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DESCRIPCION

Clonacién y expresion del receptor de la hormona
liberadora de gonadotropina.
1. Introducciéon

La presente invencidn se refiere a la clonacién del
receptor de la hormona liberadora de gonadotropina
(GnRH-R) y a células huésped modificadas por inge-
nierfa genética que expresan el GnRH-R. Tales célu-
las disefiadas pueden usarse para evaluar y seleccionar
farmacos y andlogos de la GnRH implicados en la ac-
tivacion, regulacién y desacoplamiento del GnRH-R.
2. Antecedentes de la invencion

El GnRH-R es un mediador clave en la integra-
cién de los sistemas neuroldgico y endocrino. La re-
produccion normal depende de la liberacién pulsétil
de concentraciones fisioldgicas de GnRH, que se une
a receptores hipofisarios especificos de alta afinidad y
desencadena la secrecion de las gonadotropinas hor-
mona luteinizante (LH) y hormona estimuladora del
foliculo (FSH). Mientras que concentraciones fisiol6-
gicas de GnRH orquestan la reproduccién normal, ni-
veles elevados de agonista conducen a una respuesta
opuesta, la supresién de la secreciéon de gonadotro-
pina. La capacidad de los andlogos de la GnRH para
activar e inhibir el eje hipotdlamo-hipofisario-gonadal
ha conducido a su utilidad clinica amplia en el trata-
miento de una variedad de trastornos variables desde
infertilidad a carcinoma prostatico.

La respuesta y la capacidad del GnRH-R gonadé-
tropo se ven influidas por los agonistas, la concentra-
cién y el patrén de exposicién (Clayton, 1989, J En-
docrinol. 120: 11-19). En estudios tanto in vivo como
in vitro se ha demostrado que la concentracién pulsa-
til baja de la GnRH es tréfica para el receptor y que
una concentracion elevada de agonista induce la regu-
lacién por disminucidn y la desensibilizacion del re-
ceptor. La unién de la GnRH a su receptor estimula la
fosfolipasa C y genera inositol-1,4,5-trifosfato y dia-
cilglicerol (Huckle y Conn, 1988, Endocrine Reviews
9: 387-395). Estos segundos mensajeros, a su vez, li-
beran calcio desde los depdsitos intracelulares y acti-
van la proteina quinasa C. La regulacién por aumento
del receptor parece implicar a la proteina quinasa C
y al calcio (Huckle y Conn, 1988, Endocrine Reviews
9:387-395; Huckle y col., 1988, Journal of Biological
Chemistry 263: 3296-3302; Young y col., 1985, Jour-
nal of Endocrinology 107: 49-56). No esta claro qué
efectores subyacen a la regulacién por disminucién.

Sealfon S., C. y col., Molecular Endocrinology,
vol. 4, n° 1, paginas 119-124, 1990, describen la ca-
racterizacion de un receptor de la hormona liberadora
de gonadotropina en ovocitos de Xenopus en los que
se habfa inyectado ARN aislado de la hipdfisis de rata
y de una linea celular de gonadotropa: aT;, un pro-
cedimiento para el fraccionamiento del ARN total de
células oTj; antes de la inyeccién en ovocitos de Xe-
nopus, la fraccion de ARN que, tras la inyeccién en
ovocitos de Xenopus, genera la respuesta maxima a
la GnRH en los ovocitos y el uso de la linea de célu-
las aT; como fuente adecuada para la clonacién del
ADNCc del receptor de la hormona liberadora de go-
nadotropina y el uso de la expresién en ovocitos de
Xenopus como bioensayo.

Aunque se han hecho muchos progresos en la
comprension de los mecanismos subyacentes a la re-
gulacién y desensibilizacién del GnRH-R a través de
estudios de unioén al receptor, la medicion directa de la
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transcripcion del gen del GnRH-R y su biosintesis no
ha sido posible. La clonacién del ADNc del GnRH-
R mejorarfa la evaluacién de la activacién regulacién
y desacoplamiento del GnRH-R. La determinacién de
la secuencia primaria del receptor facilitarfa el disefio
dirigido de andlogos mejorados. Sin embargo, a pe-
sar del intenso interés, el gen del GnRH-R no se ha
clonado ni expresado en ninguna especie.

3. Resumen de la invencion

La presente invencidn se refiere a genes y protei-
nas del GnRH-R. La secuencias de ADN descritas en
la presente memoria descriptiva pueden introducirse
mediante ingenieria genética en sistemas de expresion
disefiados para la produccién del GnRH-R y/o lineas
celulares que expresan el GnRH-R y preferentemen-
te responden a la sefial de transduccién inducida por
la GnRH. Tales lineas celulares pueden usarse de for-
ma ventajosa para seleccionar e identificar agonistas
y antagonistas de la GnRH. EI ADN de la GnRH, las
secuencias de oligonucledtidos antisentido, los pro-
ductos de expresion de GnRH y los anticuerpos fren-
te a tales productos pueden usarse en el diagnéstico y
tratamiento de trastornos reproductivos asociados con
la expresion anémala del GnRH-R; por ejemplo, la
sobre expresion, la expresion disminuida o la expre-
sién de un receptor mutante disfuncional. Los anima-
les transgénicos que contienen el transgén GnRH-R
pueden usarse como modelos animales para la eva-
luacién de andlogos de GnRH in vivo.

