entre los dos electrolitos son de -18 mV utilizando una
pipeta normalizada y soluciones de bafio determinadas empiricamente y utilizando el programa de ordenador JPCalc
((Barry. 1994)). Todos los voltajes mostrados estdn corregidos para el potencial de contacto entre los electrolitos. Las
sefiales de corriente y voltaje se detectan y se filtran a 2 kHz con un amplificador de pinzamiento zonal Axopatch 1D
(Axon Instruments, Foster City, CA), registrado digitalmente con un interfaz de laboratorio DigiData 1200B (Axon
Instruments), y un sistema de ordenador compatible con PC y se almacenan en un disco magnético para el andlisis
auténomo. Los datos de adquisicién y el andlisis se realizan con el soporte 16gico PClamp. Los cambios lentos en la
corriente de mantenimiento se detectan y se filtran a 2 kHz, y se registran con un amplificador LPF202A DC (Warner,
Hamden, CT) y un aparato de registro digital VR10B (Instrutech, Great Neck, NY) en una cinta de video. La sefial se
analiza m4s tarde a 10 Hz utilizando el soporte 16gico Axotape.

Se determina la capacitancia de membrana total (C,,) como la diferencia entre la corriente mdxima después de una
transicion de voltaje hiperpolarizante de 30 mM de -68 mV generada a una velocidad de 10 mV/ms y la corriente en
estado estacionario al potencial final (-98 mV) (Dubin et al., 1999).

Los potenciales inversos aparentes (V) de los cambios de conductancia inducidos por el ligando se determinan
utilizando un protocolo de transicién de voltaje (Dubin et al., 1999). Las transiciones de voltaje se aplican cada segundo
y se registran las corrientes inducidas por la transicién en la célula completa resultante. Normalmente el voltaje se hizo
pasar de valores negativos a positivos a negativos. La corriente requerida para el pinzamiento de las células a -68 mV
se controla continuamente. Las conductancias inducidas por ligando se determinan a partir de corrientes en células
completas logradas mediante un protocolo de transicidn de voltaje en presencia y ausencia de ligando. Las corrientes
inducidas por transiciones de voltaje medidas antes (control) y en presencia de ligando se comparan para revelar el
efecto del ligando sobre el canal para modular la salida de corriente del canal. Se determina el voltaje al cual no hay
corriente inducida por el ligando neta (V).

Ejemplo 7
Estructura primaria de la Proteina receptora VR3 humana

La presente invencién describe 3 isoformas de hVR3: A+B-, A-B-, y A+B+. La secuencia de nucleétidos de los
ADNCc del receptor VR3 humano revel6 un tnico marco de lectura abierto grande de aproximadamente 2616, 2436 y

20



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2300318 T3

2229 pares de bases que codifican 871, 811, y 742 aminoécidos para VR3 A+B-, A-B- y A+B+ humano, respectiva-
mente. El ADNc para VR3 A+B- tiene extensiones no traducidas 5’ y 3’ de aproximadamente 337 y aproximadamente
547 nucleétidos. E1 ADNc para VR3 A+B+ tiene extensiones 5’ y 3’-no traducidas de aproximadamente 836 y aproxi-
madamente 994 nucleétidos. La primera metionina en marco se designé codén de iniciacién para un marco de lectura
abierto que pronostica las proteinas receptoras VR3 humanas con una masa molecular (M,) de aproximadamente
98.242 Da, 91.294 Da y 83.310 Da para las isoformas A+B-, A-B- y A+B+, respectivamente. La isoforma A+B- codi-
fica una proteina de 871 aminodcidos. E1 VR3 A-B- contiene una delecién de 60 aminoécidos desde el aminoécido 382
al 441 de VR3A+B-. VR3 A+B+ es idéntico a A+B- hasta el aminoécido 736 después de lo cual hay 6 aminoacidos
divergentes y un cod6n de parada. La isoforma A+B+ de VR3 se extiende 20 aminodcidos después del supuesto TM6.

Las proteinas receptoras VR3 humanas pronosticadas se alineraon con las bases de datos de nucleétidos y protei-
nas y se encontré que estaban relacionadas con la familia de receptores vainilloides (VR1 y VR2). Existen numerosos
motivos conservados en esta familia de receptores incluyendo un supuesto gran segmento hidréfilo N-terminal (aproxi-
madamente 467 aminodcidos), tres supuestos dominios de repeticion de anquirina en la regién N-terminal. 6 regiones
transmembrana pronosticadas y una regioén del poro. VR3 A+B- es idéntico en un 43% al VR1 humano, idéntico en
un 39% a VRL-1 humano (AF129112) y a VRL humano VRL (AF103906). De este modo el receptor VR3 descrito
en la presente memoria es claramente un gen novedoso de la familia del receptor vainilloide.

Las formas VR3A+B- y VR3A-B- son muy similares al canal inhibido por el estiramiento SIC de rata [acceso
genbank AB015231] desde el aminodcido 694 hasta el final. Se piensa que el SIC, codificado por 529 aminodcidos,
forma un canal i6nico inhibido por el estiramiento. Carece de dominio citopldsmico N-terminal grande de la familia
VR pero contiene una secuencia homdloga al exén A antes del supuesto TM1.

La secuencia genémica completa de las regiones que codifican VR3 descrita en la presente memoria parece en-
contrarse en un envio de secuencias a bases de datos de secuencia de 380512 pares de bases a genbank (homo sapiens
clon RPCI1-7G5 (AC007834), envi6 de secuencias directo por Worley, K.C.). Esta entrada de genbank enumera mu-
chos fragmentos de la secuencia de ADN y una secuencia contigua propuesta, pero carece de cualquier andlisis de
la secuencia de 4cido nucleico y no consigue caracterizar los rasgos de las secuencias de dcido nucleico de VR3, o
describir la presencia del gen VR3.

1 La comparacion de las secuencias de la presente invencién y la secuencia gendmica revela que el gen VR3
estd compuesto por al menos 15 exones. “A” es un inserto de 60 aminodcidos en el supuesto dominio
citopldsmico N-terminal que se encuentra en los ADNc obtenidos de genotecas de ADNc de pituitaria y
préstata. Existen secuencias limitrofes intrén/exén en los insertos A y B.

Las isoformas A+B- y A+B+ contienen un dominio en la supuesta region citoplasmica N-terminal con homologia
con las secuencias consenso del dominio de repeticién de la anquirina. De este modo, las isoformas A+ de VR3
parecen tener una arquitectura similar a la pronosticada para VR1. El primer dominio era significativamente similar a
la secuencia consenso (E= 2,6 e-5). Los 2 dominios siguientes no tienen trascendencia tomados por si mismos (e= 37
y E=2,7) no obstante tomados en conjunto, es probable que esta regién contenga 3 dominios de unién a anquirina. La
isoforma A- pierde 20 aminodcidos del supuesto 3 dominio de repeticion de anquirina y la secuencia yuxtapuesta no
se ajusta a un dominio de repeticién de anquirina.

La isoforma A+B- de VR3 tiene dos sitios de miristoilacién potenciales: [GPGGE] en el extremo N y entre TM4 y
TMS. Los supuestos sitios de fosforilacion incluyen: 7 sitios de fosforilacién PKC potencial: T112, S134, T175, T190,
T380, S403, S688 [sin embargo, S688 estd en una supuesta region extracelular]; 1 sitio de fosforilacion PKA y PKG
potencial: T181; 12 sitios de fosforilacién caseina quinasa II potencial: T89, S162, T181, T395, S416, S422, S432,
T426, S432, S441, T740, S836; 3 sitios de fosforilacion caseina quinasa de la glandula mamaria potencial (SxE):
S4, S726, S758; 1 sitio de fosforilacion tirosina quinasa potencial: Y411 [presente en el inserto “A”]; y 1 sitio de
glicosilacién unido a N potencial: N651, [N201, N207 estan en el supuesto dominio N-terminal intracelular y es poco
probable que sea glicosilado]. No hay supuestos dominios de unién CaM en ninguna de las isoformas descritas en la
presente invencion.

En la isoforma A- que carece del inserto “A”, faltan 2 sitios de fosforilacion PKC, 6 sitios de fosforilacion caseina
quinasa II, y el dnico supuesto sitio de fosforilacién tirosina quinasa.

La isoforma A+B+ codifica una supuesta proteina que carece de 2 sitios de fosforilacién caseina quinasa II en la
supuesta region intracelular C-terminal.

Ejemplo 8
Expresion de VR3 en tejidos humanos

Expresion utilizando una matriz de ADN (Luo et al., 1999). El andlisis de distribucién de la matriz de ADN indica
que los ARNm de VR3 humano eran expresados en una variedad de tejidos, y habia cierto solapamiento de expresion
con VRI a nivel del tejido completo [Figura 13]. E1 ARNCc del tipo de tejido indicado en la columna de la izquierda
contenia secuencias que codificaban el VR3 humano (columna del centro). La expresiéon de VR1 humano se muestra
en la columna de la derecha y en la mayoria de los casos se solapaba con la expresiéon de VR3. OBSERVESE: NS era
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la expresién no significativa de VR1 humano. La secuencia del ADN de VR3 humano inmovilizado en la matriz de
ADN era (SEQ ID NO:17)

CCACCATCCTGGACATTGAGCGCTCCTTCCCCGTATTCCTGAGGAAGGCCTTC
CGCTCTGGGGAGATGGTCACCGTGGGCAAGAGCTCGGACGGCACTCCTGACC
GCAGTGGTGCTTCAGGGTGGATGAGGTGAACTGGTCTCACTGGAACCAGAAC
TTGGGCATCATCAACGAGGACCCGGGCAAGAATGAGACCTACCAGTATTATG
G CTTCTCGCATACCGTGGGCCGCC

Esta secuencia de ADN no estd presente en la isoforma A+B+, solamente en las isoformas A+B-y A-B-. Obsérvese
que la especie de ADNc fue clonada a partir de gldndula de prostata (*; Figura 13).

El andlisis de transferencia Northern revel6 la expresion de VR3 en cerebro completo, placenta, pulmén, riiidn,
pancreas y prostata.

Ejemplo 9
Clonacion del ADNc del receptor VR3 humano en vectores de expresion de E. coli

El receptor VR3 humano recombinante es producido en E. coli después de la transferencia de la casete de expresion
del receptor VR3 humano a vectores de expresion de E. coli, incluyendo pero no limitados a, la serie pET (Novagen).
Los vectores pET colocan la expresién del receptor VR3 humano bajo el control del promotor del bacteriéfago T7
estrechamente regulado. Después de la transferencia de este constructo a un anfitrién de E. coli que contiene una copia
cromosOmica del gen de la ARN polimerasa de T7 conducida por el promotor inducible lac, se induce la expresion del
receptor VR3 humano cuando se aflade un sustrato de lac apropiado (IPTG) al cultivo. Los niveles del receptor VR3
humano se determinan por medio e los andlisis descritos en la presente memoria.

El ADNc que codifica el marco de lectura abierto completo para el receptor VR3 humano se inserta en el sitio
Ndel de pET [16]11a. Los constructos en la orientacioén positiva se identifican mediante andlisis de la secuencia y se
utilizan para transformar la cepa del anfitrién de expresiéon BL21. Después se utilizan los transformantes para inocular
los cultivos para la produccién de la proteina receptora VR3 humana. Los cultivos se pueden hacer crecer en medio
M9 o ZB, cuya formulacién es conocida por los expertos en la técnica. Después de crecer a una DOgg = 1,5, se induce
la expresion del receptor VR3 humano con IPTG 1 mM durante 3 horas a 37°C.

Ejemplo 10

Clonacion del ADNc del receptor VR3 humano en un Vector de Expresion de Baculovirus para la Expresion en Células
de Insecto

Se disefian vectores de Baculovirus, que derivan del genoma del virus AcNPV, para proporcionar un elevado nivel
de expresién de ADNCc en la linea Sf9 de células de insecto (ATCC CRL nim. 1711). Los baculovirus recombinantes
que expresan el ADNc del receptor VR3 humano se producen mediante los siguientes métodos normalizados (In
Vitrogen Maxbac Manual):

se ligan los constructos de ADNc del receptor VR3 humano en el gen de la polihedrina en una variedad de
vectores de transferencia de baculovirus, incluyendo el vector pAC360 y BlueBac (In Vitrogen). Se generan
baculovirus recombinantes mediante recombinacién homéloga después de la co-transfeccién del vector de
transferencia de baculovirus y

se linealiza el ADN gendmico de AcNPV [Kitts, P.A., Nuc. Acid. Res. 18: 5667 (1990)] en células Sf9. Los
virus pAC360 recombinantes se identifican mediante la ausencia de cuerpos de inclusién en las células in-
fectadas y se identifican los virus pBlueBac recombinantes basdndose en la expresion de la S-galactosidasa
(Summers, M. D. y Smith, G. E., Texas Agriculture Exp. Station Bulletin No. 1555). Tras la purificacién en
placa, se mide la expresién del receptor VR3 humano mediante andlisis descritos en la presente memoria.

El ADNc que codifica el marco de lectura abierto completo para el receptor VR3 humano se inserta en el sitio
BamHI de pBlueBacll. Se identifican los constructos en orientacién positiva mediante andlisis de la secuencia y se
utilizan para transfectar células Sf9 en presencia de ADN de tipo salvaje de AcNPV lineal.

El receptor VR3 humano activo, auténtico se encuentra en el citoplasma de las células infectadas. El receptor VR3
humano activo se extrae de las células infectadas mediante lisis con hipotdnica o con detergente.
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Ejemplo 11
Clonacion del ADNc del receptor VR3 humano en un vector de expresion de levadura

El receptor VR3 humano recombinante es producido en la levadura S. cerevisiae después de la insercién del cistron
de ADNCc del receptor VR3 humano 6ptimo en vectores de expresion disefiados para dirigir la expresion intracelular
o extracelular de proteinas heterélogas. En el caso de la expresion intracelular, los vectores tales como EmBLyex4 o
similar se ligan al cistrén del receptor VR3 humano [Rinas. U. et al., Biotechnology 8: 543-545 (1990); Horowitz B.
et al., J. Biol. Chem. 265: 4189-4192 (1989)]. Para la expresion extracelular, el citrén del receptor VR3 humano se
liga en los vectores de expresion de levadura que fusionan una sefial de secrecién (un péptido de levadura o mamifero)
al extremo NH, de la proteina receptora VR3 humana [Jacobson, M. A., Gene 85: 511-516 (1989); Riett L. y Bellon
N. Biochem. 28: 2941-2949 (1989)].

Estos vectores incluyen, pero no estdn limitados a pAVE1>6, que fusiona la sefial de la seralbimina humana al
ADNCc expresado [Steep O. Biotechnology 8: 42-46 (1990)], y el vector pL8PL que fusiona la sefial de la lisozima hu-
mana al ADNc expresado [ Yamamoto. Y., Biochem. 28: 2728-2732)]. Ademds, el receptor VR3 humano es expresado
en levadura como una proteina de fusién conjugada con ubiquitina utilizando el vector pVEP [Ecker, D. J., J. Biol.
Chem. 264: 7715-7719 (1989), Sabin, E. A., Biotechnology 7: 705-709 (1989). McDonnell D. P., Mol. Cell Biol. 9:
5517-5523 (1989)]. Los niveles de receptor VR3 humano expresado se determinan mediante los andlisis descritos en
la presente memoria.

Ejemplo 12
Purificacion del Receptor VR3 humano recombinante
El receptor VR3 humano producido recombinantemente se puede purificar mediante cromatografia de afinidad.

Se elaboran columnas de afinidad con anticuerpo para el receptor VR3 humano afiadiendo los anticuerpos anti-
receptor VR3 humano a Affigel-10 (Bio-Rad), un soporte en gel que es pre-activado con ésteres de N-hidroxisucci-
nimida de manera que los anticuerpos forman enlaces covalentes con el soporte de cuentas de gel de agarosa. Los
anticuerpos se acoplan después al gel por medio de enlaces amida con el brazo espaciador. Los ésteres activados res-
tantes se sofocan después con etanolamina-HCl 1M (pH 8). La columna se lava con agua seguido de glicina-HCl 0,23
M (pH 2,6) para separar cualquier anticuerpo o proteina extrafia no conjugados. La columna se equilibra después en
solucién salina tamponada con fosfato (pH 7,3) junto con agentes de solubilizacién de membrana apropiados tales
como detergentes y el sobrenadante del cultivo celular o el extracto celular que contiene el receptor VR3 humano
solubilizado se hace pasar a través de la columna. La columna se lava después con solucion salina tamponada con
fosfato junto con detergentes hasta que la densidad 6ptica (A280) cae hasta el fondo, después la proteina se hace eluir
con glicina-HCI 0,23 M (pH 2,6) junto con los detergentes. La proteina receptora VR3 humana purificada se somete a
dialisis después frente a solucién salina tamponada con fosfato.
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REIVINDICACIONES
1. Una proteina aislada que comprende la secuencia de aminoédcidos mostrada en el SEQ ID NO:7 0 9.

2. Una proteina aislada como se define en la reivindicacién 1, donde la proteina consiste en la secuencia de ami-
noacidos mostrada en el SEQ ID NO:7.

3. Una proteina aislada como se define en la reivindicacién 1, donde la proteina consiste en la secuencia de ami-

10 nodcidos mostrada en el SEQ ID NO:9.
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FIGURA 1

SEQ ID NO:5 Secuencia de nucleétidos de VR3A+B- Humano de
la secuencia codificadora (2616 pb)

ATGGCGGATTCCAGCGAAGGCCCCCGCGCGGGGCCCGGGGAGGTGGCTGAG
CTCCCCGGGGATGAGAGTGGCACCCCAGGTGGGGAGGCTTTTCCTCTCICCTC
CCTGGCCAATCTGTTTGAGGGGGAGGATGGCTCCCTTTCGCCCTCACCGGCTG
ATGCCAGTCGCCCTGCTGGCCCAGGCGATGGGCGACCAAATCTGCGCATGAA
GTTCCAGGGCGCCTTCCGCAAGGGGGTGCCCAACCCCATCGATCTGCTGGAG
TCCACCCTATATGAGTCCTCGGTGGTGCCTGGGCCCAAGAAAGCACCCATGG
ACTCACTGTTTGACTACGGCACCTATCGTCACCACTCCAGTGACAACAAGAG
GTGGAGGAAGAAGATCATAGAGAAGCAGCCGCAGAGCCCCAAAGCCCCTGC
CCCTCAGCCGCCCCCCATCCTCAAAGTCTTCAACCGGCCTATCCTCTTTGACA
TCGTGTCCCGGGGCTCCACTGCTGACCTGGACGGGCTGCTCCCATTCTTGCTG
ACCCACAAGAAACGCCTAACTGATGAGGAGTTTCGAGAGCCATCTACGGGGA
AGACCTGCCTGCCCAAGGCCTTGCTGAACCTGAGCAATGGCCGCAACGACAC
CATCCCTGTGCTGCTGGACATCGCGGAGCGCACCGGCAACATGCGGGAGTTC
ATTAACTCGCCCTTCCGTGACATCTACTATCGAGGTCAGACAGCCCTGCACAT
CGCCATTGAGCGTCGCTGCAAACACTACGTGGAACTTCTCGTGGCCCAGGGA
GCTGATGTCCACGCCCAGGCCCGTGGGCGCTTCTTCCAGCCCAAGGATGAGG
GGGGCTACTTCTACTTTGGGGAGCTGCCCCTGTCGCTGGCTGCCTGCACCAAC
CAGCCCCACATTGTCAACTACCTGACGGAGAACCCCCACAAGAAGGCGGACA
TGCGGCGCCAGGACTCGCGAGGCAACACAGTGCTGCATGCGCTGGTGGCCAT
TGCTGACAACACCCGTGAGAACACCAAGTTTGTTACCAAGATGTACGACCTG
CTGCTGCTCAAGTGTGCCCGCCTCTTCCCCGACAGCAACCTGGAGGCCGTGCT
CAACAACGACGGCCTCTCGCCCCTCATGATGGCTGCCAAGACGGGCAAGATT
GGGATCTTTCAGCACATCATCCGGCGGGAGGTGACGGATGAGGACACACGGC
ACCTGTCCCGCAAGTTCAAGGACTGGGCCTATGGGCCAGTGTATTCCTCGCTT
TATGACCTCTCCTCCCTGGACACGTGTGGGGAAGAGGCCTCCGTGCTGGAGA
TCCTGGTGTACAACAGCAAGATTGAGAACCGCCACGAGATGCTGGCTGTGGA
GCCCATCAATGAACTGCTGCGGGACAAGTGGCGCAAGTTCGGGGCCGTCTCC
TTCTACATCAACGTGGTCTCCTACCTGTGTGCCATGGTCATCTTCACTCTCACC
GCCTACTACCAGCCGCTGGAGGGCACACCGCCGTACCCTTACCGCACCACGG
TGGACTACCTGCGGCTGGCTGGCGAGGTCATTACGCTCTTCACTGGGGTCCTG
TTCTTCATCACCAACATCAAAGACTTGTTCATGAAGAAATGCCCTGGAGTGA
ATTCTCTCTTCATTGATGGCTCCTTCCAGCTGCTCTACTTCATCTACTCTGTCC
TGGTGATCGTCTCAGCAGCCCTCTACCTGGCAGGGATCGAGGCCTACCTGGC
CGTGATGGTCTTTGCCCTGGTCCTGGGCTGGATGAATGCCCTTTACTTCACCC
GTGGGCTGAAGCTGACGGGGACCTATAGCATCATGATCCAGAAGATTCTCTT
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CAAGGACCTTTTCCGATTCCTGCTCGTCTACTTGCTCTTCATGATCGGCTACGC
TTCAGCCCTGGTCTCCCTCCTGAACCCGTGTGCCAACATGAAGGTGTGCAATG
AGGACCAGACCAACTGCACAGTGCCCACTTACCCCTCGTGCCGTGACAGCGA
GACCTTCAGCACCTTCCTCCTGGACCTGTTTAAGCTGACCATCGGCATGGGCG
ACCTGGAGATGCTGAGCAGCACCAAGTACCCCGTGGTCTTCATCATCCTGCT
GGTGACCTACATCATCCTCACCTTTGTGCTGCTCCTCAACATGCTCATTGCCC
TCATGGGCGAGACAGTGGGCCAGGTCTCCAAGGAGAGCAAGCACATCTGGA
AGCTGCAGTGGGCCACCACCATCCTGGACATTGAGCGCTCCTTCCCCGTATTC
CTGAGGAAGGCCTTCCGCTCTGGGGAGATGGTCACCGTGGGCAAGAGCTCGG
ACGGCACTCCTGACCGCAGGTGGTGCTTCAGGGTGGATGAGGTGAACTGGTC
TCACTGGAACCAGAACTTGGGCATCATCAACGAGGACCCGGGCAAGAATGA
GACCTACCAGTATTATGGCTTCTCGCATACCGTGGGCCGCCTCCGCAGGGATC
GCTGGTCCTCGGTGGTACCCCGCGTGGTGGAACTGAACAAGAACTCGAACCC
GGACGAGGTGGTGGTGCCTCTGGACAGCATGGGGAACCCCCGCTGCGATGGC
CACCAGCAGGGTTACCCCCGCAAGTGGAGGACTGATGACGCCCCGCTCTAG
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FIGURA 2