La aclaracién de la secuencia del GnRH-R descri-
to en la presente memoria descriptiva refleja un avan-
ce de importancia en la endocrinologia reproductiva
y revela la naturaleza compleja de la transduccién de
sefial y regulacién del GnRH-R. Al contrario de la
mayoria de sefiales hormonales, la GnRH se libera de
un modo pulsitil, en la que la frecuencia y la amplitud
de los pulsos transportan informacién crucial (Weiss
y col., 1990, Mol. Endocrinol. 4: 557-564; Hasenleder
y col., 1991, Endocrinology 128: 509-517). La capa-
cidad de unién al GnRH-r se regula por aumento o
por disminucién mediante agonistas en funcién de la
duracién de la exposicion y la concentracion (Louma-
ye y Catt., 1982, Science 215: 983-985). La utilidad
clinica de los agonistas del GnRH, que ayuda a con-
trolar diversas enfermedades humanas, incluidas hi-
pertrofia prostatica, cancer de préstata, endometriosis
y pubertad precoz, depende de esta induccién de de-
sensibilizacién hipofisaria. La clonacién del GnRH-R
conducird a una mayor comprension de la interaccién
compleja de las hormonas hipotaldmicas, hipofisarias
y gonadales, que subyace a la farmacoterapia y la re-
produccion.

4. Descripcion de las figuras

Figura 1. Interrupcién por hibridacién del receptor
de serotonina (SHT) y expresién del GnRH-R por oli-
gonucledtidos antisentido. Se introdujeron en el ba-
flo en las lineas horizontales SHT 100 nM y GnRH
200 nM. A, respuesta a SHT y GnRH en ovocitos en
los que previamente se habia inyectado una mezcla de
ARN del cerebro de ratas (para la respuesta a SHT),
ARN de aT3 (para la respuesta a GnRH) y oligo-
nucledtido antisentido del receptor SHT) . Dieciocho
células mostraron respuestas idénticas. B, respuesta a
GnRH y 5HT en ovocitos en los que previamente se
habia inyectado una mezcla de ARN de cerebro de ra-
ta, ARN de aT3 y oligonucleétido antisentido WZ7.
Veinticuatro células tuvieron respuestas idénticas.

Figura 2. Caracterizacién del clon WZ25 expre-
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sado en ovocitos. A, respuesta electrofisioldgica a
GnRH de ovocitos en los que se habia inyectado el
transcrito WZ25 en ausencia (izquierda) o presencia
(derecha) de antagonista de GnRH. Los tres trazados
que se muestran proceden de células diferentes. Las
lineas continuas y discontinuas indican la administra-
cion de GnRH y de antagonistas de GnRH, respectiva-
mente. Los ovocitos que no habfan recibido la inyec-
cién no mostraron respuesta a GnRH (n = 12). B, des-
plazamiento de 'I-GnRH-A por GnRH-A y GnRH
en membranas de ovocitos en los que se habia inyec-
tado el transcrito de WZ25. También se muestra una
curva comparativa del desplazamiento usando mem-
branas de células T3-1 combinadas con membranas
de ovocitos en los que no se habia inyectado nada (e).
Las barras de error muestran el error tipico de la me-
dia.

Figura 3. Secuencias de nucleétidos ( N°1) y de
aminodcidos deducidas (SEC ID N°2) del clon WZ25.
La numeracién comienza con la primera metionina
del marco de lectura abierto de 981 pares de bases. La
secuencia de aminodcidos deducida se muestra deba-
jo de la secuencia de nucledtidos. Las regiones trans-
membrana I[-VII posibles estdn subrayadas. Los sim-
bolos que aparecen debajo de las secuencias de ami-
nodcidos indican los sitios potenciales de N-glucosi-
lacién (A) y los sitios de fosforilacion para la protein-
quinasa A (4), la caseinquinasa (e) y la proteinqui-
nasa C (*)) (Hubbard e Ivatt, 1981, Ann Rev. Bio-
chem. 50: 555-583; Kemp y Pearson, 1990, Trends
Biochem, Sci. 15: 342-346; Pearson y Kemp, 1991,
Meth. Enzymol. 200: 62-81; Kennelly y Krebs, 1991,
J. Biol. Chem. 266: 15555-15558).

Figura 4. Gréfico de la hidrofobicidad del GnRH-
R y alineacién de la secuencia de aminodcidos de:
GnR, receptor de la hormona liberadora de gonado-
tropina de ratén; ILR, receptor de la interleucina-8
humana (Murphy y Tiffany, 1991, Science 253: 1280-
1283); SPR, receptor de la sustancia P de rata (Hers-
hey y Krause, 1990, Science 247: 958-962); B1R, re-
ceptor B1-adrenérgico Frielle y col., 1987, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 81: 4851-4855). I-VII indican regio-
nes transmembrana posibles. Los cuadros indican re-
siduos aminoacidicos idénticos.

Figura 5. Distribucién del ARNm del GnRH-R.
La autorradiografia de A, ensayo de hibridacién en
solucién con 2 ug de ARN total hipdfisis de ratdn,
GT-1, GH3 y AtT20 y 625 ng de ARN total de aT3-
1, B, analisis por la técnica Northern con 3ug de ARN
poli(A)* aT3-1, y C-F, hibridacién in situ en la ade-
nohipéfisis de rata. C, autorradiografia con rayos X
con la sonda antisentido. D, control con sonda senti-
do (barra de calibracién = 450 um). E,F, fotomicro-
graffas de campo oscuro (barra de calibracién = 50
pm), de campo claro (barra de calibraciéon = 100 um)
de seccién de adenohipéfisis sumergida en emulsion.
Los marcadores del peso molecular son ADN X dige-
rido con Hind III.

Figura 6. Expresién del ADNc de GnRH-R huma-
no en ovocitos de Xenopus.

Figura 7. Desplazamiento de la unién del agonis-
ta de ['*I]GnRH a membrana preparada a partir de
células COS-1 sometidas a transfeccién con la cons-
truccién pSV2A-humano GnRHR.

Figura 8. Efectos de la GnRH y del antagonista de
GnRH sobre la produccién de fosfato de inositol en
células COS-1 sometidas a transfeccién con pSV2A-
humano y GnRH-R.
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Figura 9. Secuencia de nucleétidos y de aminoé-
cidos posibles del GnRH-R humano.

Figura 10. Andlisis mediante la técnica Northern
con ADNc de GnRH-R: carril 1 (T): ARN poli(A) de
testiculo humano; carril 2 (P): ARN poli(A) de hipé-
fisis humana; carril 3 (A): ADNc de B-actina humana;
carril 4 (R): ADNc del GnRH-R humano.

Figura 11. Esquema del GnRH-R humano.

5. Descripcién detallada de la invencion

La presente invencion se refiere a la clonacion y
expresion de GnRH-R murino y humano. El GnRH-
R, que desempefia un papel central en el sistema re-
productor, se caracteriza por siete dominios trans-
membrana caracteristicos de receptores acoplados a
proteina G, pero carece del extremo C intracelular ti-
pico. La estructura poco frecuente y el dominio re-
gulador del GnRH-R son responsables de los aspec-
tos Unicos de la transduccién de sefial y de la regu-
lacién mediada por el receptor. E1 GnRH producido
en la presente memoria descriptiva puede usarse pa-
ra evaluar y seleccionar farmacos y andlogos de la
GnRH implicados en la activacién, regulacioén y des-
acoplamiento del receptor. Como alternativa, el ADN
del GnRH-E, los oligonucledtidos y/o las secuencias
antisentido o el GnRH-R, fragmentos peptidicos del
mismo, o anticuerpos frente a él pueden usarse en el
diagndstico y/o tratamiento de trastornos de la repro-
duccién.

Para mayor claridad del andlisis, la invencién se
describe en las siguientes subsecciones a modo de
ejemplo para el GnRH-R murino y humano. Sin em-
bargo, los principios se pueden aplicar de forma ana-
loga a los clones y expresar el GnRH-R de otras es-
pecies, y clonar y expresar otros receptores pertene-
cientes a la familia tnica de GnRH, es decir, tipos de
receptores de proteina G que carecen del extremo C
intracelular y se unen a la GnRH o a andlogos de la
misma.

5.1. Secuencia codificadora del GnRH-R

La secuencia nucleotidica codificadora (SEC ID
N° 1) y la secuencia de aminodcidos deducida (SEC
ID N° 2) para el GnRH-R murino se representan en
la figura 3. El marco de lectura abierto mas largo co-
difica una proteina de 327 aminoécidos de un PM de
aproximadamente 37.000. Se encuentran presente tres
sitios consenso de glucosilaciéon unidos a N, dos en el
extremo N y uno en el primer bucle extracelular (Fig.
3). El andlisis de hidrofobicidad de la proteina dedu-
cida revela siete tramos de aminodcidos altamente hi-
dréfobos con un 20-30% de similitud de secuencia
con otros receptores de proteina G, con el grado de
homologia mds elevado con el receptor de la interleu-
cina 8 (Fig. 4).

El GnRH-R es casi el miembro mds pequefio de
a superfamilia de receptores de proteina G, el pri-
mer bucle citopldsmico del GnRH-R es mads largo
que cualquier otro receptor de proteina G vy, al con-
trario que los otros receptores de proteina G, carece
de un extremo C citoplasmico polar. Aunque en el
GnRH-R hay residuos altamente conservados, tales
como las cisteinas de cada uno de los dos primeros
bucles extracelulares que estabilizan muchos recepto-
res, varias caracteristicas del GnRH-R son poco ha-
bituales. Por ejemplo, el dominio transmembrana II
de aspartato/glutamato altamente conservado, que se
sabe que es esencial para la funcién de muchos recep-
tores de proteina G, estd sustituido con asparagina.
Otra desviacion de otros receptores de proteina G es

3
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la sustitucién de una serina con la tirosina conserva-
da adyacente al dominio transmembrana III. Esto crea
un sitio de fosforilacién potencial, tinico del GnRH-
R, en un dominio crucial para la transduccion de sefal
de otros receptores de proteina G. También se encuen-
tran presentes otros posibles sitios de regulacion de la
fosforilacion (véase la Fig. 3).

La invencién también se refiere a genes del
GnRH-R aislados de seres humanos. El receptor de
GnRH humano se cloné mediante el uso de una son-
da con una biblioteca de ADNc de Agt10 de hipdfisis
humana con el inserto del receptor de GnRH de ratén
que se habia marcado con **P mediante cebado hexa-
mérico aleatorio. Para confirmar que el clon aislado
codificaba un GnRH-R humano funcional se inyecta-
ron transcritos de ARN sintético en ovocitos. Todos
los ovocitos en los que se inyecté el ARN desarrolla-
ron grandes corrientes de despolarizacién tras la ex-
posicién a GnRH, lo que indica que el fragmento de
ADN clonado codificaba un receptor funcional.

La secuencia nucleotidica codificadora (SEC ID
N°3) y la secuencia de aminodcidos deducida (SEC
ID N° 4) para el GnRH-R humano se representan en
la figura 9. La secuenciacion del clon humano identi-
fic6 un inserto de 2160 pb que contenia un marco de
lectura abierto de 984 pb. El marco de lectura abierto
codifica una proteina de 328 aminoécidos con un 90%
de identidad con la secuencia predicha del receptor de
ratoén.