SEQ ID NO: 6. Se muestra la secuencia de nucledtidos de
VR3A+B- incluyendo 337 pb 5' UT y 547 pb 3' UT

CAATTGGGATTTAAACCCAGGGACTATCCAGCCCCAAAGCCCTTCCCACCAC
ACCAGGTGGCCTGTCCTGGGGCCAGCTCTGCACACAGGGCCTGGTGCCCCCG
GGGTGCTTGGGAAGTGGCAGGGCAGAGGTGGGCCCTGTGGCTGTTCTGGCTC
AGCTTCTAAAACAAGAGCCTCTGCTGGGGGCAGAGGGGCCGTGAACCCCTGA
AATGTTAGGCAGATACCCTGTGGGAGCTTTGTTCTGGGATGCTAAGAACCGC
TTGAGGATTTAAGCTTTGCCACTTTGGCTCCGGAGCAAGGGCAGAGGCTGAG
CAGTGCAGACGGGCCTGGGGCAGGCATGGCGGATTCCAGCGAAGGCCCCCG
CGCGGGGCCCGGGGAGGTGGCTGAGCTCCCCGGGGATGAGAGTGGCACCCC
AGGTGGGGAGGCTTTTCCTCTCTCCTCCCTGGCCAATCTGTTTGAGGGGGAGG
ATGGCTCCCTTTCGCCCTCACCGGCTGATGCCAGTCGCCCTGCTGGCCCAGGC
GATGGGCGACCAAATCTGCGCATGAAGTTCCAGGGCGCCTTCCGCAAGGGGG
TGCCCAACCCCATCGATCTGCTGGAGTCCACCCTATATGAGTCCTCGGTGGTG
CCTGGGCCCAAGAAAGCACCCATGGACTCACTGTTTGACTACGGCACCTATC
GTCACCACTCCAGTGACAACAAGAGGTGGAGGAAGAAGATCATAGAGAAGC
AGCCGCAGAGCCCCAAAGCCCCTGCCCCTCAGCCGCCCCCCATCCTCAAAGT
CTTCAACCGGCCTATCCTCTTTGACATCGTGTCCCGGGGCTCCACTGCTGACC
TGGACGGGCTGCTCCCATTCTTGCTGACCCACAAGAAACGCCTAACTGATGA
GGAGTTTCGAGAGCCATCTACGGGGAAGACCTGCCTGCCCAAGGCCTTGCTG
AACCTGAGCAATGGCCGCAACGACACCATCCCTGTGCTGCTGGACATCGCGG
AGCGCACCGGCAACATGCGGGAGTTCATTAACTCGCCCTTCCGTGACATCTA
CTATCGAGGTCAGACAGCCCTGCACATCGCCATTGAGCGTCGCTGCAAACAC
TACGTGGAACTTCTCGTGGCCCAGGGAGCTGATGTCCACGCCCAGGCCCGTG
GGCGCTTCTTCCAGCCCAAGGATGAGGGGGGCTACTTCTACTTTGGGGAGCT
GCCCCTGTCGCTGGCTGCCTGCACCAACCAGCCCCACATTGTCAACTACCTGA
CGGAGAACCCCCACAAGAAGGCGGACATGCGGCGCCAGGACTCGCGAGGCA
ACACAGTGCTGCATGCGCTGGTGGCCATTGCTGACAACACCCGTGAGAACAC
CAAGTTTGTTACCAAGATGTACGACCTGCTGCTGCTCAAGTGTGCCCGCCTCT
TCCCCGACAGCAACCTGGAGGCCGTGCTCAACAACGACGGCCTCTCGCCCCT
CATGATGGCTGCCAAGACGGGCAAGATTGGGATCTTTCAGCACATCATCCGG
CGGGAGGTGACGGATGAGGACACACGGCACCTGTCCCGCAAGTTCAAGGAC
TGGGCCTATGGGCCAGTGTATTCCTCGCTTTATGACCTCTCCTCCCTGGACAC
GTGTGGGGAAGAGGCCTCCGTGCTGGAGATCCTGGTGTACAACAGCAAGATT
GAGAACCGCCACGAGATGCTGGCTGTGGAGCCCATCAATGAACTGCTGCGGG
ACAAGTGGCGCAAGTTCGGGGCCGTCTCCTTCTACATCAACGTGGTCTCCTAC
CTGTGTGCCATGGTCATCTTCACTCTCACCGCCTACTACCAGCCGCTGGAGGG
CACACCGCCGTACCCTTACCGCACCACGGTGGACTACCTGCGGCTGGCTGGC
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GAGGTCATTACGCTCTTCACTGGGGTCCTGTTCTTCATCACCAACATCAAAGA
CTTGTTCATGAAGAAATGCCCTGGAGTGAATTCTCTCTTCATTGATGGCTCCT
TCCAGCTGCTCTACTTCATCTACTCTGTCCTGGTGATCGTCTCAGCAGCCCTCT
ACCTGGCAGGGATCGAGGCCTACCTGGCCGTGATGGTCTTTGCCCTGGTCCTG
GGCTGGATGAATGCCCTTTACTTCACCCGTGGGCTGAAGCTGACGGGGACCT
ATAGCATCATGATCCAGAAGATTCTCTTCAAGGACCTTTTCCGATTCCTGCTC
GTCTACTTGCTCTTCATGATCGGCTACGCTTCAGCCCTGGTCTCCCTCCTGAA
CCCGTGTGCCAACATGAAGGTGTGCAATGAGGACCAGACCAACTGCACAGTG
CCCACTTACCCCTCGTGCCGTGACAGCGAGACCTTCAGCACCTTCCTCCTGGA
CCTGTTTAAGCTGACCATCGGCATGGGCGACCTGGAGATGCTGAGCAGCACC
AAGTACCCCGTGGTCTTCATCATCCTGCTGGTGACCTACATCATCCTCACCTT
TGTGCTGCTCCTCAACATGCTCATTGCCCTCATGGGCGAGACAGTGGGCCAG
GTCTCCAAGGAGAGCAAGCACATCTGGAAGCTGCAGTGGGCCACCACCATCC
TGGACATTGAGCGCTCCTTCCCCGTATTCCTGAGGAAGGCCTTCCGCTCTGGG
GAGATGGTCACCGTGGGCAAGAGCTCGGACGGCACTCCTGACCGCAGGTGGT
GCTTCAGGGTGGATGAGGTGAACTGGTCTCACTGGAACCAGAACTTGGGCAT
CATCAACGAGGACCCGGGCAAGAATGAGACCTACCAGTATTATGGCTTCTCG
CATACCGTGGGCCGCCTCCGCAGGGATCGCTGGTCCTCGGTGGTACCCCGCG
TGGTGGAACTGAACAAGAACTCGAACCCGGACGAGGTGGTGGTGCCTCTGGA
CAGCATGGGGAACCCCCGCTGCGATGGCCACCAGCAGGGTTACCCCCGCAAG
TGGAGGACTGATGACGCCCCGCTCTAGGGACTGCAGCCCAGCCCCAGCTTCT
CTGCCCACTCATTTCTAGTCCAGCCGCATTTCAGCAGTGCCTTCTGGGGTGTC
CCCCCACACCCTGCTTTGGCCCCAGAGGCGAGGGACCAGTGGAGGTGCCAGG
GAGGCCCCAGGACCCTGTGGTCCCCTGGCTCTGCCTCCCCACCCTGGGGTGG
GGGCTCCCGGCCACCTGTCTTGCTCCTATGGAGTCACATAAGCCAACGCCAG
AGCCCCTCCACCTCAGGCCCCAGCCCCTGCCTCTCCATTATTTATTTGCTCTGC
TCTCAGGAAGCGACGTGACCCCTGCCCCAGCTGGAACCTGGCAGAGGCCTTA
GGACCCCGTTCCAAGTGCACTGCCCGGCCAAGCCCCAGCCTCAGCCTGCGCC
TGAGCTGCATGCGCCACCATTTTTGGCAGCGTGGCAGCTTTGCAAGGGGCTG
GGGCCCTCGGCGTGGGGCCATGCCTTCTGTGTGTTCTGTAGTGTCTGGGATTT
GCCGGTGCTCAATAAATGTTTATTCATTGACGGTGGAAAAAAAAAAAAAA
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FIGURA 3

SEQ ID NO: 7. Secuencia codificadora para VR3A+B- humano
(871 aminoacidos)

MADSSEGPRAGPGEVAELPGDESGTPGGEAFPLSSLANLFEGEDGSLSPSPADAS
RPAGPGDGRPNLRMKFQGAFRKGVPNPIDLLESTLYESSVVPGPKKAPMDSLFD
YGTYRHHSSDNKRWRKKIEKQPQSPKAPAPQPPPILKVFNRPILFDIVSRGSTAD
LDGLLPFLLTHKKRLTDEEFREPSTGKTCLPKALLNLSNGRNDTIPVLLDIAERTG
NMREFINSPFRDIYYRGQTALHIAIERRCKHYVELLVAQGADVHAQARGRFFQPK
DEGGYFYFGELPLSLAACTNQPHIVNYLTENPHKKADMRRQDSRGNTVLHALV
AIADNTRENTKFVTKMYDLLLLKCARLFPDSNLEAVLNNDGLSPLMMAAKTGKI
GIFQHIRREVTDEDTRHLSRKFKDWAYGPVYSSLYDLSSLDTCGEEASVLEILVY
NSKIENRHEMLAVEPINELLRDKWRKFGAVSFYINVVSYLCAMVIFTLTAY YQPL
EGTPPYPYRTTVDYLRLAGEVITLFTGVLFFITNIKDLFMKKCPGVNSLFIDGSFQL
LYFIYSVLVIVSAALYLAGIEAYLAVMVFALVLGWMNALYFTRGLKLTGTYSIMI
QKILFKDLFRFLLVYLLFMIGYASALVSLLNPCANMKVCNEDQTNCTVPTYPSCR
DSETFSTFLLDLFKLTIGMGDLEMLSSTKYPVVFIULLYTYIILTFVLLLNMLIALMGE
TVGOVSKESKHIWKLOWATTILDIERSFPVFLRKAFRSGEMVTVGKSSDGTPDRRWCF
RVDEVNWSHWNONLGIINEDPGKNETYQYYGFSHTVGRLRRDRWSSVVPRVVELNKN
SNPDEVVVPLDSMGNPRCDGHQQGYPRKWRTDDAFPL
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FIGURA 4

SEQ ID NO: 8. Secuencia de nucledtidos de VR3A-B- humano
de la secuencia codificadora (2436 pb)

ATGGCGGATTCCAGCGAAGGCCCCCGCGCGGGGCCCGGGGAGGTGGCTGAGCTCCCCGGGGATGAGAGTGG
CACCCCAGGTGGGGAGGCTTTTCCTCTCT CCTCCCTGGCCAATCTGT TTGAGGGGGAGGATGGCTCCCTTT
CGCCCTCACCGGCTGATGCCAGTCGCCCTGCTGGCCCAGGCGATGGGCGACCARATCTGCGCATGAAGTTC
CAGGGCGCCTTCCGCAAGGGGGTGCCCAACCCCATCGATCTGCTGGAGTCCACCCTATATGAGTCCTCGGT
GGTGCCTGGGCCCAAGAAAGCACCCATGGACTCACTGTTTGACTACGGCACCTATCGTCACCACTCCAGTG
ACAACAAGAGGTGGAGGAAGAAGATCATAGAGAAGCAGCCGCAGAGCCCCAAAGCCCCTGCCCCTCAGCCG
CCCCCCATCCTCAAAGTCTTCAACCGGCCTATCCTCTTTGACATCGTGTCCCGGGGCTCCACTGCTGACCT
GGACGGGCTGCTCCCATTCTTGCTGACCCACAAGAAACGCCTAACTGATGAGGAGTTTCGAGAGCCATCTA
CGGGGAAGACCTGCCTGCCCAAGGCCTTGCTGAACCTGAGCAATGGCCGCAACGACACCATCCCTGTGCTG
CTGGACATCGCGGAGCGCACCGGCAACATGCGGGAGTTCATTAACTCGCCCTTCCGTGACATCTACTATCG
AGGTCAGACAGCCCTGCACATCGCCATTGAGCGTCGCTGCAAACACTACGTGGAACTTCTCGTGGCCCAGG
GAGCTGATGTCCACGCCCAGSCCCGTGGGCGCTTCTTCCAGCCCAAGGATGAGGGGGGCTACTTCTACTTT
GGGGAGCTGCCCCTGTCGCTGGCTGCCTGCACCAACCAGCCCCACATTGTCAACTACCTGACGGAGAACCC
CCACAAGAAGGCGGACATGCGGCGCCAGGACTCGCGAGGCAACACAGTGCTGCATGCGCTGGTGGCCATTG
CTGACAACACCCGTGAGAACACCAAGTTTGTTACCAAGATGTACGACCTGCTGCTGCTCAAGTGTGCCCGC
CTCTTCCCCGACAGCAACCTGGAGGCCGTGCTCAACAACGACGGCCTCTCGCCCCTCATGATGGCTGCCAA
GACGGGCAAGATTGAGAACCGCCACGAGATGCTGGCTGTGGAGCCCATCAATGAACTGCTGCGGGACAAGT
GGCGCAAGTTCGGGGCCGTCTCCTTCTACATCAACGTGGTCTCCTACCTGTGTGCCATGGTCATCTTCACT
CTCACOGCCTACTACCAGCCGCTGGAGGCCACACCGCCGTACCCTTACCGCACCACGGTGGACTACCTGCG
GCTGGCTGGCGAGGTCATTACGCTCTTCACTGGGGTCCTGTTCTTCATCACCAACATCAAAGACTTGTTCA
TGAAGAAATGCCCTGGAGTGAATTCTCTCTTCATTGATGGCTCCTTCCAGCTGCTCTACTTCATCTACTCT
GTCCTGGTGATCGTCTCAGCAGCCCTCTACCTGGCAGGGATCGAGGCCTACCTGGCCGTGATGGTCTTTGC
CCTGGTCCTGGGCTGGATGAATGCCCTTTACTTCACCCGTGGGCTGAAGCTGACGGGGACCTATAGCATCA
TGATCCAGAAGATTCTCTTCAAGGACCTTTTCCGATTCCTGCTCGTCTACTTGCTCTTCATGATCGGCTAC
GCTTCAGCCCTGGTCTCCCTCCTGAACCCGTGTGCCAACATGAAGGTGTGCAATGAGGACCAGACCAACTG
CACAGTGCCCACTTACCCCTCGTGCCGTGACAGCGAGACCTTCAGCACCTTCCTCCTGGACCTGTTTAAGE
TGACCATCGGCATGGGCGACCTGGAGATGCTGAGCAGCACCAAGTACCCCGTGGTCTTCATCATCCTGCTG
GTGACCTACATCATCCTCACCTTTGTGCTGCTCCTCAACATGCTCATTGCCCTCATGGGCGAGACAGTGGE
CCAGGTCTCCAAGGAGAGCAAGCACATCTGGAAGCTGCAGTGGGCCACCACCATCCTGGACATTGAGCGCT
CCTTCCCCGTATTCCTGAGGAAGGCCTTCCGCTCTGGGGAGATGGTCACCGTGGGCAAGAGCTCGGACGGE
ACTCCTGACCGCAGGTGGTGCTTCAGGGTGGATGAGGTGAACTGGTCTCACTGGAACCAGAACTTGGGCAT
CATCAACGAGGACCCGGGCAAGAATGAGACCTACCAGTAT TATGGCTTCTCGCATACCGTGGGCCGCCTCC
GCAGGGATCGCTGGTCCTCGGTGGTACCCCGCGTGGTGGAACTGAACAAGAACTCGAACCCGGACGAGGTG
GTGGTGCCTCTGGACAGCATGGGGAACCCCCGCTGCGATGGCCACCAGCAGGGTTACCCCCGCAAGTGGAG
GACTGATGACGCCCCGCTCTAG
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FIGURA 5

SEQ ID NO: 9. Secuencia codificadora de VR3A-B- humano
(811 aminoacidos)

MADSSEGPRAGPGEVAELPGDESGTPGGEAFPLSSLANLFEGEDGSLSPSPADASRPAG
PGDGRPNLRMKFQGAFRKGVPNPIDLLESTLYESSVVPGPKKAPMDSLFDYGTYRHHSS
DNKRWRKKIIEKQPQSPKAPAPQPPPILKVFNRPILFDIVSRGSTADLDGLLPFLLTHK
KRLTDEEFREPSTGKTCLPKALLNLSNGRNDTIPVLLCIAERTGNMREFINSPFRDIYY
RGOTALHIAIERRCKHYVELLVAQGADVHAQARGRFFQPKDEGGYFYFGELPLSLAACT
NQPHIVNYLTENPHKKADMRRQDSRGNTVLHALVAIADNTRENTKFVTKMYDLLLLKCA
RLFPDSNLEAVLNNDGLSPLMMAAKTGKIENRHEMLAVEPINELLRDKWRKFGAVSFYI
NVVSYLCAMVIFTLTAYYQPLEGTPPYPYRTTVDYLRLAGEVITLFTGVLFFITNIKDL
FMKKCPGVNSLFIDGSFQLLYFIYSVLVIVSAALYLAGIEAYLAVMVFALVLGWMNALY
FTRGLKLTGTYSIMIQKILFKDLFRFLLVYLLFMIGYASALVSLLNPCANMKVCNEDQT
NCTVPTYPSCRDSETFSTFLLDLFKLTIGMGDLEMLSSTKYPVVFIILLVTYIILTFVL
LLNMLIALMGETVGQVSKESKHIWKLQWATTILDIERSFPVFLRKAFRSGEMVTVGKSS
DGTPDRRWCFRVDEVNWSHWNQONLGI INEDPGKNETYQYYGFSHTVGRLRRDRWSSVVP
RVVELNKNSNPDEVVVPLDSMGNPRCDGHQQGYPRKWRTDDAPL
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FIGURA 6

SEQ ID NO: 10. Secuencia de nucledétidos de VR3A+B+ humano
de la secuencia codificadora (2229 pb).