Mediante andlisis de hidrofobicidad se identifi-
caron los siete dominios hidréfobos caracteristicos
de los receptores acoplados a proteina G. Como se
encontrd para la estructura predicha del receptor de
raton, el GnRH-R humano carece esencialmente de
cualquier dominio intracelular C-terminal. Hay dos
potenciales sitios de glucosilacién ligada a N, uno en
cada uno de los primeros dominios extracelulares. En
los dominios intracelulares se encuentran varios re-
siduos citopldsmicos de serina y treonina, que pue-
den servir cono sitios de regulacién de la fosforilacién
(Fig. 11).

Mediante andlisis por la técnica Northern, con
GnRH-R humano marcado radiactivamente como
sonda, se identific6 un transcrito de aproximadamente
4,7 kb en el ARN poli(A) de hipéfisis humana (FIG:
10). No se detect6 sefial alguna en el ARN poli(A) pu-
rificado de testiculos humanos o con un ADNc control
de B-actina humana.

Para determinar la extension de los dominios sin
traducir 5’ y 3’ del ARN se realizaron andlisis de PCR
de los aislados de fagos de la deteccidn selectiva en la
biblioteca principal. Se us6 un cebador oligonucleo-
tidico antisentido que representaba la secuencia cerca
del extremo 5’ del inserto de ADN ¢ del GnRH-R o
un cebador sentido cerca del extremo 3’ de la mis-
ma secuencia, junto con cebadores disefiados contra
el sitio de clonacién GT1 adyacente para establecer
el mapa de los clones no purificados. Los productos
mas largos identificados en la PCR tenian ~ 1,3 kb de
secuencia 5’ adicional y ~ 0,3 kb de secuencia 3’ adi-
cional. Estos datos sugieren que el ARNm del GnRH-
R contiene al menos 1,3 kb de secuencia 5’ sin tradu-
cir y 1,5 kb de secuencia 3’ sin traducir. En funcién
de los datos obtenidos con el andlisis por la técnica
Northern se sugiere que la secuencia sin traducir adi-
cional (< 1 kb) no esta contenida en ninguno de los
clones aislados.

Los miembros de la familia de GnRH-R se definen
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en la presente memoria descriptiva como los recepto-
res que se unen a la GnRH. Tales receptores pueden
demostrar aproximadamente un 80% de homologia a
nivel nucleotidico, e incluso una homologia del 90%
en el ambito de aminodcidos es tramos sustanciales
de secuencias localizadas en regiones fuera de los do-
minios transmembrana.

La clonacién de otros receptores en la familia de
los GnRH-R puede llevarse a cabo de varias formas
diferentes. Por ejemplo, la secuencia murina y huma-
na se puede usar para disefiar sondas oligonucleotidi-
cas degeneradas o completamente degeneradas que se
pueden usar como sondas de PCR o para realizar de-
tecciones selectivas en bibliotecas de ADNc deriva-
das de las células adecuadas que expresan el GnRH-
R, o genotecas(bibliotecas genémicas). El extremo N
y los bucles citopldsmicos (tanto intracelulares como
extracelulares) de las secuencias murinas y humanas
representadas en la Figura 3 y la figura 11, respectiva-
mente, pueden usarse de forma ventajosa para disefiar
tales sondas oligonucleotidicas, ya que estas regiones
deberian estar relativamente conservadas en la familia
de los GnRH-R.

Como alternativa se puede realizar la deteccién
selectiva en una biblioteca de ADNc de bacteri6fa-
gos, en condiciones de rigurosidad reducida, con un
fragmento marcado de forma radiactiva del clon de
GnRH-R murino o humano para aislar las proteinas
relacionadas con el GnRH-R. Como revisién de las
estrategias de clonacién que se pueden usar véase, por
ejemplo, Maniatis, 1989, Molecular Cloning, A La-
boratory Manual, Cold Springs Harbor Press, N.Y. y
Ausubel y col., 1989, Current Protocols in molecular
Biology, Green Publishing Associates y Wiley Inters-
cience, N.Y.

Las secuencias de nucledtidos que codifican un
GnRH-T, fragmentos, proteinas de fusién o equiva-
lentes funcionales de los mismos, se pueden usar para
generar moléculas de ADN recombinante que dirigen
la expresion del GnRH-R, o de un péptido, proteina de
fusién o equivalente funcional de los mismos funcio-
nalmente activos, en las células huésped adecuadas.
Como alternativa, las secuencias de nucleétidos que
hibridan con porciones del la secuencia del GnRH-R
también pueden usarse en los ensayos de hibridacién
de 4cido nucleico, andlisis Southern y técnica Nort-
hern, etc.

Debido a la degeneracién del cédigo genético, en
la prictica de la presente invencidn se pueden usar
otras secuencias de ADN que codifican sustancial-
mente la secuencia de aminoéacidos del GnRH-R, por
ejemplo la secuencia murina (SEC ID N° 2) represen-
tada en la Figura 3 o la secuencia humana o un equi-
valente funcional, para la clonacién y expresion del
GnRH-R. Tales secuencias de ADN incluyen aqué-
Ilas que son capaces de hibridar con la secuencia del
GnRH-R murino y humano en condiciones estrictas,
0 que serian capaces de hibridar en condiciones es-
trictas pero por la degeneracién del c6digo genético.
Las condiciones estrictas se pueden ajustar de varios
modos. Por ejemplo, cuando se realiza la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR), se puede ajustar la
temperatura a la que tiene lugar la hibridacién de los
cebadores con el molde o la concentracién del MgCl,
en el tamp6n de reaccién. Cuando se usan fragmen-
tos de ADN u oligonucleétidos marcados de forma
radiactiva para ponen contacto los filtros con sondas
la rigurosidad se puede ajustar mediante cambios en
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la fuerza i6nica de las soluciones de lavado o con el
control cuidadoso de la temperatura a la que se llevan
a cabo los lavados del filtro.

Entre las secuencias de ADN alteradas que se pue-
den usar se incluyen deleciones, adiciones o susti-
tuciones de distintos residuos nucleotidicos que dan
como resultado una secuencia que codifica el mis-
mo o un producto génico funcionalmente equivalen-
te. El propio producto génico puede contener delecio-
nes, adiciones o sustituciones de residuos de aminoa-
cidos en la secuencia del GnRH-R, que tiene como
resultado un cambio silente que, por tanto, produce
un GnRH-R funcionalmente equivalente. Tales sus-
tituciones de aminoécidos pueden realizarse sobre la
base de la similitud de polaridad, carga, solubilidad,
hidrofobicidad, hidrofilia y/o la naturaleza anfipati-
ca de los residuos implicados. Por ejemplo, entre los
aminodcidos con carga negativa se incluyen 4cido as-
partico y 4cido glutdmico; los amino4cidos con carga
positiva se incluyen lisina y arginina; entre los ami-
noécido con cabezas polares sin carga que tienen va-
lores similares de hidrofilia se incluyen los siguientes:
leucina, isoleucina, valina, glicina, anilina, asparagi-
na, glutamina, serina, treonina, fenilalanina, tirosina.
Como se usa en la presente memoria descriptiva, un
GnRH-R funcionalmente equivalente se refiere a un
receptor que se une a la GnRH, aunque no necesaria-
mente con la misma afinidad de unién que su GnRH-
R homdlogo nativo.

Las secuencias de ADN de la invencién pueden
someterse a técnicas de ingenieria genética para al-
terar la secuencia codificadora del GnRH-R para una
variedad de fines, incluidas, pero no limitadas a ellas,
alteraciones que modifican el procesamiento y la ex-
presion del producto génico. Por ejemplo, se pueden
introducir mutaciones mediante técnicas bien conoci-
das en la materia, por ejemplo, mutagénesis dirigida,
para insertar nuevos sitios de restriccion, para alterar
los patrones de glucosilacién, fosforilacion, etc. Por
ejemplo, en ciertos sistemas de expresion tales como
levaduras, las células huésped pueden glucosilar en
exceso el producto génico. Cuando se usan tales sis-
temas de expresion puede ser preferible alterar las se-
cuencias codificadoras del GnRH-R para eliminar los
sitios de glucosilacién ligada a N; por ejemplo, en la
secuencia murina esto se puede llevar a cabo mediante
la alteracion de uno o més sitios de glucosilacién indi-
cados en la figura 3. En otra forma de realizacion de la
invencién, el GnRH-R o una secuencia del GanRH-R
modificada puede estar ligada a una secuencia heterd-
loga para codificar una proteina de fusién. La proteina
de fusién puede someterse a ingenierfa genética para
que contenga un sitio de escision localizado entre la
secuencia de GnRH-R y la secuencia proteica hetero-
loga, de forma que el GnRH-R se pueda escindir del
resto heterélogo.

La secuencia codificadora del GnRH-R podria sin-
tetizarse, toda o parte, con procedimientos quimicos
bien conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo, Ca-
ruthers y col., 1980, Nuc. Acids. Res. Symp. Ser. 7:
215-233; Cres y Hornm, 180,m Nuc. Acids. Res. 9
(10):2331; Matteucci y Caruthers, 1980, Tetrahedron
Letters, 21: 719; y Chow y Kempe, 1981, Nuc. Acids
Res. 9 (12): 2807-2817. Como alternativa, la propia
proteina podria producirse mediante procedimientos
quimicos para sintetizar todo o parte de la secuencia
aminoacidica del GnRH-R. Por ejemplo, los péptidos
se pueden sintetizar mediante técnicas de fase soli-
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da, escindirse d la resina y purificarse mediante cro-
matografia liquida de alto rendimiento. (Por ejemplo,
véase Creighton, 1983, Proteins Structures And Mo-
lecular Principles, W. H. Freeman y Co., N. Y.. pagi-
nas 50-60). La composicion de los péptidos sintéticos
puede confirmarse mediante andlisis o secuenciacién
de los aminoécidos (por ejemplo, con el procedimien-
to de degradacién de Edman; véase Creighton, 1983,
Proteins, Structures and Molecular Principles. W. H.
Freeman y Co., N. Y., pdginas 34-49).

5.2. Expresion del GnRH-R

Con el fin de expresar un GnRH-R biolégicamen-
te activo, la secuencia de nucledtidos que codifica el
GnRH-R, o un equivalente funcional como se ha des-
crito antes en la Seccidn 5.1, se inserta en un vector
de expresion adecuado, es decir, un vector que con-
tiene los elementos necesarios para la transcripcion y
la traduccion de la secuencia codificadora insertada.
Los productos génicos GnRH-R, asi como las células
huésped o las lineas celulares sometidas a transfec-
cion o a transformacion con vectores de expresion del
GnRH-R recombinante se pueden usar para una varie-
dad de propdsitos. Estos incluyen, aunque no se limita
a ellos, la generacion de anticuerpos (es decir, mono-
clonales o policlonales) que se unan al receptor, in-
cluidos los que inhiben de forma competitiva la unién
a la GnRH y “neutralizan” la actividad de la GnRH;
la deteccién y seleccién de andlogos de la GnRH o
farmacos que actdan a través del GnRH-R, etc.