ATGGCGGATTCCAGCGAAGGCCCCCGCGCGGGGCCCGGGGAGGTGGCTGAG
CTCCCCGGGGATGAGAGTGGCACCCCAGGTGGGGAGGCTTTTCCTCTCTCCTC
CCTGGCCAATCTGTTTGAGGGGGAGGATGGCTCCCTTTCGCCCTCACCGGCTG
ATGCCAGTCGCCCTGCTGGCCCAGGCGATGGGCGACCAAATCTGCGCATGAA
GTTCCAGGGCGCCTTCCGCAAGGGGGTGCCCAACCCCATCGATCTGCTGGAG
TCCACCCTATATGAGTCCTCGGTGGTGCCTGGGCCCAAGAAAGCACCCATGG
ACTCACTGTTTGACTACGGCACCTATCGTCACCACTCCAGTGACAACAAGAG
GTGGAGGAAGAAGATCATAGAGAAGCAGCCGCAGAGCCCCAAAGCCCCTGC
CCCTCAGCCGCCCCCCATCCTCAAAGTCTTCAACCGGCCTATCCTCTTTGACA
TCGTGTCCCGGGGCTCCACTGCTGACCTGGACGGGCTGCTCCCATTCTTGCTG
ACCCACAAGAAACGCCTAACTGATGAGGAGTTTCGAGAGCCATCTACGGGGA
AGACCTGCCTGCCCAAGGCCTTGCTGAACCTGAGCAATGGCCGCAACGACAC
CATCCCTGTGCTGCTGGACATCGCGGAGCGCACCGGCAACATGAGGGAGTTC
ATTAACTCGCCCTTCCGTGACATCTACTATCGAGGTCAGACAGCCCTGCACAT
CGCCATTGAGCGTCGCTGCAAACACTACGTGGAACTTCTCGTGGCCCAGGGA
GCTGATGTCCACGCCCAGGCCCGTGGGCGCTTCTTCCAGCCCAAGGATGAGG
GGGGCTACTTCTACTTTGGGGAGCTGCCCCTGTCGCTGGCTGCCTGCACCAAC
CAGCCCCACATTGTCAACTACCTGACGGAGAACCCCCACAAGAAGGCGGACA
TGCGGCGCCAGGACTCGCGAGGCAACACAGTGCTGCATGCGCTGGTGGCCAT
TGCTGACAACACCCGTGAGAACACCAAGTTTGTTACCAAGATGTACGACCTG
CTGCTGCTCAAGTGTGCCCGCCTCTTCCCCGACAGCAACCTGGAGGCCGTGCT
CAACAACGACGGCCTCTCGCCCCTCATGATGGCTGCCAAGACGGGCAAGATT
GGGATCTTTCAGCACATCATCCGGCGGGAGGTGACGGATGAGGACACACGGC
ACCTGTCCCGCAAGTTCAAGGACTGGGCCTATGGGCCAGTGTATTCCTCGCTT
TATGACCTCTCCTCCCTGGACACGTGTGGGGAAGAGGCCTCCGTGCTGGAGA
TCCTGGTGTACAACAGCAAGATTGAGAACCGCCACGAGATGCTGGCTGTGGA
GCCCATCAATGAACTGCTGCGGGACAAGTGGCGCAAGTTCGGGGCCGTCTCC
TTCTACATCAACGTGGTCTCCTACCTGTGTGCCATGGTCATCTTCACTCTCACC
GCCTACTACCAGCCGCTGGAGGGCACACCGCCGTACCCTTACCGCACCACGG
TGGACTACCTGCGGCTGGCTGGCGAGGTCATTACGCTCTTCACTGGGGTCCTG
TTCTTCTTCACCAACATCAAAGACTTGTTCATGAAGAAATGCCCTGGAGTGAA
TTCTCTCTTCATTGATGGCTCCTTCCAGCTGCTCTACTTCATCTACTCTGTCCT
GGTGATCGTCTCAGCAGCCCTCTACCTGGCAGGGATCGAGGCCTACCTGGCC
GTGATGGTCTTTGCCCTGGTCCTGGGCTGGATGAATGCCCTTTACTTCACCCG
TGGGCTGAAGCTGACGGGGACCTATAGCATCATGATCCAGAAGATTCTCTTC
AAGGACCTTTTCCGATTCCTGCTCGTCTACTTGCTCTTCATGATCGGCTACGCT
TCAGCCCTGGTCTCCCTCCTGAACCCGTGTGCCAACATGAAGGTGTGCAATG
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AGGACCAGACCAACTGCACAGTGCCCACTTACCCCTCGTGCCGTGACAGCGA
GACCTTCAGCACCTTCCTCCTGGACCTGTTTAAGCTGACCATCGGCATGGGCG
ACCTGGAGATGCTGAGCAGCACCAAGTACCCCGTGGTCTTCATCATCCTGCT
GGTGACCTACATCATCCTCACCTTTGTGCTGCTCCTCAACATGCTCATTGCCC
TCATGGGCGAGACAGTGGGCCAGGTCTCCAAGGAGAGCAAGCACATCTGGA
AGCTGCAGAGCGGCAGGCGCAGGCTGTGA
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FIGURA 7

SEQ ID NO: 1ll1. Se muestra la secuencia de nucledtidos de
VR3A+B+ humano incluyendo 836 pb 5' UT y 994 pb 3' UT

TGTGCAGGCCAGGGAGGGCTTTCCAGAGGAGCCCAGTTGAGCTGGAACACCA
GTGGGGAGGAGTTGACCAGCAAAGGTGCAGGGAGGGATCAGCACTTTGCAC
TGGGGAGCAGAGTTTGTGCACTGGGGAAGTCAACTCAAGTATTGGAGCCTCA
GITICCTGTTCTGTAAAATGGGTTCATCATGACAGTGTTTGATGAGGAAAAGG
ACTGCCGGCCTACACAGCAAGTCCACATGGATTTTCTGAGCCCCTCCTGTGCC
TGAAGCCCACGGTTAATGGTTCTGCCTTAGCAGGTGCTTACCACGTGCCAGGC
ACTGCACTGCACTGGCCACTGGACTGCATGTTCTGTCCATGAGGCTTGGATAT
CCCCATCTTACAGATCAGGAAGCTGAGGCTATGAAATGTCGACTTGCTCAAT
GTCATGGAATGACTAAGTGTGGAGCCTGGATTTGAACTTGGCTCTCTGGGGCT
CCAAAGCTGGCTTTCTTGGTCAGCAGTAGGGTCTGGGATCCAAGTATGGGGT
CCCAGCTTGACCCTGAAGTCCACCCTCTTTCAGCTAATGCCCAAGGTAGTTGG
ACCTGGGGCCAATTTGTGTTTCCAGGTTCGTGAAAGAGCTCCTGTTGCAGTTC
CCGCCTGAGGCTTGGCGGCCAACCACATCTGGGAGTGGCCTCCCTGTGCCCC
TGTCATTACAACGGTGGCTTTGAAGCAGCTGGCAGCACTGCTGCTTGTCCACG
TGGAAGGGGGCTTCCTGGAGCCCCCGCCCCTGGCCGGGTTCTGCCTGACTCC
CCTTTCATTCCCTTGCAGGCTGAGCAGTGCAGACGGGCCTGGGGCAGGCATG
GCGGATTCCAGCGAAGGCCCCCGCGCGGGGCCCGGGGAGGTGGCTGAGCTC
CCCGGGGATGAGAGTGGCACCCCAGGTGGGGAGGCTTTTCCTCTCTCCTCCCT
GGCCAATCTGTTTGAGGGGGAGGATGGCTCCCTTTCGCCCTCACCGGCTGATG
CCAGTCGCCCTGCTGGCCCAGGCGATGGGCGACCAAATCTGCGCATGAAGTT
CCAGGGCGCCTTCCGCAAGGGGGTGCCCAACCCCATCGATCTGCTGGAGTCC
ACCCTATATGAGTCCTCGGTGGTGCCTGGGCCCAAGAAAGCACCCATGGACT
CACTGTTTGACTACGGCACCTATCGTCACCACTCCAGTGACAACAAGAGGTG
GAGGAAGAAGATCATAGAGAAGCAGCCGCAGAGCCCCAAAGCCCCTGCCCC
TCAGCCGCCCCCCATCCTCAAAGTCTTCAACCGGCCTATCCTCTTTGACATCG
TGTCCCGGGGCTCCACTGCTGACCTGGACGGGCTGCTCCCATTCTTGCTGACC
CACAAGAAACGCCTAACTGATGAGGAGTTTCGAGAGCCATCTACGGGGAAG
ACCTGCCTGCCCAAGGCCTTGCTGAACCTGAGCAATGGCCGCAACGACACCA
TCCCTGTGCTGCTGGACATCGCGGAGCGCACCGGCAACATGAGGGAGTTCAT
TAACTCGCCCTTCCGTGACATCTACTATCGAGGTCAGACAGCCCTGCACATCG
CCATTGAGCGTCGCTGCAAACACTACGTGGAACTTCTCGTGGCCCAGGGAGC
TGATGTCCACGCCCAGGCCCGTGGGCGCTTCTTCCAGCCCAAGGATGAGGGG
GGCTACTTCTACTTTGGGGAGCTGCCCCTGTCGCTGGCTGCCTGCACCAACCA
GCCCCACATTGTCAACTACCTGACGGAGAACCCCCACAAGAAGGCGGACATG
CGGCGCCAGGACTCGCGAGGCAACACAGTGCTGCATGCGCTGGTGGCCATTG
CTGACAACACCCGTGAGAACACCAAGTTTGTTACCAAGATGTACGACCTGCT
GCTGCTCAAGTGTGCCCGCCTCTTCCCCGACAGCAACCTGGAGGCCGTGCTC
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AACAACGACGGCCTCTCGCCCCTCATGATGGCTGCCAAGACGGGCAAGATTG
GGATCTTTCAGCACATCATCCGGCGGGAGGTGACGGATGAGGACACACGGCA
CCTGTCCCGCAAGTTCAAGGACTGGGCCTATGGGCCAGTGTATTCCTCGCTTT
ATGACCTCTCCTCCCTGGACACGTGTGGGGAAGAGGCCTCCGTGCTGGAGAT
CCTGGTGTACAACAGCAAGATTGAGAACCGCCACGAGATGCTGGCTGTGGAG
CCCATCAATGAACTGCTGCGGGACAAGTGGCGCAAGTTCGGGGCCGTCTCCT
TCTACATCAACGTGGTCTCCTACCTGTGTGCCATGGTCATCTTCACTCTCACC
GCCTACTACCAGCCGCTGGAGGGCACACCGCCGTACCCTTACCGCACCACGG
TGGACTACCTGCGGCTGGCTGGCGAGGTCATTACGCTCTTCACTGGGGTCCTG
TTCTTCTTCACCAACATCAAAGACTTGTTCATGAAGAAATGCCCTGGAGTGAA
TTCTCTCTTCATTGATGGCTCCTTCCAGCTGCTCTACTTCATCTACTCTGTCCT
GGTGATCGTCTCAGCAGCCCTCTACCTGGCAGGGATCGAGGCCTACCTGGCC
GTGATGGTCTTTGCCCTGGTCCTGGGCTGGATGAATGCCCTTTACTTCACCCG
TGGGCTGAAGCTGACGGGGACCTATAGCATCATGATCCAGAAGATTCTCTTC
AAGGACCTTTTCCGATTCCTGCTCGTCTACTTGCTCTTCATGATCGGCTACGCT
TCAGCCCTGGTCTCCCTCCTGAACCCGTGTGCCAACATGAAGGTGTGCAATG
AGGACCAGACCAACTGCACAGTGCCCACTTACCCCTCGTGCCGTGACAGCGA
GACCTTCAGCACCTTCCTCCTGGACCTGTTTAAGCTGACCATCGGCATGGGCG
ACCTGGAGATGCTGAGCAGCACCAAGTACCCCGTGGTCTTCATCATCCTGCT
GGTGACCTACATCATCCTCACCTTTGTGCTGCTCCTCAACATGCTCATTGCCC
TCATGGGCGAGACAGTGGGCCAGGTCTCCAAGGAGAGCAAGCACATCTGGA
AGCTGCAGAGCGGCAGGCGCAGGCTGTGAGGCTCACCGATGTCCCTCCTGAC
CCTCCCTCCCCGCAGTGGGCCACCACCATCCTGGACATTGAGCGCTCCTTCCC
CGTATTCCTGAGGAAGGCCTTCCGCTCTGGGGAGATGGTCACCGTGGGCAAG
AGCTCGGACGGCACTCCTGACCGCAGGTGGTGCTTCAGGGTGGATGAGGTGA
ACTGGTCTCACTGGAACCAGAACTTGGGCATCATCAACGAGGACCCGGGCAA
GAATGAGACCTACCAGTATTATGGCTTCTCGCATACCGTGGGCCGCCTCCGC
AGGGATCGCTGGTCCTCGGTGGTACCCCGCGTGGTGGAACTGAACAAGAACT
CGAACCCGGACGAGGTGGTGGTGCCTCTGGACAGCATGGGGAACCCCCGCTG
CGATGGCCACCAGCAGGGTTACCCCCGCAAGTGGAGGACTGATGACGCCCCG
CTCTAGGGACTGCAGCCCAGCCCCAGCTTCTCTGCCCACTCATTTCTAGTCCA
GCCGCATTTCAGCAGTGCCTTCTGGGGTGTCCCCCCACACCCTGCTTTGGCCC
CAGAGGCGAGGGACCAGTGGAGGTGCCAGGGAGGCCCCAGGACCCTGTGGT
CCCCTGGCTCTGCCTCCCCACCCTGGGGTGGGGGCTCCCGGCCACCTGTCTTG
CTCCTATGGAGTCACATAAGCCAACGCCAGAGCCCCTCCACCTCAGGCCCCA
GCCCCTGCCTCTCCATTATTTATTTGCTCTGCTCTCAGGAAGCGACGTGACCC
CTGCCCCAGCTGGAACCTGGCAGAGGCCTTAGGACCCCGTTCCAAGTGCACT
GCCCGGCCAAGCCCCAGCCTCAGCCTGCGCCTGAGCTGCATGCGCCACCATT
TTTGGCAGCGTGGCAGCTTTGCAAGGGGCTGGGGCCCTCGGCGTGGGGCCAT
GCCTTCTGTGTGTTCTGTAGTGTCTGGGATTTGCCGGTGCTCAATAAATGTTT
ATTCATTGACGGTGGAAAAAAAAAAAAAAA
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FIGURA 8

SEQ ID NO: 12. Secuencia codificadora de VR3A+B+ humano
(742 aminoacidos)

MADSSEGPRAGPGEVAELPGDESGTPGGEAFPLSSLANLFEGEDGSLS PSPADASRPAGPGDGRPNLRMKF
QGAFRKGVPNPIDLLESTLYESSVVPGPKKAPMDSLFDYGTYRHHSSDNKRWRKKI IEKQPQSPKAPAPQP
PPILKVFNRPILFDIVSRGSTADLDGLLPFLLTHKKRLTDEEFREPSTGKTCLPKALLNLSNGRNDTIPVL
LDIAERTGNMREFINSPFRDIYYRGQTALHIAIERRCKHYVELLVAQGADVHAQARGRFFQPKDEGGYFYF
GELPLSLAACTNQFPHIVNYLTENPHKKADMRRQDSRGNTVLHALVAIADNTRENTKFVTKMYDLLLLKCAR
LFPDSNLEAVLNNDGLSPLMMAAKTGKIGIFQHI IRREVIDEDTRHLSRKFKDWAYGPVYSSLYDLSSLDT
CGEEASVLEILVYNSKIENRHEMLAVEPINELLRDKWRKFGAVSFYINVVSYLCAMVIFTLTAYYQPLEGT
PPYPYRTTVDYLRLAGEVITLFTGVLFFFTNIKDLFMKKCPGVNSLFIDGSFQLLYFIYSVLVIVSAALYL
AGIEAYLAVMVFALVLGWMNALYFTRGLKLTGTYSIMIQKILFKDLFRFLLVYLLFMIGYASALVSLLNPC
ANMKVCNEDQTNCTVPTYPSCRDSETFSTFLLDLFKLTIGMGDLEMLSSTKYPVVFIILLVTYIILTFVLL
LNMLIALMGETVGQVSKESKHIWKLOSGRRRL
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FIGURA 9
Controles VR3 A+B- VR3 A-B~ VR3 A+B+
a los que
se ha
inyectado
agua
Numero de
ooccitos
vivos 88 g 47 29
Namero de
oocitos
muertos 44 90 40 54
Porcentaje 67% 9% 54% 35%
de vivos
{(*p<e-17) {(p=0,99) (*p=5,4 e-6)
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FIGURA 10
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FIGURA 10B
°oC
. Plco (45)
. Agua a6
45
0 R
46
+ -
- L 4
" = . ki oo Iils
#;—a—-—-s—‘""
46
10 L
: VR3 A B 43
44
0 — . _ - .
20 _
Pico 6)
46
10 .
- 43
44
0 -

40



ES 2300318 T3

FIGURA 11
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FIGURA 12
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FIGURA 13
Tejido o tipo de hVR3 hVR1
célula (intensidad {intensidad
media) media)
Higado 900 +/- 50 55 +/- 3 (p<0,05)
(p<0,005)
linea celular de 255 +/~ 20 NS
linfoma Raji (p<0,005)
Bazo 196 +/- 19 NS
(p<0,01)
Pulmdn 150 +/- 22 NS
(p<0,01)
DRG 129 +/- 21 90 +/- 3 (p<0,05)
{(p<0,025)
Ovario 128 +/- 9 69 +/- 2
(p<0,0025) (p<0,0005)
Placenta 120 +/- 7 NS
(p<0,001)
Traquea 106 +/- 7 54 +/- 4 (p<0,01)
(p<0,001)
Intestino delgado 105 +/- 3 62 +/- 5 (p<G,01)
(p<0,001)
Préstata* 72 +/- 5 38 +/- 1
(p<0,0025) (p<0,0005)
Rifdén 62 +/- 4 (p<0,05) 57 +/- 4
{p<0, 005)
Médula espinal 57 +/- 2 47 +/- 3
(p<0,00025) (p<0,005)

L.os valores
hibridante

entre paréntesis)
de control.

experimentos. NS:

clond VR3.

son la
con la
intensidad media para
mostrados fueron significativamente diferentes
del 75% del valor del ADNc de la planta
promedios de
significativamente
(véase Luo et al.,
Tejido a partir del cual se

Los
no
control génico de la planta
métodos mas detallados). *

intensidad media del ARNc¢ marcado

micromatriz de

datos son los

43

ADNc
los ARNc de todos

+/- ETM. La
los tejidos
(valor p

3-6
diferente del
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> Dubin, Adrienne E
Huvar, Ame
Erlyer, Mark G
Glass, Charles A

<120> ADN que codifica Isoformas del Receptor Vanilloide VR3 Humano
<130> Receptores VR3 humanos

<140>
<141>

<160> 17
<170> PatentIn Ver. 2.1

<210> 1

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido

<400> 1
accggcctat cctctttgac atcgtg

<210>2

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: Oligonucledtido
<400> 2
tgtccgectt cttgtggooo ttctc

<210>3

<211>48

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido

<400> 3
aacgttggta ccgecaccat ggeggattce agegaaggec cccgegeg

<210>4
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<211>39
<212> ADN
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<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido

<400> 4

taaagcggcce gettcaggag ggacatcggt gagectcac

<210> 5
<211> 2616
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 5

atggeggatt ccagegaagg ccecegegeg gggeccggeg aggtggetga getceeeggg 60
gatgagaglg gcaccccagg tggggaggct titectetet cetecctgge caatctgtt 120
gagggggagg atggclccct ticgeecteca ceggetgatg ccagtegeee tgetggeeca 180
ggcgatgggc gaccaaatct gegeatgaag ticcagggeg ccttcegeaa gggggtgece 240
aaccccatcg atctgetgga gtcecaccecta tatgagtect cggtggtgee tgggeccaag 300
aaagcaccca tggactcact glttgactac ggcacctatce gtcaccactc cagtgacaac 360

aagaggtgga ggaagaagat calagagaag cagccgeaga gecccaaage ceetgeecct 420
cagccgeece cealcctcaa agleticaac cggectatce tetttgacat cgtgtecegg 480
ggctccactg ctgacctgga cgggclgcte ceattctige tgacccacaa gaaacgecta 540
actgatgagg agtitcgaga geealctacg gggaagacct gectgeecaa ggeetigetg 600
aaccigagca atggecgeaa cgacaccatc cetgigetge tggacatcge ggagegeace 660
ggcaacatge gggagticat taactcgecc ttcegtgaca tetactateg aggicagaca 720
geectgeaca tegecattga gogicgelge aaacactacg tggaactict cgtggeccag 780
ggagclgatg tccacgeeca ggoeeegtggg cgetictice ageccaagga tgagggggec 840

tacttctact ttggggagcet gececctgleg ctggetgect geaccaacca geeccacatt 900
glcaactacc tgacggagaa cccccacaag aaggeggaca tgeggegeea ggactegega 960
ggcaacacag tgctgeatge getggiggec attgetgaca acacccgiga gaacaccaag 1020
tegtiacca agatgtacga cctgetgetg ctcaagtgtg ceccgectett ceccgacage 1080
aacctggagg ccglgelcaa caacgacggce clctcgeccc teatgatgge tgccaagacg 1140
ggcaagallg ggalctitca geacatcatc cggegggagg tgacggatga ggacacacgg 1200
cacctglcce geaaglicaa ggactgggec tatgggecag tgtattecte getitatgac 1260
cletecteee tggacacgtg tggggaagag gectecglge tggagatect ggtgtacaac 1320
agcaagallg agaaccgeea cgagatgelg gelgtggage ceatcaatga actgetgegg 1380
gacaagtgge gcaagttcgg ggeegtcice tictacalca acgtggicte ctacctgigt 1440
geealggiea tcttcactct caccgectac taccageege tggagggeac accgeegtac 1500
ccrtaccgea ccacggtgga ctacclgegg ctggetggeg aggteattac getcticact 1560
gggeteetgt tettcatcac caacatcaaa gactigtica tgaagaaatg cectggagtg 1620
aattctelct teatigatgg ctccticcag ctgelctact teatctacte tgtectggtg 1680
atcgtctcag cagecctcta cctggeaggg atcgaggect acciggeegt gatggtetut 1740
geeelgglec tgggetggat gaatgecctt tacticacee giggectgaa getgacggge 1800
acctatagca tcatgatcca gaagattclc ttcaaggacc ttttccgatt cetgetcgte 1860
racttgetcet tcatgatcgg ctacgcettca geeetggict cecteetgaa cecgigtgee 1920
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<210> 6
<211> 3500

<212> ADN
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aacatgaagg tgtgcaatga ggaccagacc aactgcacag tgeccactta ccectegtge 1980
cglgacageg agaccticag cacclicele clggacctgt ttaagetgac catcggeatg 2040
ggcgacclgg agatgctgag cageaccaag taccecgtgg teticatcat cetgetggtg 2100
acctacatca tcctcacctt tgrgetgete ctcaacatge teattgeect catgggegag 2160
acaglgggee aggtclccaa ggagagcaag cacatctgga agetgeagtg ggecaccace 2220
atcctggaca ttgagcgelc cticcecgta ttectgagga aggecticeg cictggggag 2280
atggtcaccg tgggcaagag clcggacggc aclectgace geaggtggtg cticagggtg 2340
gatgaggtga actggtctca ctggaaccag aacttgggca tcatcaacga ggacecggge 2400
aagaatgaga cctaccagta ttatggctic tcgeataccg tgggeegect ccgeagggat 2460
cgetggtect cggtggtace CCECgLggtg gaactgaaca agaactcgaa cccggacgag 2520
gtgetgglec ctetggacag catggggaac cceccgetgeg atggecacca geagggtiac 2580
ccccgeaagt ggaggactga tgacgececg ctetag 2616

<213> Homo sapiens

<400> 6

caatigggat ttaaacccag ggactatcca geceeaaage ccticccace acaccagglg 60
geetglectg gggecagele tgeacacagg gectgglgee ceoggggtec tigggaagtg 120
gcagggcaga ggtgggeect glggetglic tggcteaget Ictaaaacaa gagectctge 180
tgggggcaga ggggecglga accectgaaa tgltaggeag ataceetgtg ggagetttgt 240
tctgggatge taagaaccge tigaggattt aagetitgec actitggete cggageaagg 300
gcagaggctg ageagtgeag acggeectgg ggcaggeatg goggaticea gegaaggeee 360
CCcgegegggg cooggggagg tggetgaget coceggggat gagagiggea ceceaggigg 420
ggaggctitt cctetetect coctggecaa tetgtttgag geggaggatg geteectite 480
geectcaceg getgatgeca giegecelge tggeecagac gatgggegac caaatctgeg 540
catgaagllc cagggegect tccgeaaggg ggtgeccaac cecategatce getggagte 600
caccclatat gagiccltegp 1gglgecigg peccaagaaa geacceatgg actcactgit 660
tgactacgge acctatcglc accaclccag tgacaacaag aggiggagga agaagatcat 720
agagaagcag CCgecagagee ccaaageece tgeeeetcag cecgeeceeca tecteaaagt 780
cticaaccgg cctatectet ttgacategt gicceggggec tecactgelg acctggacgg 840
getgeteeca ticttgetga cccacaagaa acgectaact gatgaggagt ticgagagee 900
atctacgggg aagacClgee tgeccaagge cltgetgaac clgageaatg gecgeaacga 960
caccatccct gtgetgetgg acatcgegga gegeacegge aacatgeggg agitcattaa 1020
cicgeectte cgigacatct actatcgagg tcagacagec ctgeacateg ceattgageg 1080
tcgetgeaaa cactacgtgg aactictegl ggeceaggga gotgatglee acgeccagge 1140
ccglgggcgc tcttccage ccaaggatga gggggectac tictactitg gggagetgee 1200
cetglegetg getgectgea ccaaccagee ceacattgle aactacetga cggagaacce 1260
ccacaagaag gcggacatge ggepccagga clegegagge aacacagige tgeargeget 1320
gglggecatt getgacaaca cccglgagaa caccaagtit gltaccaaga tgtacgacct 1380
getgetgete aagigtgece gocteticce cgacageaac clggaggecg tgetcaacaa 1440
cgacggcctc tegeoectea 1gatggeige caagacggge aagatiggga tetticagea 1500
catcatccgg cgggagglga cggatgagga cacacggeac cigicecgea agitcaagga 1560
clgggectat gggecagtgt aticcteget ttatgaccte tecteectgg acacgegrgg 1620
ggaagaggec tcogtgeigg agatcciggl gtacaacage aagattgaga accgecacga 1680
gatgetgget gtggagecca tcaatgaact gelgegggac aagtggegea agticgggge 1740
cgtctecttc tacatcaacg tgglctecta cctgtgtgee atggieatct teactetcac 1800
cgectactac cagcCgelgg agggeacace geegtaccct taccgeacea cggtggacta 1860
cctgeggetg geiggegagg teattacget cttcactggg glectgtict teatcaccaa 1920
catcaaagac ttgticatga agaaatgece tggagigaat tetctetica tigatggete 1980
cttccagetg ctctacttca totactetgt cetggtgate gictcageag cectctacet 2040
ggcagggate gaggectace (ggocgigat ggretttgee cggtectgg getggatgaa 2100
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<210>17

<211> 871
<212> PRT

ES 2300318 T3

tgcectttac tticacccglg ggelgaaget gacgggeace lalageatca tgatccagaa 2160
gattctetic aaggaccitt iccgattect gelcgietac tigetctica tgatcggeta 2220
cgcttcagec ctggletece tectgaacec gigtgecaac atgaaggtet geaatgagga 2280
ccagaccaac tgeacagtge ccacltacce cicglgecgt gacagegaga ceticageac 2340
cticctectg gaccigtita agetgaccat cggeatggge gacciggaga tgetgageag 2400
caccaagtac cccglggtct teatcatect getggtgace tacateatee tcacctitgt 2460
getgetecte aacatgetea ttgeecteat gggegagaca gtgggecagg tetccaagga 2520
gagcaagceac atctggaage tgeaglggsc caccaccatc ctggacaug agegetectt 2580
cccegtatte ctgaggaagg coticcgele tggggagatg gecacegtgg geaagagete 2640
ggacggeact cctgaccgea ggtggtectt cagggtggat gaggtgaact getctcactg 2700
gaaccagaac ttgggcalca (caacgagga cccgggcaag aalgagacct accagtatta 2760
tggcticicg catacegtgg gecgectecg cagggatege tggtectegg tggtaccceg 2820
cgtggtggaa ctgaacaaga actCgaacce ggacgaggte gtggtgecte iggacageat 2880
ggggaaccee cgelgegalg gecaccagea gggttaceee cgeaaglgga ggactgatga 2940
cgeceegelc tagggactge ageeccagece cagetictct geeeacteat tictagteca 3000
gecgeattte ageagigect tetggggtgt ccecccacac cetgetttgg ceccagagge 3060
gagggaccag tggagglgcc aggeagecce caggaccelg tggtecectg getctgeete 3120
cccaccetgg gglgggegct cecggecace tgietigete clatggagte acataageca 3180
acgccagage cectecacct caggecccag cecctgecte tecattattt atttgetctg 3240
ctetcaggaa gegacgtgac ccclgececa getggaaccl ggeagaggee ttaggaceee 3300
gitccaagtg cactgeecgg ccaageccea gecicagect gogeetgage tgeatgegee 3360
accattitig gecagegtgge agetttgeaa ggggetggeg cecteggegt gggaccatge 3420
ctictgigte tictgtaglg tctgggattt gecggtgete aataaatgtt tatcattga 3480
cgglggaaaa aaaaaaaaaa 3500

<213> Homo sapiens

<400> 7

Met Ala Asp Ser Ser Glu Gly Pro Arg Ala Gly Pro Gly Glu Val Ala
1 5 10 15

Glu Leu Pro Gly Asp Glu Ser Gly Thr Pro Gly Gly Glu Ala Phe Pro
20 25 30

Leu Ser Ser Leu Ala Asn Leu Phe Glu Gly Glu Asp Gly Ser Leu Ser
35 40 45

Pro Ser Pro Ala Asp Ala Ser Arg Pro Ala Gly Pro Gly Asp Gly Arg
50 55 60
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Pro Asn Leu Arg Met Lys Phe GIn Gly Ala Phe Arg Lys Gly Val Pro
65 70 75 80

Asn Pro Ile Asp Leu Leu Glu Ser Thr Leu Tyr Glu Ser Ser Val Val
85 90 95

Pro Gly Pro Lys Lys Ala Pro Met Asp Ser Leu Phe Asp Tyr Gly Thr
100 105 110

Tyr Arg His His Ser Ser Asp Asn Lys Arg Trp Arg Lys Lys lle Ile
115 120 125
Giu Lys Gin Pro Gln Ser Pro Lys Ala Pro Ala Pro Gln Pro Pro Pro
130 135 140

Ile Leu Lys Val Phe Asn Arg Pro lle Leu Phe Asp lle Val Ser Arg
145 150 155 160

Gly Ser Thr Ala Asp Leu Asp Gly Leu Leu Pro Phe Leu Leu Thr His
165 170 175

Lys Lys Arg Leu Thr Asp Glu Glu Phe Arg Glu Pro Ser Thr Gly Lys
180 185 190

Thr Cys Leu Pro Lys Ala Leu Leu Asn Leu Ser Asn Gly Arg Asn Asp
195 200 205

Thr Ile Pro Val Leu Leu Asp Ile Ala Glu Arg Thr Gly Asn Met Arg
210 215 220

Glu Phe Ile Asn Ser Pro Phe Arg Asp Ile Tyr Tyr Arg Gly Gin Thr
225 230 235 240

Ala Leu His Ile Ala lle Glu Arg Arg Cys Lys His Tyr Val Glu Leu
245 250 255

Leu Val Ala Gin Gly Ala Asp Val His Ala Gln Ala Arg Gly Arg Phe
260 265 270

Phe Gln Pro Lys Asp Glu Gly Gly Tyr Phe Tyr Phe Gly Glu Leu Pro
275 280 285
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Leu Ser Leu Ala Ala Cys Thr Asn Gin Pro His Ile Val Asn Tyr Leu
290 295 300

Thr Glu Asn Pro His Lys Lys Ala Asp Met Arg Arg GIn Asp Ser Arg
305 310 315 320

Gly Asn Thr Val Leu His Ala Leu Val Alalle Ala Asp Asn Thr Arg
325 330 335

Glu Asn Thr Lys Phe Val Thr Lys Met Tyr Asp Leu Leu Leu Leu Lys
340 345 350

Cys Ala Arg Leu Phe Pro Asp Ser Asn Leu Glu Ala Val Leu Asn Asn
355 360 365

Asp Gly Leu Ser Pro Leu Met Met Ala Ala Lys Thr Gly Lys Ile Gly
370 375 380

Ile Phe GIn His lle Ile Arg Arg Glu Val Thr Asp Glu Asp Thr Arg
385 390 395 400

His Leu Ser Arg Lys Phe Lys Asp Trp Ala Tyr Gly Pro Val Tyr Ser
405 410 415

Ser Leu Tyr Asp Leu Ser Ser Leu Asp Thr Cys Gly Glu Giu Ala Ser

420 425 430

Val Leu Glu Ile Leu Val Tyr Asn Ser Lys Ile Glu Asn Arg His Glu
435 440 445

Met Leu Ala Val Glu Pro lle Asn Glu Leu Leu Arg Asp Lys Trp Arg
450 455 460

Lys Phe Gly Ala Val Ser Phe Tyr Ile Asn Val Val Ser Tyr Leu Cys
465 470 475 480

Ala Met Val Ile Phe Thr Leu Thr Ala Tyr Tyr Gln Pro Leu Glu Gly
485 490 495

Thr Pro Pro Tyr Pro Tyr Arg Thr Thr Val Asp Tyr Leu Arg Leu Ala
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500 505 510

Gly Glu Val lle Thr Leu Phe Thr Gly Val Leu Phe Phe Ile Thr Asn
515 520 525

Tle Lys Asp Leu Phe Met Lys Lys Cys Pro Gly Val Asn Ser Leu Phe
530 535 540

1le Asp Gly Ser Phe Gin Leu Leu Tyr Phe Ile Tyr Ser Val Leu Val
545 550 555 560

lle Val Ser Ala Ala Leu Tyr Leu Ala Gly lle Glu Ala Tyr Leu Ala
565 570 575

Val Met Val Phe Ala Leu Val Leu Gly Trp Met Asn Ala Leu Tyr Phe
580 585 590

Thr Arg Gly Leu Lys Leu Thr Gly Thr Tyr Ser Ile Met Ile Gin Lys
595 600 605

Ile Leu Phe Lys Asp Leu Phe Arg Phe Leu Leu Val Tyr Leu Leu Phe
610 615 620

Met lle Gly Tyr Ala Ser Ala Leu Va! Ser Leu Leu Asn Pro Cys Ala
625 630 635 640

Asn Met Lys Val Cys Asn Glu Asp GIn Thr Asn Cys Thr Val Pro Thr
645 650 655

Tyr Pro Ser Cys Arg Asp Ser Glu Thr Phe Ser Thr Phe Leu Leu Asp
660 665 670

Leu Phe Lys Leu Thr lle Gly Met Gly Asp Leu Glu Met Leu Ser Ser
675 680 685

Thr Lys Tyr Pro Val Val Phe Ile Ile Leu Leu Val Thr Tyr lle lle
690 695 700

Leu Thr Phe Val Leu Leu Leu Asn Met Leu Ile Ala Leu Met Gly Giu
705 710 715 720

Thr Val Gly Gin Val Ser Lys Glu Ser Lys His Ille Trp Lys Leu Gin
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725 730 735

Trp Ala Thr Thr Ile Leu Asp lle Glu Arg Ser Phe Pro Val Phe Leu
740 745 750

Arg Lys Ala Phe Arg Ser Gly Glu Met Val Thr Val Gly Lys Ser Ser
755 760 765

Asp Gly Thr Pro Asp Arg Arg Trp Cys Phe Arg Val Asp Glu Val Asn
770 775 780

Trp Ser His Trp Asn GiIn Asn Leu Gly Ile lle Asn Glu Asp Pro Gly
785 790 795 800

Lys Asn Glu Thr Tyr Gln Tyr Tyr Gly Phe Ser His Thr Val Gly Arg
805 810 815

Leu Arg Arg Asp Arg Trp Ser Ser Val Val Pro Arg Vai Val Glu Leu
820 825 830

Asn Lys Asn Ser Asn Pro Asp Glu Val Val Val Pro Leu Asp Ser Mel
835 840 845

Gly Asn Pro Arg Cys Asp Gly His Gln Gin Gly Tyr Pro Arg Lys Trp
850 855 860

Arg Thr Asp Asp Ala Pro Leu
865 870

<210> 8

<211> 2436

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 8

atggcggatt ccagegaagg CCccecgegeg ggecccggag aggtggetga geteeceggg 60
gatgagagtg gcaccccagg tggggaggct ttectetct ccteectgge caatctgttt 120
£agggegagg atggetecct ttcgeectca ceggetgatg ceagtegeee tgetggeeca 180
BgCgatggec gaccaaalct gegeatgaag ticcagggcg cettcegeaa gggggtgece 240
aaccccatcg atctgetgga gtccacccta tatgagtect cggrggtgee tgggcccaag 300
aaagcaccca tggactcact gtttgactac ggeacctatc gtcaccacte cagtgacaac 360
aagagglgga ggaagaagal catagagaag cagccgeaga geeccaaage cectgecect 420
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<210>9
<211> 811
<212> PRT

ES 2300318 T3

cagecgeece ceateeteaa agicticaac cggectatee ictttgacat cgigtecegg 480
ggetecactg ctgacctgga CggEcigeic cealttcltge tgacceacaa gaaacgecta 540
actgatgagg aglticgaga gecalctacg gggaagacct gectgeccaa ggeettgelg 600
aacctgagcea atggeegceaa cgacaccatc cetgtgetge tggacatcge ggagegeace 660
ggcaacatge gggagticat taactegece ttccglgaca tetactatcg aggicagaca 720
geeetgeaca tegecattga geglegelge aaacactacg tggaactict cgtggeccag 780
ggagctgatg tccacgecca ggeeeglggg cgelictice ageecaagga tgagggggec 840
tacttctact teggggaget gecectgteg clggetgect gecaccaacca gecceacatt 900
glcaactacc lgacggagaa cccccacaag aaggeggaca tgeggegeea ggacicgega 960
ggcaacacag tgetgeatge getgglgece aitgetgaca acaccegtga gaacaccaag 1020
trgttacca agatgtacga cclgelgelg ctcaagigtg cccgectett ccccgacage 1080

aacctggagg ccglgeicaa caacgacggc ctetcgecce teatgatggc tgccaagacg 1140
ggcaagaltg agaaccgeea cgagatgelg getgtggage ceatcaatga actgetgegg 1200
gacaagtggc gcaaglicgg ggecgletce tctacatca acgrggiete ctacctgigt 1260
gecatggica toticactcl caccgectac taccageege tggagggcac accgeegtac 1320
ccttaccgea ccacggigga ctacclgegg ctggetggeg aggtcattac getcticact 1380
ggggtlectgt tcticatcac caacalcaaa gactiglica igaagaaatg ccctggagtg 1440
aattctetet tcattgatgg ctecticeag ctgetetact teatetacte tgiectggtg 1500
atcgicteag cageectcta cetggeaggg atcgaggect acctggeegt gatggtetit 1560
geectggtee tgggetggat gaatgeectt tacttcacce giggectgaa getgacgggg 1620
acctlatagca tcatgatcca gaagaticte ttccaaggacc ttttecgatt ccrgetegte 1680
tacugcetct tcatgatcgg ctacgcettca geeetgglet cecteetgaa ceegrgtgee 1740
aacatgaagg tgtgcaatga ggaccagacc aactgeacag tgeccactta cecctegtge 1800
cgtgacagceg agaccttcag cacctiecte ctggacctgt ttaagetgac catcggeatg 1860
ggegaccgg agatgetgag cageaccaag tacceeglgg tettcatcat cetgetggtg 1920
acctacatca icctcacctt tgrgetgete ctcaacatge teatigeect catggecgag 1980
acagtgggee agglelccaa ggagageaag cacatctgga agetgeagtg ggecaccace 2040
atccrggaca ligagegelc cliccecgta tcctgagga aggecticeg cietggggag 2100
atggtcaccg tgggeaagag clcggacgge actectgace geaggtggte cucagggtg 2160
gatgaggtga actgglclca ctggaaccag aactigggca tcatcaacga ggacceggge 2220
aagaatgaga cclaccagta tratggcelic tcgeataccg tgggecgect ccgeagggat 2280
cgetggtect cggtgptace ccgeglgglg gaactgaaca agaactcgaa cecggacgag 2340
8tggggtec cictggacag catggggaac cccegelgeg atggecacca geagggttac 2400
cccegeaagt ggaggactga tgacgeeecg cictag 2436