5.2.1. Sistemas de expresion

Para construir los vectores de expresién que
contengan la secuencia codificadora del GnRH-R
y seflales adecuadas del control de la transcrip-
cién/traduccion se pueden usar procedimientos bien
conocidos para el experto en la técnica. Entre estos
procedimientos se incluyen técnicas de ADN recom-
binante in vitro, técnicas sintéticas y recombinacién
genética/recombinacién in vivo. Véase, por ejemplo,
las técnicas descritas en Maniatis y col., 1989, Mo-
lecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring
Harbor Laboratory, N. Y. y Ausubel y col., 1989,
Current Protocols in molecular Biology, Greene Pu-
blishing Associates y Wiley Interscience, N. Y.

Se puede usar una variedad de sistemas de vec-
tores de expresion en huéspedes para expresar la se-
cuencia codificadora del GnRH-R. Entre estos se in-
cluyen, pero no se limita a ellos, microorganismos ta-
les como bacterias transformadas con vectores de ex-
presion de ADN recombinante de bacteriéfagos, de
ADN plasmidico o de ADN de césmido que contie-
nen la secuencia codificadora del GnRH-R; levaduras
transformadas con vectores de expresion de levadu-
ras recombinantes que contienen la secuencia codi-
ficadora del GnRH-R; sistemas de células de insec-
tos infectados con vectores de expresion de virus re-
combinantes (por ejemplo, baculovirus) que contie-
nen la secuencia codificadora del GnRH-R; sistemas
de células vegetales infectados con vectores de ex-
presiéon de virus recombinantes (por ejemplo, virus
del mosaico de la coliflor, VMC; virus del mosaico
del tabaco, VMT) o transformadas con vectores de
expresion plasmidicos recombinantes (por ejemplo,
plasmido Ti) que contienen la secuencia codificadora
del GnRH-R, o sistemas de células animales infecta-
das con vectores de expresion de virus recombinan-
tes (por ejemplo, adenovirus, virus de la vacuna), in-
cluidas las lineas celulares sometidas a ingenieria ge-
nética para que contengan multiples copias del ADN

5
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del GnRH-R, bien amplificado de forma estable (por
ejemplo, CHO/dhfr) o amplificadas de forma inesta-
ble en minicromosomas (por ejemplo, lineas celulares
murinas).

Los elementos de expresion de estos sistemas va-
rian en sus resistencias y especificidades. En funcién
del sistema de vectores/huésped utilizado, en el vec-
tor de expresion se puede usar cualquiera de una se-
rie de elementos de la transcripcion y de la traduccién
adecuados, incluidos promotores constitutivos e indu-
cibles. Por ejemplo, cuando se clona en sistemas bac-
terianos, se pueden usar promotores inducibles tales
como el pL del bacteriéfago v, plac, prtrp, pteo (pro-
motor hibrido ptrp-lao) y similares; cuando se clona
en sistemas de células de insectos, se pueden usar pro-
motores tales como el promotor de polihedrina del
baculovirus; cuando se clona en sistemas de células
vegetales, se pueden usar promotores derivados del
genoma de las células vegetales (por ejemplo, promo-
tores del choque térmico; el promotor de la subunidad
pequeifia de la RUBISCO; el promotor de la proteina
de unién a/b a la clorofila) o de virus vegetales (por
ejemplo, el promotor del ARN 35 s del CaMV, el pro-
motor de la proteina de la cubierta del TMV); cuando
se clona en sistemas de células de mamifero, se pue-
den usar promotores derivados del genoma de las cé-
lulas de mamifero (por ejemplo, el promotor de la me-
talotionefna) o de virus de mamiferos (por ejemplo,
el promotor tardio de adenovirus; el promotor 7,5K
del virus de la vacuna); cuando se generan lineas ce-
lulares con multiples copias del ADN del GnRH-R,
se pueden usar vectores basados en los SV40, BPV y
EBV con un marcador seleccionable adecuado.

En los sistemas bacterianos se puede seleccionar
de forma ventajosa una serie de vectores de expre-
sién segun el uso que se pretende hacer del GnRH-
R expresado. Por ejemplo, cuando se quieren produ-
cir cantidades grandes de GnRH-R para la generacién
de anticuerpos, pueden ser deseables los vectores que
dirigen la expresion de niveles elevados de produc-
tos proteicos de fusidon que se purifican con facilidad.
Entre tales vectores se incluyen, pero no se limita a
ellos, el vector de expresion de E. coli pUR278 (Rut-
her y col., 1983, EMBO J., 2: 1791), en el que la se-
cuencia codificadora de GnRH-R puede estar ligada
en el vector en el marco con la regién codificadora
lac Z de modo que se produzca una proteina hibrida
AS-kacZ; vectores pIN (Inouye e Inouye, 1985, Nu-
cleic acids Res. 13: 3101-3109; Van Heeke y Schus-
ter, 1989, J. Biol. Chem. 264; 5503-5509) y similares.
También se pueden usar vectores pGEX para expresar
polipéptidos extrafios como proteinas de fusién con la
glutatién-S-transferasa (GST). En general, tales pro-
teinas de fusion son solubles y pueden purificarse con
facilidad de las células lisadas mediante adsorcion a
perlas de glutation-agarosa, seguido por la elucién en
presencia de glutatién libre. Los vectores pGEX se di-
seflan para que incluyan sitios de escision por la pro-
teasa del factor Xa o de la trombina, de forma que el
polipéptido clonado de interés se pueda liberar desde
el resto GST.