<213> Homo sapiens
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<400> 9

ES 2300318 T3

Met Ala Asp Ser Ser Glu Gly Pro Arg Ala Gly Pro Gly Glu Val Ala
1 5 10 15

Glu Leu Pro Gly Asp Glu Ser Gly Thr Pro Gly Gly Glu Ala Phe Pro
20 25 30

Leu Ser Ser Leu Ala Asn Leu Phe Glu Gly Glu Asp Gly Ser Leu Ser
35 40 45

Pro Ser Pro Ala Asp Ala Ser Arg Pro Ala Gly Pro Gly Asp Gly Arg
50 55 60

Pro Asn Leu Arg Met Lys Phe Gln Gly Ala Phe Arg Lys Gly Val Pro
65 70 75 80

Asn Pro lle Asp Leu Leu Glu Ser Thr Leu Tyr Glu Ser Ser Val Val
85 90 95

Pro Gly Pro Lys Lys Ala Pro Met Asp Ser Leu Phe Asp Tyr Gly Thr
100 105 110

Tyr Arg His His Ser Ser Asp Asn Lys Arg Trp Arg Lys Lys lle Ile
115 120 125

Glu Lys GIn Pro Gin Ser Pro Lys Ala Pro Ala Pro Gin Pro Pro Pro
130 135 140

Ile Leu Lys Val Phe Asn Arg Pro Ile Leu Phe Asp Ile Val Ser Arg
145 150 155 160

Gly Ser Thr Ala Asp Leu Asp Gly Leu Leu Pro Phe Leu Leu Thr His
165 170 175

Lys Lys Arg Leu Thr Asp Glu Glu Phe Arg Glu Pro Ser Thr Gly Lys
180 185 190

Thr Cys Leu Pro Lys Ala Leu Leu Asn Leu Ser Asn Gly Arg Asn Asp
195 200 205

Thr Ile Pro Val Leu Leu Asp lle Ala Glu Arg Thr Gly Asn Met Arg

10
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210 215 220

Glu Phe lle Asn Ser Pro Phe Arg Asp lle Tyr Tyr Arg Gly Gin Thr
225 230 235 240

Ala Leu His Ile Ala lle Glu Arg Arg Cys Lys His Tyr Val Glu Leu
245 250 255

Leu Val Ala Gln Gly Ala Asp Val His Ala Gin Ala Arg Gly Arg Phe
260 265 270

Phe Gin Pro Lys Asp Glu Gly Gly Tyr Phe Tyr Phe Gly Glu Leu Pro
275 280 285

Leu Ser Leu Ala Ala Cys Thr Asn Gin Pro His Ile Val Asn Tyr Leu
290 295 300

Thr Glu Asn Pro His Lys Lys Ala Asp Met Arg Arg Gin Asp Ser Arg
305 310 315 320

Gly Asn Thr Val Leu His Ala Leu Val Ala Ile Ala Asp Asn Thr Arg
325 330 33s

Glu Asn Thr Lys Phe Val Thr Lys Met Tyr Asp Leu Leu Leu Leu Lys
340 345 350

Cys Ala Arg Leu Phe Pro Asp Ser Asn Leu Glu Ala Val Leu Asn Asn
355 360 365

Asp Gly Leu Ser Pro Leu Met Met Ala Ala Lys Thr Gly Lys Ile Glu
370 375 380

Asn Arg His Glu Met Leu Ala Val Glu Pro Ile Asn Glu Leu Leu Arg
385 390 395 400

Asp Lys Trp Arg Lys Phe Gly Ala Val Ser Phe Tyr Ile Asn Val Val
405 410 415
Ser Tyr Leu Cys Ala Met Val lle Phe Thr Leu Thr Ala Tyr Tyr Gin

420 425 430

11
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Pro Leu Glu Gly Thr Pro Pro Tyr Pro Tyr Arg Thr Thr Val Asp Tyr
435 440 445

Leu Arg Leu Ala Gly Glu Val lle Thr Leu Phe Thr Gly Val Leu Phe
450 455 460

Phe Ile Thr Asn Ile Lys Asp Leu Phe Met Lys Lys Cys Pro Gly Val
465 470 475 480

Asn Ser Leu Phe Ile Asp Gly Ser Phe Gln Leu Leu Tyr Phe lle Tyr
485 490 495

Ser Val Leu Val Ile Val Ser Ala Ala Leu Tyr Leu Ala Gly Ile Glu
500 505 510

Ala Tyr Leu Ala Val Met Val Phe Ala Leu Val Leu Gly Trp Met Asn
515 520 525

Ala Leu Tyr Phe Thr Arg Gly Leu Lys Leu Thr Gly Thr Tyr Ser lle
530 535 540

Met Ile Gin Lys Ile Leu Phe Lys Asp Leu Phe Arg Phe Leu Leu Val
545 550 555 560

Tyr Leu Leu Phe Met lle Gly Tyr Ala Ser Ala Leu Val Ser Leu Leu
565 570 575

Asn Pro Cys Ala Asn Met Lys Val Cys Asn Glu Asp Gln Thr Asn Cys
580 585 590

Thr Val Pro Thr Tyr Pro Ser Cys Arg Asp Ser Glu Thr Phe Ser Thr
595 600 605

Phe Leu Leu Asp Leu Phe Lys Leu Thr Ile Gly Met Gly Asp Leu Glu
610 615 620

Met Leu Ser Ser Thr Lys Tyr Pro Val Val Phe Ile Ile Leu Leu Val
625 630 635 640

Thr Tyr e Ile Leu Thr Phe Vai Leu Leu Leu Asn Met Leu lle Ala
645 650 655

Leu Met Gly Glu Thr Val Gly Gln Val Ser Lys Glu Ser Lys His lie

12
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<210> 10

<211> 2229

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 10

ES 2300318 T3

660 665 670

Trp Lys Leu Gin Trp Ala Thr Thr Ile Leu Asp Ile Glu Arg Ser Phe
675 680 685

Pro Val Phe Leu Arg Lys Ala Phe Arg Ser Gly Glu Met Val Thr Val
690 695 700

Gly Lys Ser Ser Asp Gly Thr Pro Asp Arg Arg Trp Cys Phe Arg Val

705 710 715 720

Asp Glu Val Asn Trp Ser His Trp Asn Gln Asn Leu Gly [le Ile Asn
725 730 735

Glu Asp Pro Gly Lys Asn Glu Thr Tyr Gin Tyr Tyr Gly Phe Ser His
740 745 750

Thr Val Gly Arg Leu Arg Arg Asp Arg Trp Ser Ser Val Val Pro Arg
755 760 765

Val Val Glu Leu Asn Lys Asn Ser Asn Pro Asp Glu Val Val Val Pro
770 775 780

Leu Asp Ser Met Gly Asn Pro Arg Cys Asp Gly His Gln Gln Gly Tyr
785 790 795 800

Pro Arg Lys Trp Arg Thr Asp Asp Ala Pro Leu
805 810

atggcggatt ccagcgaagg CCCCCgCReg gggeccggeg aggtgectga getceccggg 60
gatgagagtg gcaccccagg tggggaggct titcctetet ceteectgge caatctgt 120

ga

g8gggagg atggetecct ttcgeectca ccggetgatg cecagtcgeec tgetggeeca 180

ggcgatgggc gaccaaatct gegeatgaag ticcagggeg cettccgeaa gggggtgece 240
aaccccatcg atctgetgga gtecacccta tatgagteet cggtggtgec tgggeccaag 300
aaagcaccca tggactcact glitgactac ggeacctate gteaccacte cagtgacaac 360

13
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<210> 11

<211> 4059
<212> ADN

ES 2300318 T3

aagagglgga ggaagaagatl calagagaag cagccgeaga gecccaaage coctgeecct 420
cagcegeece ccatccteaa agtcttcaac cggectatee iclitgacat cgtgteccgg 480
ggctceactg clgacctgga cgggctgcle ccalctige tgaccecacaa gaaacgecta 540
actgatgagg agtttcgaga gecatctacg gggaagacct gectgeecaa ggecetigetg 600
aacctgagcea atggecgeaa cgacaccatc celglgetge tggacatege ggagegeace 660
ggcaacatga gggagttcat taactcgece tecgtgaca tctactalcg aggtcagaca 720
geectgeaca togeeattga geglegetge aaacactacg tggaactict cgtggeccag 780
ggagetgatg tccacgecca ggeeegtggg cgetictice ageccaagga tgagggggec 840
tacttctact tiggggaget geeectgleg clggetgect geaccaacca geeecacatt 900
glcaactacc tgacggagaa cccccacaag aaggeggaca tgeggegeea ggactegega 960
ggcaacacag tgctgeatge getgglggec attgetgaca acacceglga gaacaccaag 1020
ttgttacca agatgtacga cctgetgetg clcaaggtg cecgectett ceccgacage 1080
aacctggagg ccglgetcaa caacgacgge cictcgecec tcatgatgge tgecaagacg 1140
ggcaagattg ggatctttca geacatcalc cggegggagg tgacggatga ggacacacgg 1200
cacctgtcee geaagticaa ggactgggec tatgggccag tglaticcte getttatgac 1260
clctectcec tggacacgtg tggggaagag geectecgtge tggagatect ggtgtacaac 1320
agcaagallg agaaccgeca cgagatgetg gotglggage ccatcaatga actgetgegg 1380
gacaagtgge geaaglicgg ggccgietce tictacaica acgtggrelc ctaccigigt 1440
gceatggrca tcttcactct caccgectac taccageege tggagggceac accgeegtac 1500
cettaccgea ccacggtgga ctaccigegg ctggotggeg aggteattac gotcticact 1560
ggggtectgt tettcticac caacatcaaa gactigtica tgaagaaatg cectggagtg 1620
aatictctet tcattgatgg ctecticcag ctgetetact teatctacte tgrectggtg 1680
atcgtctcag cageectcta cctggeagge atcgaggect acctggeegt gatggtettt 1740
geeetggtee tgggotggat gaatgecctt tacticacce glgggetgaa getgacgggg 1800

acclatagcea tcatgatcca gaagaticte ttcaaggacc ttitccgatt cetgetegte 1860
tactigcict tcatgatcgg ctacgetica geectggtet cectectgaa ceegtgtgee 1920
aacatgaagg tgtgcaatga ggaccagacce aactgeacag lgcccactta cecetegtge 1980
cglgacageg agaccticag caccticcle ctggacctgt ttaagetgac catcggeatg 2040
gecgacctgg agatgetgag cageaccaag taccccgigg tettcatcat cetgetggtg 2100
acctacatca tecteacctt tglgetgete cteaacatge teattgecct catgggegag 2160
acagtgggee aggtctccaa ggagageaag cacatctgga agetgeagag cggeaggege 2220
aggctgtga 2229

<213> Homo sapiens

<400> 11

(gtgcaggcc agggaggect ticcagagga gecccagttga gctggaacac caglggggag 60

14
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gagtigacca gcaaaggige agggagggat cageaclltg caclggggag cagagitigt 120
geactgggga agtcaactca agtattggag cctcagttic ctgtictgta aaatgggtic 180
atcatgacag tgttigatga ggaaaaggac lgccggecta cacageaagt ccacatggat 240
ttictgagee cetcetgtge ctgaagecca cggtiaatgg tictgectta geaggtgett 300
accacgtgcc aggcactgca ctgeactggce cactggactg catgtictgt ccatgaggcet 360
tggatatccc catcttacag atcaggaage tgaggctatg aaatgtcgac ttgctcaatg 420
tcatggaatg actaaglglg gagcctggat tigaacigg cietctgggg ctecaaaget 480
ggetutettg glcageagta gggtctggea tccaaglatg gggteccage ttgaccctga 540
agtccaccct ctttcagcta atgcccaagg tagttggacce tggggcecaat ttgegttice 600
aggttcgtga aagagctect gltgeaglic ccgectgage ctiggeggee aaccacatct 660
gggaglggec tceetgigee cetglcatta caacggtgge titgaageag ctggeageac 720
tgctgettgt ccacgtggaa ggggectice tggagecccc geeectggee gggttctgee 780
tgactceect ttcattecct tgcaggelga geagtgeaga cgggectggg geaggcatgg 840
cggaticcag cgaaggecce cgegeggggce ceggggaggt ggctgagete cecggggatg 900
agagtggcac cccaggtggg gaggctitic cteteteete cetggecaat clgtiigage 960
gggaggatgg ClcCcCltcg cectcaccgg ctgatgecag tegeeetget ggeecaggeg 1020
atgggegacc aaatclgege atgaagiice agggegectt ccgecaagggg gtgeccaace 1080
ccatcgatct gctggagtce accctatatg aglccteggt ggtgectggg cccaagaaag 1140
cacccatgga ctcactgttt gactacggea cctatcgtca ccactecagt gacaacaaga 1200
ggtggaggaa gaagatcata gagaagcage cgeagagecc caaageecct geeccteage 1260
cgecccccat cctcaaagte ttcaaccggc ctatcctett tgacatcgtg teccgggget 1320
ccactgctga cctggacggg cigeteccat tettgetgac ccacaagaaa cgectaactg 1380
atgaggagtt tcgagagcca tctacgggga agacctgect geccaaggec ttgetgaace 1440
tgagcaatgg ccgcaacgac accatccctg tgetgetgga catcgeggag cgeaceggea 1500
acatgaggga gttcattaac tcgeccttce gtgacatcia ctatcgaggt cagacageec 1560
tgcacatcge cattgagegt cgetgeaaac actacgtgga actictegtg geccagggag 1620
ctgatgtcca cgeccaggee Cglgggcgct tettccagee caaggatgag gggggetact 1680
tctactitgg ggagetgecce ctglegelgg clgectgeac caaccagecc cacattgtca 1740
actacctgac ggagaaccce cacaagaagg cggacalgeg gegecaggac tegegaggca 1800
acacagtgct gecatgegelg gtggecaltg ctgacaacac ccgtgagaac accaagtug 1860
ttaccaagat gtacgacclg ctgetgerca agigtgeecg celcticeee gacagcaace 1920
tggaggeegt getcaacaac gacggectct cgeeccteat gatggetgee aagacgggea 1980
agattgggal ctttcagcac atcatccgge gggaggtgac ggatgaggac acacggcacc 2040
tgtcccgeaa glicaaggac tgggectatg ggecagtgta ttcetcgett tatgacctet 2100
cclcectgga cacglglgggs gaagaggect ceglectgga gatcetgglg tacaacagea 2160
agaltgagaa ccgccacgag atgctggelg tggageccat caatgaactg ctgegggaca 2220
agtggcgeaa glicgggece gtetectict acatcaacgt ggtetectac clgtgigeca 2280
tggtcatctt cactcteace gectactace ageegetgga gggeacaccg cegtacectt 2340

accgeaccac ggtggactac ctgeggetgg clggegaggt cattacgetc ttcactgggg 2400
tcctglictt clicaccaac atcaaagacl tgitcatgaa gaaatgeect ggagtgaatt 2460
ctctcttcat tgatggetee ticcagetge tetacttcat ctactetgte ciggtgateg 2520
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<210> 12

<211> 742
<212> PRT

ES 2300318 T3

tcicageagc ceictacctg geagggatcg aggectaccl ggeegtgatg gletitgeee 2580
tgglcciggg ciggatgaat geectttact tcacceglgg getgaagetg acggggacct 2640
atagcatcat gatccagaag atictctica aggacctitt ccgaticetg ctegtetact 2700
tgetcttcat gatcggetac geticagece tggictecct cetgaacceg tgtgecaaca 2760
1gaagggrg caatgaggac cagaccaact geacagtgee cacttaccee tegtgecglg 2820
acagcgagac cticageacc ticctectgg acctgtitaa getgaccate ggeatgggcg 2880
acctggagat gctgageage accaaglacc ccglggtctt catcatectg ctggtgacct 2940
acatcatcct caccttigtg ctgetectea acatgeteat tgeectcatg ggegagacag 3000
tgggccaggt ctccaaggag agcaageaca tctggaaget geagagegge aggegeagge 3060
tgtgaggclc accgatgtce ctectgacec tecetecceg cagtgggeca ccaccatect 3120
geacattgag cgclcctice ccglattcct gaggaaggec ticcgetelg gggagatggt 3180
caccgtgggc aagagetcgg acggeactee tgaccgeagg tggtgettca gggtggatga 3240
ggtgaactgg tctcactgga accagaactt gggcealcalc aacgaggace cgggcaagaa 3300
tgagacctac caglattatg getictcgea taccgtgggc cgecteegea gggatcgetg 3360
glcctegglg glaccecegeg tgglggaact gaacaagaac tcgaaccegg acgagglggt 3420
ggrgectctg gacageatgg ggaacccccg clgegalgpe caccageagg gttacceecg 3480
caagtggagg actgatgacg ccccgelcta gggactgeag cccagececa gettctetge 3540
ccactcattt ctagtccage cgeatttcag cagtgectic tggggtgiec ccecacacee 3600
tgeutggee ccagaggega gggaccaglg gagglgccag ggaggeccca ggaccetglg 3660
gteeectgge tetgecteee cacectgggp tgggggctce cggecacctg tettgetect 3720
atggagtcac ataagccaac gecagagecee ctccacctca ggeeccagee cetgectete 3780
cattatttat (getctget ctcaggaage gacgtgacce ctgecccage tggaacctgg 3840
cagaggcctt aggacccegt tccaagtgea ctgeeeggee aagecccage cteagectge 3900
Bcctgagcetg catgegecac catttiigge agegtggeag ctitgecaagg ggetggggee 3960
ctcggeglgg ggecatgect tctgegtgtt ctgtagtgte tgggatttge cggtgctcaa 4020
taaatgttta ttcattgacg gtggaaaaaa aaaaaaaaa 4059

<213> Homo sapiens

<400> 12

Met Ala Asp Ser Ser Glu Gly Pro Arg Ala Gly Pro Gly Glu Val Ala
1 S 10 15

Glu Leu Pro Gly Asp Glu Ser Gly Thr Pro Gly Gly Glu Ala Phe Pro
20 25 30

Leu Ser Ser Leu Ala Asn Leu Phe Glu Gly Glu Asp Gly Ser Leu Ser
35 40 45
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Pro Ser Pro Ala Asp Ala Ser Arg Pro Ala Gly Pro Gly Asp Gly Arg
50 55 60

Pro Asn Leu Arg Met Lys Phe GIn Gly Ala Phe Arg Lys Gly Val Pro
65 70 75 80

Asn Pro lle Asp Leu Leu Glu Ser Thr Leu Tyr Glu Ser Ser Val Val
85 90 95

Pro Gly Pro Lys Lys Ala Pro Met Asp Ser Leu Phe Asp Tyr Gly Thr
100 105 110

Tyr Arg His His Ser Ser Asp Asn Lys Arg Trp Arg Lys Lys lle Iie
115 120 125

Glu Lys Gin Pro Gin Ser Pro Lys Ala Pro Ala Pro Gin Pro Pro Pro
130 135 140

Ile Leu Lys Val Phe Asn Arg Pro Ile Leu Phe Asp Ile Val Ser Arg
145 150 155 160

Gly Ser Thr Ala Asp Leu Asp Gly Leu Leu Pro Phe Leu Leu Thr His
165 170 175

Lys Lys Arg Leu Thr Asp Glu Glu Phe Arg Glu Pro Ser Thr Gly Lys
180 185 190

Thr Cys Leu Pro Lys Ala Leu Leu Asn Leu Ser Asn Gly Arg Asn Asp
195 200 205

Thr Ile Pro Val Leu Leu Asp lle Ala Glu Arg Thr Gly Asn Met Arg
210 215 220

Glu Phe Ile Asn Ser Pro Phe Arg Asp Ile Tyr Tyr Arg Gly Gin Thr
225 230 235 240

Ala Leu His Ile Ala lle Glu Arg Arg Cys Lys His Tyr Val Glu Leu
245 250 255

Leu Val Ala Gin Gly Ala Asp Val His Ala Gin Ala Arg Gly Arg Phe
260 265 270
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Phe Gin Pro Lys Asp Glu Gly Gly Tyr Phe Tyr Phe Gly Glu Leu Pro
275 280 285

Leu Ser Leu Ala Ala Cys Thr Asn Gln Pro His Ile Val Asn Tyr Leu
290 295 300

Thr Glu Asn Pro His Lys Lys Ala Asp Met Arg Arg Gln Asp Ser Arg
305 310 315 320

Gly Asn Thr Val Leu His Ala Leu Val Ala lle Ala Asp Asn Thr Arg
325 330 335

Glu Asn Thr Lys Phe Val Thr Lys Met Tyr Asp Leu Leu Leu Leu Lys
340 345 350

Cys Ala Arg Leu Phe Pro Asp Ser Asn Leu Glu Ala Val Leu Asn Asn
355 360 365

Asp Gly Leu Ser Pro Leu Met Met Ala Ala Lys Thr Gly Lys Ile Gly
370 375 380

Ile Phe Gin His Ile Ile Arg Arg Glu Val Thr Asp Glu Asp Thr Arg
385 390 395 400

His Leu Ser Arg Lys Phe Lys Asp Trp Ala Tyr Gly Pro Val Tyr Ser
405 410 415

Ser Leu Tyr Asp Leu Ser Ser Leu Asp Thr Cys Gly Glu Glu Ala Ser
420 425 430

Val Leu Glu Ile Leu Val Tyr Asn Ser Lys Ile Glu Asn Arg His Glu
435 440 445

Met Leu Ala Val Glu Pro Ile Asn Glu Leu Leu Arg Asp Lys Trp Arg
450 455 460

Lys Phe Gly Ala Val Ser Phe Tyr lle Asn Val Val Ser Tyr Leu Cys
465 470 475 480
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<210> 13
<211> 25

<212> ADN
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Ala Met Val lle Phe Thr Leu Thr Ala Tyr Tyr Gin Pro Leu Glu Gly
485 490 495

Thr Pro Pro Tyr Pro Tyr Arg Thr Thr Val Asp Tyr Leu Arg Leu Ala
500 505 510

Gly Glu Val lle Thr Leu Phe Thr Gly Val Leu Phe Phe Phe Thr Asn
515 520 525

Ile Lys Asp Leu Phe Met Lys Lys Cys Pro Gly Val Asn Ser Leu Phe
530 535 540

Ile Asp Gly Ser Phe Gln Leu Leu Tyr Phe lle Tyr Ser Val Leu Va
545 550 555 560 :

Ile Val Ser Ala Ala Leu Tyr Leu Ala Gly Ile Glu Ala Tyr Leu Ala
565 570 575

Val Met Val Phe Ala Leu Val Leu Gly Trp Met Asn Ala Leu Tyr Phe
580 585 590

Thr Arg Gly Leu Lys Leu Thr Gly Thr Tyr Ser Ile Met Ile Gin Lys
595 600 605

Ile Leu Phe Lys Asp Leu Phe Arg Phe Leu Leu Val Tyr Leu Leu Phe
610 615 620

Met lle Gly Tyr Ala Ser Ala Leu Val Ser Leu Leu Asn Pro Cys Ala
625 630 635 640

Asn Met Lys Val Cys Asn Glu Asp Gin Thr Asn Cys Thr Val Pro Thr
645 650 655

Tyr Pro Ser Cys Arg Asp Ser Glu Thr Phe Ser Thr Phe Leu Leu Asp
660 665 670

Leu Phe Lys Leu Thr Ile Gly Met Gly Asp Leu Glu Met Leu Ser Ser
675 680 685

Thr Lys Tyr Pro Val Val Phe Ile lle Leu Leu Val Thr Tyr lle Ile
690 695 700

Leu Thr Phe Val Leu Leu Leu Asn Met Leu Ile Ala Leu Met Gly Glu
705 710 715 720

Thr Val Gly Gin Val Ser Lys Gilu Ser Lys His Ile Trp Lys Leu Gin
725 730 735

Ser Gly Arg Arg Arg Leu
740

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de la Secuencia Atrtificial: oligonucleétido
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<400> 13
ctacctgacg gagaaccccc acaag

<210> 14

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: oligonucleétido

<400> 14

gtagtaggcg gtgagactga agatga

<210> 15

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Atrtificial: oligonucleétido

<400> 15
aacgttggeg geegegecac catggeggat tccagegaag geceecgege g

<210> 16

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: oligonucleétido
<400> 16
aacgtttcta gactgggctg cagtccctag

<210> 17

<211> 233

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Sonda de Micromatriz de ADN

<400> 17

ccaccatcct ggacattgag cgetectice cegtaticct gaggaaggece ticcgetetg 60
gggagatggl caccgtgggc aagagelcgg acggeactee tgaccgeagt ggtgeticag 120
ggtggatgag gtgaactggt ctcactggaa ccagaacttg ggcatcatca acgaggacec 180
gggcaagaat gagacctacc agtattatgg ctictcgeat accgrgggec gee 233

20

25

26

51
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Ortho-McNeil Pharmaceutical, Inc.

<120> ADN que codifica las Isoformas del Receptor Vanilloide VR3 humano

<130> P031355EP

<140> 01908798.0
<141> 2001-02-01

<150> US 09/500123
<151> 2000-02-08

<160> 17
<170> Patentln Ver. 2.1

<210>1

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: sonda de hibridacién

<400> 1
accggcctat cctetttgac atcgtg

<210>2

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: sonda de hibridacién
<400> 2
tgtccgectt cttgtgggooo ttcte

<210>3

<211>48

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: sonda de hibridacién

<400> 3

aacgttggta ccgecaccat ggeggattce agcgaaggece ccegegeg

21
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<210> 4
<211> 39

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>

ES 2300318 T3

<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: sonda de hibridacién

<400> 4

taaagcggcce gettcaggag ggacatcggt gagectcac

<210>5

<211> 2616
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 5

atggcggatt
gatgagagtg
gagggggagyg
ggcgatggge
aaccccateg
aaagcaccca
aagaggtgga
cagccgceccec
ggctccactg
actgatgagg
aacctgagca
ggcaacatgc
gccctgcaca
ggagctgatg
tacttctact
gtcaactacc
ggcaacacag
tttgttacca
aacctggagg
ggcaagattg
cacctgtccc
ctctectcee
agcaagattg
gacaagtggc
gccatggtca
ccttaccgcea
ggggrcctgt
aattctctct
atcgtctcag
gccctggtcece
acctatagca
tacttgctct
aacatgaagg
cgtgacagcg
ggcgacctgg
acctacatca
acagtgggcc
atcctggaca
atggtcaccg
gatgaggtga
aagaatgaga
cgctggtcct
gtggtggtgc
ccccgeaagt

ccagcgaagyg
gcaccccagg
atggctccct
gaccaaatct
atctgctgga
tggactcact
ggaagaagat
ccatcctcaa
ctgacctgga
agtttcgaga
atggccgcaa
gggagttcat
tcgccattga
tccacgccca
ttggggagct
tgacggagaa
tgctgecatgce
agatgtacga
ccgtgctcaa
ggatctttca
gcaagttcaa
tggacacgtg
agaaccgcca
gcaagttcgg
tcttcactct
ccacggtgga
tcttcatcac
tcattgatgg
cagccctcta
tgggctggat
tcatgatcca
tcatgatcgg
tgtgcaatga
agaccttcag
agatgctgag
tcctcacctt
aggtctccaa
ttgagcgctc
tgggcaagag
actggtctca
cctaccagta
cggtggtacc
ctctggacag
ggaggactga

cceceecgegeg
tggggaggct
ttcgcectca
gcgcatgaag
gtccacccta
gtttgactac
catagagaag
agtcttcaac
cgggctgctc
gccatctacg
cgacaccatc
taactegeccece
gcgtcgctge
ggcccgtggg
gcccctgtceg
cccccacaag
gctggtggec
cctgctgetyg
caacgacggc
gcacatcatc
ggactgggec
tggggaagag
cgagatgctg
ggccgtctcce
caccgcctac
ctacctgcgg
caacatcaaa
ctccttecag
cctggcaggg
gaatgcccett
gaagattctc
ctacgcttca
ggaccagacc
caccttcctc
cagcaccaag
tgtgctgctc
ggagagcaag
cttccecgta
ctcggacgge
ctggaaccag
ttatggcecttc
ccgecgtggtyg
catggggaac
tgacgccccg

gggcccgggyg
tttcctctct
ccggctgatg
ttccaqgggeg
tatgagtcct
ggcacctatc
cagccgcaga
cggcctatcce
ccattcttge
gggaagacct
cctgtgetge
ttcegtgaca
aaacactacg
cgcttcttcec
ctggctgect
aaggcggaca
attgctgaca
ctcaagtgtg
ctctcgececce
cggcgggagyg
tatgggccag
gcctecgtge
gctgtggage
ttctacatca
taccagccge
ctggctggceg
gacttgttca
ctgctctact
atcgaggcct
tacttcaccc
ttcaaqggacc
gccctggtct
aactgcacag
ctggacctgt
tacccecgtgg
ctcaacatgc
cacatctgga
ttcctgagga
actcctgacce
aacttggqgca
tcgcataccg
gaactgaaca
ccecegetgeyg
ctctag

22

aggtggctga
cctececetgge
ccagtcgcec
ccttcecgcaa
cggtggtgcec
gtcaccactc
gccccaaagce
tctttgacat
tgacccacaa
gcctgeccaa
tggacatcgc
tctactatcg
tggaacttct
agcccaagga
gcaccaacca
tgcggcgeca
acaccegtga
ccegectcett
tcatgatggce
tgacggatga
tgtattccte
tggagatcct
ccatcaatga
acgtggtctc
tggagggcac
aggtcattac
tgaagaaatg
tcatctacte
acctggecgt
gtgggctgaa
ttttccgatt
ccctecctgaa
tgcccactta
ttaagctgac
tcttcatcat
tcattgeccct
agctgcagtg
aggcecetteceg
gcaggtggtg
tcatcaacga
tgggccgect
agaactcgaa
atggccacca

gctccecggg
caatctgttt
tgctggccca
gggggtgcce
tgggcccaag
cagtgacaac
ccctgccect
cgtgtcccgg
gaaacgccta
ggccttgcetg
ggagcgcace
aggtcagaca
cgtggcccag
tgaggggggc
gccccacatt
ggactcgcga
gaacaccaag
cececgacage
tgccaagacg
ggacacacgg
gctttatgac
ggtgtacaac
actgctgecgg
ctacctgtgt
accgccecgtac
gctcttcact
ccctggagtg
tgtcctggtg
gatggtcttt
gctgacgggg
cctgctegtce
cccgtgtgec
ccectegtge
catcggcatg
cctgctggtg
catgggcgag
ggccaccacce
ctctggggag
cttcagggtg
ggacccgggce
ccgcagggat
cccggacgag
gcagggttac

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2616
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<210> 6

<211> 3500
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 6

caattgggat
gcctgtcctg
gcagggcaga
tgggggcaga
tctgggatgce
gcagaggctg
ccgegegyggg
ggaggctttt
gccctcaceg
catgaagttc
caccctatat
tgactacggc
agagaagcag
cttcaaccgg
gctgctccca
atctacgggg
caccatccect
ctcgcectte
tcgectgcaaa
ccgtgggegce
cctgtcgcectg
ccacaagaag
ggtggccatt
gctgctgctc
cgacggcctc
catcatccgg
ctgggcctat
ggaagaggcc
gatgctggct
cgtctccttc
cgcctactac
cctgcggcetg
catcaaagac
cttccagctg
ggcagggatc
tgceccttrac
gattctcttc
cgcttcagcc
ccagaccaac
cttcctectg
caccaagtac
gctgctcctce
gagcaagcac
ccccegtattce
ggacggcact
gaaccagaac
tggcttctcg
cgtggtggaa
ggggaaccce
cgcceegetce
gccgcatttc
gagggaccag
cccaccctgg
acgccagagc
ctctcaggaa

gttccaagtg
accatttttg
cttctgtgtg
cggtggaaaa

ttaaacccag
gggccagctc
ggtgggccct
ggggccgtga
taagaaccgc
agcagtgcag
cccggggagg
cctctectect
gctgatgcca
cagggcgcct
gagtcctcgg
acctatcgtce
ccgcagagcec
cctatcctct
ttcttgctga
aagacctgcc
gtgctgctgg
cgtgacatct
cactacgtgg
ttcttccagc
gctgectgea
gcggacatgce
gctgacaaca
aagtgtgccc
tcgecectca
cgggaggtga
gggccagtgt
tccgtgetgg
gtggagcccea
tacatcaacg
cagccgcetgg
gctggcgagg
ttgttcatga
ctctacttca
gaggcctacc
ttcacccgtyg
aaggaccttt
ctggtctccc
tgcacagtgc
gacctgttta
cccgtggtcet
aacatgctca
atctggaagc
ctgaggaagg
cctgaccgceca
ttgggcatca
cataccgtgg
ctgaacaaga
cgctgegatg
tagggactgc
agcagtgcct
tggaggtgcce
ggtgggggct
ccctecacct
gcgacgtgac

cactgeceegg
gcagcgtgge
ttctgtagtg
aaaaaaaaas

ES 2300318 T3

ggactatcca
tgcacacagg
gtggctgttc
acccctgaaa
ttgaggattt
acgggcectgg
tggctgagcet
ccctggcecaa
gtcgcccetge
tccgeaaggg
tggtgcctgg
accactccag
ccaaagccce
ttgacatcgt
cccacaagaa
tgcccaaggc
acatcgcqgga
actatcgagqg
aacttctcgt
ccaaggatga
ccaaccagcc
ggcgccagga
cccgtgagaa
gcctctteccc
tgatggctgc
cggatgagga
attcctcget
agatcctggt
tcaatgaact
tggtcteccta
agggcacacc
tcattacgct
agaaatgccc
tctactctgt
tggccgtgat
ggctgaagct
tccgattccet
tcctgaacce
ccacttaccc
agctgaccat
tcatcatcct
ttgccctcat
tgcagtgggc
cctteegcte
ggtggtgcetet
tcaacgagga
gccgectecg
actcgaaccce
gccaccagca
agceccagcce
tctggggtgt
agggaggcece
ccecggecace
caggccccag
ccctgcecca

ccaagceccca
agctttgcaa
tctgggattt

gccccaaagce
gcetggtgece
tggctcagct
tgttaggcag
aagctttgce
ggcaggcatg
ccececggggat
tctgtttgag
tggcccaggce
ggtgcccaac
gcccaagaaa
tgacaacaag
tgcccectcag
gtcccgggge
acgcctaact
cttgctgaac
gcgcaccggce
tcagacagcc
ggcccaggga

ggggggctac
ccacattgtc

ctcgcgagge
caccaagttt
cgacagcaac
caagacgggc
cacacggcac
ttatgacctc
gtacaacagc
gctgegggac
cctgtgtgce
gccgtaccct
cttcactggg
tggagtgaat
cctggtgatc
ggtctttgcc
gacggygacc
gctcgtctac
gtgtgccaac
ctcgtgccgt
cggcatgggc
gctggtgacc
gggcgagaca
caccaccatc
tggggagatg
cagggtggat
ccecgggcaag
cagggatcgc
ggacgaggtg
gggttacccce
cagcttctct
cccecccacac
caggaccctg
tgtcttgctc
cccetgectc
gctggaacct

gcctcagect

gg9ggctgggg
gcecggtgcetce

23

ccttccecace
cccggggtge
tctaaaacaa
ataccctgtg
actttggctc
gcggattcca
gagagtggca
ggggaggatg
gatgggcgac
cccatcgatc
gcacccatgg
aggtggagga
ccgecececca
tccactgctg
gatgaggagt
ctgagcaatg
aacatgcggg
ctgcacatcg
gctgatgtcc
ttctactttg
aactacctga
aacacagtgc
gttaccaaga
ctggaggccg
aagattggga
ctgtccegea
tcctcecectgg
aagattgaga
aagtggcgca
atggtcatct
taccgcacca
gtcctgttct
tctctcttca
gtctcagcag
ctggtcctgg
tatagcatca
ttgctcttca
atgaaggtgt
gacagcgaga
gacctggaga
tacatcatcc
gtgggccagg
ctggacattg
gtcaccgtgg
gaggtgaact
aatgagacct
tggtcctcgg
gtggtgcctc
cgcaagtgga
gcccactcat
cctgcectttgg
tggtccectg
ctatggagtc
tccattatctt
ggcagaggcce

gcgcctgage
cccteggegt
aataaatgtt

acaccaggqtg
ttgggaagtg
gagcctctgce
ggagctttgt
cggagcaagg
gcgaaggccce
ccccaggtgg
gctceccttte
caaatctgcg
tgctggagtc
actcactgtt
agaagatcat
tcctcaaagt
acctggacgg
ttcgagagcc
gccgcaacga
agttcattaa
ccattgagcg
acgcccaggc
gggagctgcce
cggagaaccc
tgcatgcgcet
tgtacgacct
tgctcaacaa
tctttcagceca
agttcaagga
acacgtgtgg
accgccacga
agttcggggce
tcactctcac
cggtggacta
tcatcaccaa
ttgatggctc
ccctctacct
gctggatgaa
tgatccagaa
tgatcggcta
gcaatgagga
ccttcagcac
tgctgagcag
tcacctttgt
tctccaagga
agcgctcecctt
gcaagagctc
ggtctcactg
accagtatta
tggtaccccg
tggacagcat
ggactgatga
ttctagtcca
ccccagaggc
gctctgectc
acataagcca
atttgctctg
ttaggacccc

tgcatgcgcec

ggggeccatge
tattcattga

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300

3360
3420
3480
3500
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<210> 7
<211> 871
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 7

Met

Glu

Leu

Pro

Pro

65

Asn

Pro

Tyr

Glu

Ile

145

Gly

Lys

Thr

Thr

Glu

225

Ala

Leu

Ala

Leu

Ser

Ser

50

Asn

Pro

Gly

Arg

Lys

130

Leu

Ser

Lys

Cys

Ile

210

Phe

Leu

Val

Asp

Pro

Ser

35

Pro

Leu

Ile

Pro

His

115

Gln

Lys

Thr

Arg

Leu

195

Pro

Ile

His

Ala

Ser

Gly

20

Leu

Ala

Arg

Asp

Lys

100

His

Pro

val

Ala

Leu

180

Pro

val

Asn

Ile

Gln

Ser

Asp

Ala

Asp

Met

Leu

85

Lys

Ser

Gln

Phe

Asp

165

Thr

Lys

Leu

Ser

Ala

245

Gly

ES 2300318 T3

Glu

Glu

Asn

Ala

Lys

70

Leu

Ala

Ser

Ser

Asn

150

Leu

Asp

Ala

Leu

Pro

230

Ile

Ala

Gly

Ser

Leu

Ser

55

Phe

Glu

Pro

Asp

Pro

135

Arg

Asp

Glu

Leu

Asp

215

Phe

Glu

Asp

Pro

Gly

Phe

40

Arg

Gln

Ser

Met

Asn

120

Lys

Pro

Gly

Glu

Leu

200

Ile

Arg

Arg

Val

Arg

Thr

25

Glu

Pro

Gly

Thr

Asp

105

Lys

Ala

Ile

Leu

Phe

185

Asn

Ala

Asp

Arg

His

24

Ala

10

Pro

Gly

Ala

Ala

Leu

90

Ser

Arg

Pro

Leu

Leu

170

Arg

Leu

Glu

Ile

Cys

250

Ala

Gly

Gly

Glu

Gly

Phe

75

Tyr

Leu

Trp

Ala

Phe

155

Pro

Glu

Ser

Arg

Tyr

23S

Lys

Gln

Pro

Gly

Asp

Pro

60

Arg

Glu

Phe

Arg

Pro

140

Asp

Phe

Pro

Asn

Thr

220

Tyr

His

Ala

Gly

Glu

Gly

45

Gly

Lys

Ser

Asp

Lys

125

Gln

Ile

Leu

Ser

Gly

205

Gly

Arg

Tyr

Arg

Glu

Ala

30

Ser

Asp

Gly

Ser

Tyr

110

Lys

Pro

Val

Leu

Thr

190

Arg

Asn

Gly

val

Gly

val

15

Phe

Leu

Gly

val

val

95

Gly

Ile

Pro

Ser

Thr

175

Gly

Asn

Met

Gln

Glu

255

Arg

Ala

Pro

Ser

Arg

Pro

val

Thr

Ile

Pro

Arg

160

His

Lys

Asp

Arg

Thr

240

Leu

Phe
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Phe

Leu

Thr

305

Gly

Glu

Cys

Asp

Ile

385

His

Ser

Val

Met

Lys

465

Ala

Thr

Gly

Ile

Ile

545

Ile

Val

Gln

Ser

290

Glu

Asn

Asn

Ala

Gly

370

Phe

Leu

Leu

Leu

Leu

450

Phe

Met

Pro

Glu

Lys

$30

Asp

val

Met

Pro

275

Leu

Asn

Thr

Thr

Arg

355

Leu

Gln

Ser

Tyr

Glu

435

Ala

Gly

val

Pro

val

515

Asp

Gly

Ser

Val

260

Lys

Ala

Pro

Val

Lys

340

Leu

Ser

His

Arg

Asp

420

Ile

val

Ala

Ile

Tyr

500

Ile

Leu

Ser

Ala

Phe
580

Asp

Ala

His

Leu

325

Phe

Phe

Pro

Ile

Lys

405

Leu

Leu

Glu

Val

Phe

485

Pro

Thr

Phe

Phe

Ala

565

Ala

ES 2300318 T3

Glu

Cys

Lys

310

His

val

Pro

Leu

Ile

390

Phe

Ser

Val

Pro

Ser

470

Thr

Tyr

Leu

Met

Gln

550

Leu

Leu

Gly

Thr

295

Lys

Ala

Thr

Asp

Met

375

Arg

Lys

Ser

Tyr

Ile

455

Phe

Leu

Arg

Phe

Lys

535

Leu

Tyr

vVal

Gly

280

Asn

Ala

Leu

Lys

Ser

360

Met

Arg

Asp

Leu

Asn

440

Asn

Tyr

Thr

Thr

Thr

520

Lys

Leu

Leu

Leu

265

Tyr

Gln

Asp

Val

Met

345

Asn

Ala

Glu

Trp

Asp

425

Ser

Glu

Ile

Ala

Thr

505

Gly

Cys

Tyr

Ala

Gly
585

25

Phe
Pro
Met
Ala
330
Tyr
Leu
Ala
val
Ala
410
Thr
Lys
Leu
Asn
Tyr
430
val
val
Pro
Phe
Gly