En levaduras, se puede usar una serie de vectores
que contienen promotores constitutivos o inducibles.
Como revision, véase Current Protocols in Molecu-
lar Biology, vol. 2, 1988, Ed. Ausubel y col., Gree-
ne Publish. Assoc. & Wiley Interscience, Cap. 13;
Grant y col., 1987, Expression and Secretion Vec-
tors for Yeast. En Methods in Ezymology, Eds. WU
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y Grossman, 1987, Acad. Press., N. Y., vol. 153, pa-
ginas 516-644; Glover, 1988, DNAA cloning, vol. I,
IRL Press Wash. D.C., Cap. 3 y Bitter, 1987, Hetero-
logous Gene Expression in Yeast, Methods in Enzy-
mology, Eds. Berger y Kimmel, Acad. Press., N. Y.,
vol. 152, pédginas 673-684 y The Molecular Biology
of The Yeast Saccharomyces, 1982, Eds. Strathern y
col., Cold Spring Harbor Press., Vol. I y II.

En los casos en los que se usan vectores de expre-
sién en plantas, la expresion de la secuencia codifi-
cadora del GnRH-R puede impulsarse por cualquie-
ra de una serie de promotores. Por ejemplo, se pue-
den usar promotores virales tales como los promoto-
res del ARN 35S y del ARN 19S del CaMV (Bris-
son y col., 1984, Nature 310: 511-514) o el promo-
tor de la proteina de la cubierta del TMV (Takamatsu
y col., 1987, EMBO J. 6: 307-311); como alternati-
va, se pueden usar promotores vegetales tales como
el promotor de la subunidad pequefia de la RUBISCO
(Coruzzi y col., 1984, EMBO 1J. 3: 1671-1680; Bro-
glie y col., 1984, Science 224: 838-843) o del cho-
que térmico, por ejemplo, hsp 17.5-E o hsp 17.3-B
de soja (Gurley y col., 1986, Mol. Cel. Biol. 8: 559-
565). Estas construcciones se pueden introducir en las
células vegetales usando plasmidos Ti, pldsmidos RI,
vectores de virus vegetales, transformacién directa de
ADN, microinyeccion, electroporacion, etc. Como re-
vision de tales técnicas, véase, por ejemplo, Welssba-
ch y Weissbach, 1988, Methods for Plan Molecular
Biology, Academic Press, NY, Seccién VIII, pdginas
421-483 y Grierson y Corey, 1988, Plant Molecular
Biology, 2% ed., Blackie, Londres, Cap. 7-9.

Un sistema de expresion alternativo que podria
usarse para expresar GnRH-R es un sistema en in-
sectos. En uno de tales sistemas, el virus de la poli-
hidrosis nuclear Autographa californica (AcNPV) se
usa como vector para expresar genes extrafios. El vi-
rus crece en células de Spodoptera frugiperda. La se-
cuencia que codifica el GnRH-R puede clonarse en
regiones no esenciales (por ejemplo en el gen de poli-
hedrina) del virus y situarse bajo el control de un pro-
motor de AcPNV (por ejemplo, el promotor de po-
lihedrina). La insercion satisfactoria de la secuencia
codificadora de GnRH-R tendra como resultado la in-
activacion del gen de la polihedrina y la produccién
de virus recombinante no ocluido (es decir, virus que
carece de la cubierta proteindcea codificada por el gen
de la polihedrina). A continuacidn, estos virus recom-
binantes se usan para infectar células de Spodoptera
frugiperda en las que se expresa el gen insertado. (Por
ejemplo, véase Smith y col., 1983, J. Virol. 46: 584;
Smith, patente de EE.UU. n° 4.215.051).

En células huésped de mamiferos se puede utili-
zar una serie de sistemas de expresion con base viral.
En los casos en los que se usa adenovirus como vec-
tor de expresion, la secuencia que codifica el GnRH-
R se puede ligar a un complejo de control de trans-
cripcién/traduccion, por ejemplo, el promotor tardio
y la secuencia lider tripartita. Después, este gen qui-
mérico se puede insertar en el genoma del adenovirus
mediante recombinacién in vitro o in vivo. La inser-
cién en una regién no esencial del genoma viral (por
ejemplo, la regién E1 o E3) dard lugar a un virus re-
combinante viable y capaz de expresar GnRH-R en
huéspedes infectados. (Por ejemplo, véase Logan y
Shenk, 1984, Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 81: 3655-
3659). Como alternativa, se puede usar el promotor
7,5K del virus de la vacuna. (Por ejemplo, véase Mac-
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kett y col., 1982, Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 79:
7415-7419; Mackett y col., 1984, J. Virol. 49: 857-
864; Panicall y col., 1982, Proc. Natl. Acad. Sci. 79:
4927-4931).

Para una traduccion eficaz de secuencias codifica-
doras de GnRH-R insertadas también se pueden re-
querir sefiales de iniciaciéon especificas. Entre estas
sefiales se incluyen el codén de iniciacién ATG y las
secuencias adyacentes. En los casos en los que la to-
talidad del gen de GnRH-R, incluido su propio co-
don de iniciacién y las secuencias adyacentes, se in-
serta en el vector de expresiéon adecuado, puede que
no sean necesarias sefiales adicionales de control de
la traduccién. Sin embargo, en los casos en los que se
inserta s6lo una porcién de la secuencia codificado-
ra del GnRH-R, deberan proporcionarse sefiales exo-
genas de control de la traduccién, incluido el codén
de iniciacion ATG. Ademas, el codon de iniciacion
debe estar en fase con el marco de lectura de la se-
cuencia codificadora de GnRH-R para garantizar la
traduccién de todo el inserto. Estas sefiales exdgenas
de control de la traduccidén y los codones de iniciacién
pueden tener una variedad de origenes, tanto natura-
les como sintéticos. La eficacia de la expresion puede
intensificarse mediante la inclusién de los adecuados
elementos intensificadores de la transcripcion, termi-
nadores de la transcripcion, etc. véase, Bitter y col.,
1987, Methods in Enzymol, 153: 516-544).