570

Trp

Tyr

His

Arg

315

Ile

Asp

Glu

Lys

Thr

395

Tyr

Cys

Ile

Leu

val

475

Tyr

Asp

Leu

Gly

Ile

555

Ile

Met

Phe

Ile

300

Arg

Ala

Leu

Ala

Thr

380

Asp

Gly

Gly

Glu

Arg

460

val

Gln

Tyr

Phe

val

540

Tyr

Glu

Asn

Gly

285

val

Gln

Asp

Leu

val

365

Gly

Glu

Pro

Glu

Asn

445

Asp

Ser

Pro

Leu

Phe

525

Asn

Ser

Ala

Ala

270

Glu

Asn

Asp

Asn

Leu

350

Leu

Lys

Asp

val

Glu

430

Arg

Lys

Tyr

Leu

Rrg

510

Ile

Ser

Val

Tyr

Leu
590

Leu

Tyr

Ser

Thr

335

Leu

Asn

Ile

Thr

Tyr

415

Ala

His

Trp

Leu

Glu

495

Leu

Thr

Leu

Leu

Leu

575

Tyr

Pro

Leu

Arg

320

Arg

Lys

Asn

Gly

Arg

400

Ser

Ser

Glu

Arg

Cys

480

Gly

Rla

Asn

Phe

Val

560

Ala

Phe
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Thr

Ile

Met

625

Asn

Tyr

Leu

Thr

Leu

705

Thr

Trp

Arg

Asp

Trp

785

Lys

Leu

Asn

Gly

Arg
865

<210> 8
<211> 2436
<212> ADN

Arg

Leu

610

Ile

Met

Pro

Phe

Lys

690

Thr

Val

Ala

Lys

Gly

770

Ser

Asn

Arg

Lys

Asn

850

Thr

<213> Homo sapiens

Gly
595
Phe
Gly
Lys
Ser
Lys
675
Tyr
Phe
Gly
Thr
Ala
755
Thr
His
Glu
Arg
Asn
835

Pro

Asp

Leu

Lys

Tyr

Val

Cys

660

Leu

Pro

val

Gln

Thr

740

Phe

Pro

Trp

Thr

Asp

820

Ser

Arg

Asp

Lys

Asp

Ala

Cys

645

Arg

Thr

val

Leu

val

725

Ile

Arg

Asp

Asn

Tyr

805

Arg

Asn

Cys

Ala

ES 2300318 T3

Leu

Leu

Ser

630

Asn

Asp

Ile

val

Leu

710

Ser

Leu

Ser

Arg

Gln

790

Gln

Trp

Pro

Asp

Pro
870

Thr

Phe

615

Ala

Glu

Ser

Gly

Phe

695

Leu

Lys

Asp

Gly

Arg

775

Asn

Tyr

Ser

Asp

Gly

855

Leu

Gly
600
Arg
Leu
Asp
Glu
Met
680
Ile
Asn
Glu
Ile
Glu
760
Trp
Leu
Tyr
Ser
Glu

840

His

Thr

Phe

Val

Gln

Thr

665

Gly

Ile

Met

Ser

Glu

745

Met

Cys

Gly

Gly

val

825

val

Gln

26

Tyr

Leu

Ser

Thr

650

Phe

Asp

Leu

Leu

Lys

730

Arg

val

Phe

Ile

Phe

810

val

Val

Gln

Ser

Leu

Leu

635

Asn

Ser

Leu

Leu

Ile

715

His

Ser

Thr

Arg

Ile

785

Ser

Pro

Val

Gly

Ile

val

620

Leu

Cys

Thr

Glu

Val

700

Ala

Ile

Phe

val

val

780

Asn

His

Arg

Pro

Tyr
860

Met

605

Tyr

Asn

Thr

Phe

Met

685

Thr

Leu

Trp

Pro

Gly

765

Asp

Glu

Thr

Val

Leu

845

Pro

Ile

Leu

Pro

Val

Leu

670

Leu

Tyr

Met

Lys

Val

750

Lys

Glu

Asp

val

val

830

Asp

Arg

Gln

Leu

Cys

Pro

655

Leu

Ser

Ile

Gly

Leu

735

Phe

Ser

vVal

Pro

Gly

815

Glu

Ser

Lys

Lys

Phe

Ala

640

Thr

Asp

Ser

Ile

Glu

720

Gln

Leu

Ser

Asn

Gly

800

Arg

Leu

Met

Trp
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<400> 8

atggcggatt
gatgagagtg
gagggggagyg
ggcgatgggce
aaccccatcg
aaagcaccca
aagaggtgga
cagccgccce
ggctccactg
actgatgagg
aacctgagca
ggcaacatgc
gccctgcaca
ggagctgatg
tacttctact
gtcaactacc
ggcaacacag
tttgttacca
aacctggagg
ggcaagattg
gacaagtggc
gccatggtca
ccttaccgca
ggggtcctgt
aattctctct
atcgtctcag
gccectggtcc
acctatagca
tacttgctct
aacatgaagg
cgtgacagcg
ggcgacctgg
acctacatca
acagtgggcc
atcctggaca
atggtcaccg
gatgaggtga
aagaatgaga
cgctggtcct
gtggtggtge
cccegcaagt

ccagcgaagg
gcaccccagg
atggctccect
gaccaaatct
atctgctgga
tggactcact
ggaagaagat
ccatcctcaa
ctgacctgga
agtttcgaga
atggccgcaa
gggagttcat
tcgccattga
tccacgecca
ttggggagct
tgacggagaa
tgctgcatgc
agatgtacga
ccgtgctcaa
agaaccgcca
gcaagttcgg
tcttcactct
ccacggtgga
tcttcatcac
tcattgatgg
cagccctcta
tgggctggat
tcatgatcca
tcatgatcgg
tgtgcaatga
agaccttcag
agatgctgag
tcctcacctt
aggtctccaa
ttgagcgctc
tgggcaagag
actggtctca
cctaccagta
cggtggtacc
ctctggacag
ggaggactga

ES 2300318 T3

cecccecgegeg
tggggaggct
ttcgeccctca
gcgcatgaag
gtccacccta
gtttgactac
catagagaag
agtcttcaac
cgggctgctc
gccatctacg
cgacaccatc
taactcgccc
gcgtcgcetgce
ggcccgtggg
gccecetgteg
cccccacaag
gctggtggcce
cctgctgcectg
caacgacggc
cgagatgctg
ggccgtctece
caccgcctac
ctacctgcgg
caacatcaaa
ctccttccag
cctggcaggg
gaatgccctt
gaagattctc
ctacgcttca
ggaccagacce
caccttcctc
cagcaccaag
tgtgctgctc
ggagagcaag
cttcceccgta
ctcggacggc
ctggaaccag
ttatggcttc
ccgegtggtg
catggggaac
tgacgccccg

gggcccgggg
tttcctctct
ccggctgatg
ttccagggcg
tatgagtcct
ggcacctatc
cagccgcaga
cggcctatcce
ccattcttgc
gggaagacct
cctgtgctge
ttccgtgaca
aaacactacg
cgcttcttce
ctggctgccect
aaggcggaca
attgctgaca
ctcaagtgtg
ctctcgecceccee
gctgtggage
ttctacatca
taccagccgce
ctggctggceg
gacttgttca
ctgctctact
atcgaggcct
tacttcaccc
ttcaaggacc
gcecctggtct
aactgcacagqg
ctggacctgt
taccccgtgg
ctcaacatgc
cacatctgga
ttcectgagga
actcctgacc
aacttgggca
tcgcataccq
gaactgaaca
cecegetgceg
ctctag

<210>9

<211> 811

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400>9

Ser Ser Glu Gly Pro Arg Ala
10

Met Ala Asp
1 S

Gly Thr Pro
25

Glu Leu Pro Gly Asp Glu Ser
20
Leu

Leu Ala Asn Phe Glu Gly

40

Ser
35

Leu Ser

Ser
55

Pro Ser Pro Ala Asp Ala Arg Pro Ala

S0

27

aggtggctga
cctcectgge
ccagtcgcecce
ccttccgcaa
cggtggtgcc
gtcaccactc
gccccaaagce
tctttgacat
tgacccacaa
gcctgcccaa
tggacatcgce
tctactatcg
tggaacttct
agcccaagga
gcaccaacca
tgcggcgeca
acacccgtga
ccecgectcett
tcatgatggc
ccatcaatga
acgtggtctc
tggagggcac
aggtcattac
tgaagaaatg
tcatctactc
acctggccgt
gtgggctgaa
ttttccgatt
ccctectgaa
tgcccactta
ttaagctgac
tcttcatcat
tcattgccct
agctgcagtg
aggccttecg
gcaggtggtg
tcatcaacga
tgggccgcect
agaactcgaa
atggccacca

Gly Pro Gly

Gly Gly Glu

Glu Asp Gly
45

Gly Pro Gly
60

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2436

gctcccecggg
caatctgttt
tgctggecca
gggggtgccc
tgggcccaag
cagtgacaac
ccectgcccct
cgtgtccegg
gaaacgccta
ggccttgcectg
ggagcgcace
aggtcagaca
cgtggcccag
tgaggggggc
gccccacatt
ggactcgcga
gaacaccaag
cceccgacagce
tgccaagacg
actgctgcgg
ctacctgtgt
accgeccgtac
gctcttcact
ccectggagtg
tgtcctggtg
gatggtctte
gctgacgggg
cctgctegtce
ccegtgtgec
ccecetegtge
catcggcatg
cctgetggtg
catgggcgag
ggccaccacce
ctctggggag
cttcagggtg
ggacccgggce
ccgcagggat
cccggacgag
gcagggttac

Glu Val Ala

15

Ala Phe Pro

30

Ser Leu Ser

Asp Gly Arg
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Pro

65

Asn

Pro

Tyr

Glu

Ile

145

Gly

Lys

Thr

Thr

Glu

225

Ala

Leu

Phe

Leu

Thr

305

Gly

Glu

Cys

Asp

Asn

Pro

Gly

Arg

Lys

130

Leu

Ser

Lys

Cys

Ile

210

Phe

Leu

val

Gln

Ser

290

Glu

Asn

Asn

Ala

Gly
370

Leu

Ile

Pro

His

115

Gln

Lys

Thr

Arg

Leu

195

Pro

Ile

His

Ala

Pro

275

Leu

Asn

Thr

Thr

Arg

355

Leu

Arg

Asp

Lys

100

His

Pro

Val

Ala

Leu

180

Pro

val

Asn

Ile

Gln

260

Lys

Ala

Pro

Val

Lys

340

Leu

Ser

Met

Leu

85

Lys

Ser

Gln

Phe

Asp

165

Thr

Lys

Leu

Ser

Ala

245

Gly

Asp

Ala

His

Leu

325

Phe

Phe

Pro

ES 2300318 T3

Lys

70

Leu

Rla

Ser

Ser

Asn

150

Leu

Asp

Ala

Leu

Pro

230

Ile

Ala

Glu

Cys

Lys

310

His

val

Pro

Leu

Phe
Glu
Pro
A.sp
Pro
135
Arg
Asp
Glu
Leu
Asp
215
Phe
Glu
Asp
Gly
Thr
295
Lys
Ala
Thr

Asp

Met
375

Gln

Ser

Met

Asn

120

Lys

Pro

Gly

Glu

Leu

200

Ile

Arg

Arg

Val

Gly

280

Asn

Ala

Leu

Lys

Ser

360

Met

Gly

Thr

Asp

105

Lys

Ala

Ile

Leu

Phe

185

Asn

Ala

Asp

Arg

His

265

Tyr

Gln

Asp

Val

Met

345

Asn

Ala

28

Ala

Leu

90

Ser

Arg

Pro

Leu

Leu

170

Arg

Leu

Glu

Ile

Cys

250

Ala

Phe

Pro

Met

Ala

330

Tyr

Leu

Ala

Phe

75

Tyr

Leu

Trp

Ala

Phe

155

Pro

Glu

Ser

Ary

Tyr

235

Lys

Gln

Tyx

His

Arg

315

Ile

Asp

Glu

Lys

Arg

Glu

Phe

Arg

Pro

140

Asp

Phe

Pro

Asn

Thr

220

Tyx

His

Ala

Phe

Ile

300

Arg

Ala

Leu

Ala

Thr
380

Lys

Ser

Asp

Lys

125

Gln

lle

Leu

Ser

Gly

205

Gly

Arg

Tyr

Arg

Gly

285

val

Gin

Asp

Leu

val

365

Gly

Gly

Ser

Tyr

110

Lys

Pro

Val

Leu

Thr

190

Arg

Asn

Gly

Val

Gly

270

Glu

Asn

Asp

Asn

Leu

350

Leu

Lys

val

val

95

Gly

Ile

Pro

Ser

Thr

175

Gly

Asn

Met

Gin

Glu

255

Arg

Leu

Tyx

Ser

Thr

335

Leu

Asn

Ile

Pro

8¢

val

Thr

Ile

Pro

Arg

160

His

Lys

Asp

Axg

Thr

240

Leu

Phe

Pro

Leu

Arg

320

Arg

Lys

Asn

Glu
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Asn

385

Asp

Ser

Pro

Leu

Phe

465

Asn

Ser

Ala

Ala

Met

545

Tyr

Asn

Thr

Phe

Met

625

Thr

Leu

Trp

Pro

Gly

Arg

Lys

Tyr

Leu

Arg

450

Ile

Ser

val

Tyr

Leu

530

Ile

Leu

Pro

val

Leu

610

Leu

Tyr

Met

Lys

val

690

Lys

His

Trp

Leu

Glu

435

Leu

Thr

Leu

Leu

Leu

515

Tyr

Gln

Leu

Cys

Pro

595

Leu

Ser

Ile

Gly

Leu

675

Phe

Ser

Glu

Arg

Cys

420

Gly

Ala

Asn

Phe

Val

500

RAla

Phe

Lys

Phe

Ala

580

Thr

Asp

Ser

Ile

Glu

660

Gln

Leu

Sex

Met

Lys

405

Ala

Thr

Gly

Ile

Ile

485

Ile

Val

Thr

Ile

Met

565

Asn

Tyr

Leu

Thr

Leu

645

Thr

Trp

Arg

Asp

ES 2300318 T3

Leu

3380

Phe

Met

Pro

Glu

Lys

470

Rsp

val

Met

Arg

Leu

550

Ile

Met

pPro

Phe

Lys

630

Thr

val

Ala

Lys

Gly

Ala

Gly

Val

Pro

Val

455

Asp

Gly

Ser

val

Gly

535

Phe

Gly

Lys

Ser

Lys

615

Tyr

Phe

Gly

Thr

Ala

635

Thr

Val

Ala

Ile

Tyr

440

Ile

Ley

Ser

Ala

Phe

520

Leu

Lys

Tyr

val

Cys

600

Leu

Pro

vVal

Gln

Thx

680

Phe

Pro

Glu

Val

Phe

425

Pro

Thr

Phe

Phe

Ala

505

Ala

Lys

Asp

Ala

Cys

585

Arg

Thr

val

Leu

val

€65

Ile

Arg

Asp

29

Pro

Ser

410

Thr

Tyr

Leu

Met

Gln

490

Leu

Leu

Leu

Leu

Ser

570

Asn

Asp

Ile

val

Leu

650

Ser

Leu

Ser

Arg

Ile
385
Phe
Leu
Arg
Phe
Lys
475
Leu
Tyr
Val
Thr
Phe
585
Ala
Glu
Ser
Gly
Phe
635
Leu
Lys
Asp

Gly

Arg

Asn

Tyr

Thr

Thr

Thr

460

Lys

Leu

Leu

Leu

Gly

540

Arg

Leu

Asp

Glu

Met

620

Ile

Asn

Glu

Ile

Glu

700

Trp

Glu

Ile

Ala

Thr

445

Gly

Cys

Tyr

Ala

Gly

525

Thr

Phe

val

Gln

Thr

605

Gly

Ile

Met

Ser

Glu

685

Met

Cys

Leu

Asn

Tyr

430

Val

val

Pro

Phe

Gly

510

Trp

Tyr

Leu

Ser

Thr

590

Phe

Asp

Leu

Leu

Lys

670

Arg

Val

Phe

Leu

vVal

415

Tyr

Asp

Leu

Gly

Ile

495

Ile

Met

Ser

Leu

Leu

575

Asn

Ser

Leu

Leu

Ile

655

His

Ser

Thr

Arg

Arg

400

vVal

Gln

Tyr

Phe

val

480

Tyx

Glu

Asn

Ile

Val

560

Leu

Cys

Thr

Glu

val

640

Ala

Ile

Phe

Val

val
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705

Glu Val Asn Trp

725

Asp

Glu Asp Pro Gly

740

Lys

Thr val Gly Leu

755

Arg

Val
770

val Glu Leu Asn

Leu Ser Met Gly

785

Asp

Trp Arg

805

Pro Arg Lys

<210> 10

<211> 2229

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 10

atggcggatt
gatgagaqgtg
gagggggagag
ggcgatggge
aaccccatcg
aaagcaccca
aagaggtgga
cagccgcccec
ggctccactg
actgatgagg
aacctgagca
ggcaacatga
gccctgcaca
ggagctgatg
tacttctact
gtcaactacc
ggcaacacaq
tttgttacca
aacctggagg
ggcaagattg
cacctgtccc
ctctcctecee
agcaagattg
gacaagtggc
gccatggtca
ccttaccgea
ggggtcctgt
aattctctct
atcgtctcag
gccctggtce
acctatagca
tacttgctct
aacatqgaagg
cgtgacagcg
ggcgacctgg
acctacatca
acagtgggcec

aggctgtga

ccagcgaagg
gcaccccagg
atggctccct
gaccaaatct
atctgctgga
tggactcact
ggaagaagat
ccatcctcaa
ctgacctgga
agtttcgaga
atggccgcaa
gggagttcat
tcgccattga
tccacgccca
ttggggagct
tgacggagaa
tgctgcatgc
agatgtacga
ccgtgctcaa
ggatctttca
gcaagttcaa
tggacacgtg
agaaccgcca
gcaagttcgg
tcttcactct
ccacggtgga
tcttcttcac
tcattgatgg
cagccctcta
tgggctggat
tcatgatcca
tcatgatcgg
tgtgcaatga
agaccttcag
agatgctgag
tcctcacctt
aggtctccaa

ES 2300318 T3

710

Ser His

Asn Glu

Arg Arg

Trp

Thr

Asp

215

Gln
730

Asn

Tyr Gln

745

Arg Trp

760

Asn
775

Lys

Asn Pro

790

Thr Asp

cccecegegeg
tggggaggct
ttcgecectca
gcgcatgaag
gtccacccta
gtttgactac
catagagaag
agtcttcaac
cgggctgctce
gccatctacg
cgacaccatc
taactcgccec
gcgtcgetge
ggcccgtggg
gcccctgtcg
cccccacaag
gctggtggece
cctgetgetg
caacgacggc
gcacatcatc
ggactgggcce
tggggaagag
cgagatgctg
ggccgtctcee
caccgcctac
ctacctgcgg
caacatcaaa
ctccttccag
cctggcaggg
gaatgccecctt
gaagattctc
ctacgcttca
ggaccagacc
caccttcctc
cagcaccaag
tgtgctgctc
ggagagcaag

Ser

Arg

Asp

Asn Pro

Cys Asp

Asn

Tyr

Ser

Asp

Gly

Leu Gly

Tyr Gly

Val
765

Ser

Glu Val

780

His Gln

795

Ala Pro

810

gggccegggg
tttcectectcet
ccggetgatg
ttccagggceg
tatgagtcct
ggcacctatc
cagccgcaga
cggecctatcee
ccattcttgc
gggaagacct
cctgtgctge
ttccgtgaca
aaacactacg
cgcttcttce
ctggctgcecct
aaggcggaca
attgctgaca
ctcaagtgtg
ctctecgecece
c€ggcgggagyg
tatgggccag
gcctcegtge
gctgtggage
ttctacatca
taccagccgce
ctggctggeg
gacttgttca
ctgctctact
atcgaggcct
tacttcaccc
ttcaaggacc
gccctggtcet
aactgcacag
ctggacctgt
tacccegtgg
ctcaacatgc
cacatctgga

30

Leu

aggtggctga
cctccectgge
ccagtcgeccc
ccttcecgcaa
cggtggtgcc
gtcaccactc
gccccaaagce
tctttgacat
tgacccacaa
gcctgcccaa
tggacatcgc
tctactatcg
tggaacttct
agcccaagga
gcaccaacca
tgcggcegeca
acacccgtga
cccgectett
tcatgatggc
tgacggatga
tgtattcctc
tggagatcct
ccatcaatga
acgtggtctc
tggagggcac
aggtcattac
tgaagaaatg
tcatctactc
acctggecgt
gtgggctgaa
ttttccgatt
ccetectgaa
tgcccactta
ttaagctgac
tcttcatcat
tcattgecct
agctgcagag

720

Ile Ile

735

Asn

Phe
750

Ser His

vVal Pro Arg

Val Vval Pro

Gln Gly Tyr

800

gctccececggg
caatctgttt
tgctggccca
gggggtgcecc
tgggcccaag
cagtgacaac
ccctgeccect
cgtgtcccgg
gaaacgccta
ggccttgctg
ggagcgcacce
aggtcagaca
cgtggcccag
tgaggggggc
gccccacatt
ggactcgcga
gaacaccaag
ccccgacagce
tgccaagacg
ggacacacgg
gctttatgac
ggtgtacaac
actgctgcgg
ctacctgtgt
accgccgtac
gctcttcact
ccctggagtg
tgtcctggtg
gatggtcttt
gctgacgggg
cctgctcegtce
cccgtgtgece
ccecectegtge
catcggcatg
cctgectggtyg
catgggcgag
cggcaggcgce

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2229
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<210> 11
<211> 4059

<212> ADN

<213> Hom

<400> 11

o0 sapiens

tgtgcaggcc
gagttgacca
gcactgggga
atcatgacag
tttctgagcec
accacgtgcc
tggatatccc
tcatggaatg
ggctttcttg
agtccaccct
aggttcgtga
gggagtggcc
tgctgettgt
tgactcccect
cggattccag
agagtggcac
gggaggatgg
atgggcgacc
ccatcgatct
cacccatgga
ggtggaggaa
cgccceccecat
ccactgctga
atgaggagtt
tgagcaatgg
acatgaggga
tgcacatcgc
ctgatgtcca
tctactttgg
actacctgac
acacagtgct
ttaccaagat
tggaggccgt
agattgggat
tgtcccgcaa
cctccctgga
agattgagaa
agtggcgcaa
tggtcatctt
accgcaccac
tcctgttctt
ctctcttcat
tctcagceage
tggtcctggg
atagcatcat
tgctcttcat
tgaaggtgtg
acagcgagac
acctggagat

agggagggct
gcaaaggtgc
agtcaactca
tgtttgatga
ccteectgtge
aggcactgca
catcttacag
actaaqgtgtg
gtcagcagta
ctttcagcta
aagagctcct
tccectgtgec
ccacgtggaa
ttcattccect
cgaaggcccce
cccaggtggg
ctceccttteg
aaatctgcgc
gctggagtcc
ctcactgttt
gaagatcata
cctcaaagtc
cctggacggg
tcgagagcca
ccgcaacgac
gttcattaac
cattgagcgt
cgceccaggcec
ggagctgcce
ggagaacccc
gcatgcgctg
gtacgacctg
gctcaacaac
ctttcagcac
gttcaaggac
cacgtgtggg
ccgecacgag
gttcggggcec
cactctcacc
ggtggactac
cttcaccaac
tgatggctcc
cctctacctg
ctggatgaat
gatccagaag
gatcggctac
caatgaggac
cttcagcacc
gctgagcagce

ES 2300318 T3

ttccagagga
agggagggat
agtattggag
ggaaaaggac
ctgaagccca
ctgcactggc
atcaggaagc
gagcctggat
gggtctggqga
atgcccaagg
gttgcagttc
cctgtcatta
gggggcettce
tgcaggctga
€gcgeggggce
gaggcttttc
ccctcaccgg
atgaagttcc
accctatatg
gactacggca
gagaagcagc
ttcaaccggce
ctgctcccat
tctacgggga
accatccctg
tcgeceecttec
cgctgcaaac
cgtgggcget
ctgtcgectgg
cacaagaagg
gtggccattg
ctgctgctca
gacggcctct
atcatccggc
tgggcctatg
gaagaggcct
atgctggctg
gtctccttct
gcctactacce
ctgcggctgg
atcaaagact
ttccagctgce
gcagggatcg
gccectttact
attctcttca
gcttcagcecce
cagaccaact
ttcectectgg
accaagtacc

gcccagttga
cagcactttg
cctcagtttc
tgccggecta
cggttaatgg
cactggactg
tgaggctatg
ttgaacttgg
tccaagtatg
tagttggacc
ccgectgagg
caacggtggc
tggagccccc
gcagtgcaga
ccggggaggt
ctctctccte
ctgatgccag
agggcgcectt
agtcctecggt
cctatcgtca
cgcagagccce
ctatcctett
tcttgctgac
agacctgcct
tgctgctgga
gtgacatcta
actacgtgga
tcttccagcc
ctgecectgcac
cggacatgcg
ctgacaacac
agtgtgcccg
cgccecectcat
gggaggtgac
ggccagtgta
ccgtgetgga
tggagcccat
acatcaacgt
agccgctgga
ctggcgaggt
tgttcatgaa
tctacttcat
aggcctacct
tcacccgtgg
aggacctttt
tggtctccct
gcacagtgcce
acctgtttaa
ccgtggtcett

31

gctggaacac
cactggggag
ctgttctgta
cacagcaagt
ttctgcctta
catgttctgt
aaatgtcgac
ctctctgggg
gggtcccagce
tggggccaat
cttggcggcece
tttgaagcag
gcccetggece
cgggcctggg
ggctgagctc
cctggccaat
tcgecectget
ccgcaagggg
ggtgcctggg
ccactccagt
caaagcccct
tgacatcgtg
ccacaagaaa
gcccaaggcc
catcgcggag
ctatcgaggt
acttctegtg
caaggatgag
caaccagccc
gcgccaggac
ccgtgagaac
cctettecece
gatggctgcce
ggatgaggac
ttcectegett
gatcctggtg
caatgaactg
ggtctcctac
gggcacaccg
cattacgctc
gaaatgccct
ctactctgtc
ggccgtgatg
gctgaagctg
ccgattcctg
cctgaacccyg
cacttacccc
gctgaccatc
catcatcctg

cagtggggag
cagagtttgt
aaatgggttc
ccacatggat
gcaggtgctt
ccatgaggct
ttgctcaatg
ctccaaagct
ttgaccctga
ttgtgtttcc
aaccacatct
ctggcagcac
gggttctgcce
gcaggcatgg
cccggggatg
ctgtttgagg
ggcccaggcg
gtgcccaacc
cccaagaaag
gacaacaaga
gccectcagce
tccecgggget
cgcctaactg
ttgctgaacc
cgcaccggca
cagacagccc
gcccagggag

gggggctact
cacattgtca

tcgcgaggca
accaagtttg
gacagcaacce
aagacgggca
acacggcacc
tatgacctct
tacaacagca
ctgcgggaca
ctgtgtgcca
ccgtacccectt
ttcactgggg
ggagtgaatt
ctggtgatcg
gtctttgcce
acggggacct
ctcgtctact
tgtgccaaca
tcgtgcecgtg
ggcatgggcg
ctggtgacct

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
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acatcatcct
tgggccaggt
tgtgaggctc
ggacattgag
caccgtgggc
ggtgaactgg
tgagacctac
gtcctcggtg
ggtgcctctg
caagtggagg
ccactcattt
tgctttggcce
gtecccectgge
atggagtcac
cattatttat
cagaggcctt
gcctgagcetg
ctcggcgtgg
taaatgttta

<210> 12

<211> 742

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 12

Met

Glu

Leu

Pro

Pro

65

Asn

Pro

Tyr

Glu

Ala

Leu

Ser

Ser

Asn

Pro

Gly

Arg

Lys

cacctttgtg
ctccaaggag
accgatgtcc
cgctecttece
aagagctcgg
tctcactgga
cagtattatg
gtaccccgceg
gacagcatgg
actgatgacg
ctagtccagc
ccagaggcga
tctgecctceccece
ataagccaac
ttgctctgct
aggaccccegt
catgcgccac
ggccatgcct
ttcattgacg

Asp Ser

Pro Gly
20

Ser Leu

35
Pro Ala
50

Leu Arg

Ile Asp

Pro Lys

100
Ris His
115

Gln Pro

130

Ile
145

Gly

Lys

Leu

Ser

Lys

Lys Val

Thr Ala

Arg Leu

ES 2300318 T3

ctgctcctca
agcaagcaca
ctcctgaccc
ccgtattcct
acggcactcc
accagaactt
gcttctcgca
tggtggaact
ggaaccccceg
cccegctcta
cgcatttcag
gggaccagtg
caccctgggg
gccagagccce
ctcaggaagc
tccaagtgca
catttttggce
tctgtgtgtt
gtggaaaaaa

Ser Glu Gly
5

Asp Glu Ser

Ala Asn Leu

Asp Ala Ser

Met Lys Phe

70

Leu Leu Glu

85
Ala

Lys Pro

Ser Ser Asp

Pro
135

Gln Ser

Asn
150

Phe Arg

Asp Leu Asp

165
Glu

Thr Asp

acatgctcat
tctggaagct
tcccteceeg
gaggaaggcc
tgaccgcagg
gggcatcatc
taccgtgggce
gaacaagaac
ctgcgatggc
gggactgcag
cagtgcctte
gaggtgccag
tgggggctcc
ctccacctca
gacgtgaccc
ctgcceggece
agcgtggcag
ctgtagtgtc
aaaaaaaaa

Pro Arg

Ala

tgcectcatg
gcagagcggc
cagtgggcca
ttccgectctg
tggtgcttca
aacgaggacc
cgcctcegea
tcgaacccgg
caccagcagg
cccagcccca
tggggtgtce
ggaggcccca
cggccacctg
ggccccagcece
ctgecccagce
aagccccage
ctttgcaagg
tgggatttgc

Gly Pro

10

Thr
25

Gly

Phe Glu

40

Arg Pro

Gln Gly

Ser Thr

Pro

Gly

Ala

Ala

Leu

Gly Gly

Glu Asp
Pro

Gly

Phe
75

Arg

Tyr Glu

90

Met Asp

105

Asn
120

Lys
Lys Ala
Pro Ile
Leu

Gly

Glu Phe

32

Ser

Arg

Pro

Leu

Leu

170

Arg

Leu Phe

Trp Arg

ggcgagacag
aggcgcaggce
ccaccatcct
gggagatggt
gggtggatga
cgggcaagaa
gggatcgctg
acgaggtggt
gttacccecg
gcttctctgce
ccccacacce
ggaccctgtg
tcttgctcct
cctgectete
tggaacctgg
ctcagcctge
ggctggggcc
cggtgctcaa

3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4059

Gly

Glu

Gly

45

Gly

Lys

Ser

Asp

Lys

Val
15

Glu Ala

Ala
30

Phe Pro

Ser Leu Ser

Asp Gly Arg

Val Pro

80

Gly

vVal
95

Ser Val

Tyr Gly Thr

110
Ile

Lys Ile

125

Ala Pro

140

Phe
155

Asp
Phe

Pro

Glu Pro

Gln

Ile

Leu

Ser

Pro Pro Pro

Val Ser Arg

160

Thr
175

Leu His

Thr Gly Lys
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Thr

Thr

Glu

225

Ala

Leu

Phe

Leu

Thr

305

Gly

Glu

Cys

Asp

Ile

385

His

Ser

Val

Met

Lys

465

Ala

Thr

Cys

Ile

210

Phe

Leu

Val

Gln

Ser

290

Glu

Asn

Asn

Ala

Gly

370

Phe

Leu

Leu

Leu

Leu

450

Phe

Met

Pro

Leu

195

Pro

Ile

His

Ala

Pro

275

Leu

Asn

Thr

Thr

Arg

355

Leu

Gln

Ser

Tyr

Glu

435

Ala

Gly

val

Pro

180

Pro

Val

Asn

Ile

Gln

260

Lys

Ala

Pro

val

Lys

340

Leu

Ser

His

Arg

Asp

420

Ile

val

Ala

Ile

Tyr
500

Lys

Leu

Ser

Ala

245

Gly

Asp

Ala

His

Leu

325

Phe

Phe

Pro

Ile

Lys

405

Leu

Leu

Glu

val

Phe

485

Pro

ES 2300318 T3

Ala

Leu

Pro

230

Ile

Ala

Glu

Lys

310

His

val

Pro

Leu

Ile

390

Phe

Ser

val

Pro

Ser

470

Thr

Tyr

Leu

Asp

215

Phe

Glu

Asp

Gly

Thr

295

Lys

Ala

Thr

Asp

Met

375

Arg

Lys

Ser

Tyr

Ile

455

Phe

Leu

Arg

Leu

200

Ile

Arg

aArg

val

Gly

280

Asn

Ala

Leu

Lys

Ser

360

Met

Arg

Asp

Leu

Asn

440

Asn

Tyr

Thr

Thr

185

Asn

Ala

Asp

Arg

His

265

Tyrx

Gln

Asp

Val

Met

345

RAsn

Rla

Glu

Trp

Asp

425

Ser

Glu

Ile

Ala

Thr
505

33

Leu

Glu

Ile

Cys

250

Ala

Phe

Pro

Met

Ala

330

Tyr

Leu

Ala

val

Ala

410

Thr

Lys

Leu

Asn

Tyr

490

Val

Ser

Arg

Tyr

235

Lys

Gln

Tyr

His

Arg

315

Ile

Asp

Glu

Lys

Thr

395

Tyr

Cys

Ile

Leu

Val

475

Tyr

Asp

Asn
Thr
220
Tyr
His
Ala
Phe
Ile
300
Arg
Ala
Leu
Ala
Thr
380
Asp
Gly
Gly
Glu
Arg
460
val

Gln

Tyr

Gly

205

Gly

Arg

Tyr

Arg

Gly

285

Val

Gln

Asp

Leu

val

365

Gly

Glu

Pro

Glu

Asn

445

Asp

Ser

Pro

Leu

190

Arg

Asn

Gly

val

Gly

270

Glu

Asn

Asp

Asn

Leu

350

Leu

Lys

Asp

Val

Glu

430

Arg

Lys

Tyr

Leu

Arg
510

Asn

Met

Gln

Glu

255

Arg

Leu

Tyr

Ser

Thr

335

Leu

Asn

Ile

Thr

Tyr

415

Ala

His

Trp

Leu

Glu

495

Leu

Asp

Arg

Thr

240

Leu

Phe

Pro

Leu

Arg

320

Arg

Lys

Asn

Gly

Arg

400

Ser

Ser

Glu

Arg

Cys

480

Gly

Ala
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<210> 13
<211>25
<212> ADN

Gly

Ile

Ile

545

Ile

vVal

Thx

Ile

Met

625

Asn

Tyr

Leu

Thr

Leu

705

Thr

Ser

Glu

Lys

530

Asp

Val

Met

Arg

Leu

610

Ile

Met

Pro

Phe

Lys

690

Thr

val

Gly

val

515

Asp

Gly

Ser

val

Gly

595

Phe

Gly

Lys

Ser

Lys

675

Tyr

Phe

Gly

Arg

<213> Secuencia Artificial

<220>

Ile

Leu

Ser

Ala

Phe

580

Leu

Lys

Tyr

val

Cys

660

Leu

Pro

val

Gln

Arg
740

Thr

Phe

Phe

Ala

565

Ala

Lys

Asp

Ala

Cys

645

Arg

Thr

Val

Leu

Val

725

Arg

ES 2300318 T3

Leu

Met

Gln

550

Leu

Leu

Leu

Leu

Ser

630

Asn

Asp

Ile

vVal

Leu

710

Ser

Leu

Phe

Lys

535

Leu

Tyr

Val

Thr

Phe

615

Ala

Glu

Ser

Gly

Phe

695

Leu

Lys

Thr

520

Lys

Leu

Leu

Leu

Gly

600

Arg

Leu

Asp

Glu

Met

680

Ile

Asn

Glu

Gly

Cys

Tyr

Ala

Gly

585

Thr

Phe

val

Gln

Thr

665

Gly

Ile

Met

Ser

val

Pro

Phe

Gly

570

Trp

Tyr

Leu

Ser

Thr

650

Phe

Asp

Leu

Leu

Lys
730

<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: sonda de hibridacién

<400> 13

ctacctgacg gagaacccec acaag

<210> 14
<211> 26
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

34

Leu

Gly

Ile

555

Ile

Met

Ser

Leu

Leu

635

Asn

Ser

Leu

Leu

Ile

715

His

Phe

val

540

Tyr

Glu

Asn

Ile

val

620

Leu

Cys

Thr

Glu

Val

700

Ala

Ile

Phe

525

Asn

Ser

Ala

Ala

Met

605

Tyr

Asn

Thr

Phe

Met

685

Thr

Leu

Trp

Phe

Ser

Val

Tyr

Leu

590

Ile

Leu

Pro

Val

Leu

670

Leu

Tyr

Met

Lys

Thrx

Leu

Leu

Leu

575

Tyr

Gln

Leu

Cys

Pro

655

Leu

Ser

Ile

Gly

Leu
735

Asn

Phe

val

560

Ala

Phe

Lys

Phe

Ala

640

Thr

Asp

Ser

Ile

Glu

720

Gln

25
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<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: sonda de hibridacién

<400> 14

gtagtaggeg gtgagactga agatga

<210> 15

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: sonda de hibridacién

<400> 15
aacgttggcg gecgegecac catggeggat tccagegaag geeccegege g

<210> 16

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: sonda de hibridacién

<400> 16
aacgtttcta gactgggctg cagtccctag

<210> 17

<211> 233

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Sonda de MicroMatriz de ADN

<400> 17

ccaccatcct ggacattgag cgctccttcce ccegtattcect
gggagatggt caccgtgggc aagagctcgg acggcactcc
ggtggatgag gtgaactggt ctcactggaa ccagaacttg
gggcaagaat gagacctacc agtattatgg cttctcgcat

35

gaggaaggcc
tgaccgcagt
ggcatcatca
accgtgggcc

ttccgctctg 60

ggtgcttcag 120
acgaggaccc 180
gce 233

26

51

30
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