Ademds, puede seleccionarse una cepa de célu-
las huésped que modifica la expresion de las secuen-
cias insertadas, o modifica y procesa el producto gé-
nico del modo especifico deseado. Tales modificacio-
nes (por ejemplo, glucosilacién) y procesamiento (por
ejemplo, escision) de los productos proteicos pueden
ser importantes para la funcién de la proteina. Dife-
rentes células huésped poseen mecanismos caracteris-
ticos y especificos para el procesamiento y la modifi-
cacién postraduccionales de las proteinas. Se pueden
escoger lineas celulares o sistemas de huésped ade-
cuados para garantizar la modificacién y el procesa-
miento correctos de la proteina extrafia expresada. Pa-
ra este fin, las células huésped eucariéticas que poseen
la maquinaria celular para el procesamiento adecuado
del transcrito primario, se pueden usar glucosilacién y
fosforilacion del producto génico. Entre tales células
huésped de mamifero se incluyen, aunque no se limi-
ta a ellas, CHO, VERO, BHK, HeLa, COS, MDCK,
293, W138, etc.

Para la produccioén a largo plazo y con rendimien-
to elevado de proteinas recombinantes se prefiere la
expresion estable. Por ejemplo, se pueden someter a
ingenieria genética las lineas celulares que expresan
de forma estable el GnRH-R. En lugar de usar vec-
tores de expresion que contienen origenes de replica-
cién virales, las células huésped se pueden transfor-
mar con el ADN del GnRH-R controlado por elemen-
tos adecuados de control de la expresién (por ejemplo,
promotor, intensificador, secuencias, terminadores de
la transcripcidn, sitios de poliadenilacién, etc.) y un
marcador seleccionable. Tras la introduccién de ADN
extrafio, puede dejarse crecer las células sometidas a
ingenieria genética durante 1-2 dias en medio enri-
quecido y después se cambian a un medio selectivo.
El marcador seleccionable en el pldsmido recombi-
nante confiere resistencia a la seleccién y permite que
las células se integren de forma estable en los cromo-
somas del plasmido y crezcan para formar focos que
a su vez pueden clonarse y expandirse en las lineas
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celulares. Este procedimiento puede usarse de forma
ventajosa para someter a ingenieria genética las li-
neas celulares que expresan el GnRH-R en la superfi-
cie celular y que responden a la sefial de transduccién
mediada por GnRH. Tales lineas celulares producidas
por ingenieria genética son particularmente ttiles en
la deteccion selectiva de andlogos de la GnRH.

Se puede usar una serie de sistemas de seleccion,
incluidos, aunque no limitados a ellos, la timidinqui-
nasa del virus del herpes simple (Wigler y col., 1977,
Cell, 11:223), la hipoxantina-guanina fosforribosil-
transferasa (Szybalska y Szybalski, 1962, Proc. Na-
tl. Acad. Sci. USA 48: 2026) y la adenina fosforri-
bosiltransferasa (Lowy y col., 1980, Cell 22: 817),
los genes se pueden emplear en células tk™, hgprt™ o
aprt”, respectivamente. Asimismo, se puede usar re-
sistencias a antimetabolitos como base de seleccién
de los genes dhfr, que confiere resistencia a meto-
trexato (Wigler y col., 1980, Natl. Acad. Sci. USA
77:3567; O’Hare y col., 1981, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 78: 1527); gpt, que confiere resistencia a 4ci-
do micofendlico (Mulligan y Berg, 1981), Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 78: 2072); neo, que confiere resis-
tencia al aminoglucésido G-418 (Col-berre-Garapin y
col., 1981, J. Mol. Biol., 150:1) e higro, que confiere
resistencia a higromicina (Santerre y col., 1984, Ge-
ne 30: 147). Recientemente se han descrito mas genes
seleccionables, a saber, trpB, que permite que las cé-
lulas usen indol en lugar de triptéfano; hisD, que per-
mite que las células usen histinol en lugar de histidi-
na (Hartman y Mulligan, 1988, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 85: 8047) y ODC (ornitina descarboxilasa), que
confiere resistencia al inhibidor de la ornitina descar-
boxilasa, 2-(difluorometil)-DL-ornitina, DFMO (Mc-
Conlogue L., 1987, En: Current Communications in
Molecular Biology, Cold Spring Harbor Laboratory
ed.)

En una forma de realizacién especifica, descri-
ta en la presente memoria descriptiva, el ADNc de
GnRH-R humano se subcloné en un vector de ex-
presién, pSV2A, que contienen el promotor temprano
SV40. Células COS-1 se sometieron a transfeccion
con la construccién pSV2A-GnRH-R humano usan-
do el procedimiento DEAE-dextrano de transfeccién
(Keown, W. A., y col., 1990, en Methods of Enzymo-
logy, V1, 185 (Goeddel, D. V., ed.), paginas 527-537
Academic Press, Nueva York). En los experimentos
realizados con membranas de células COS-1 someti-
das a transfeccidn se indic6 que el receptor expresado
de forma heterdloga era capaz de unirse a la GnRH.
También se encontré que la unién del ligando esta-
ba acoplada al metabolismo del fosfato de inositol, lo
que indica que las células COS-1 sometidas a trans-
feccion expresaban un GnRH-R humano funcional.

5.2.2. Ildentificacion de transfectantes y transfor-
mantes que expresan GnRH-R

Las células huésped que contienen la secuencia
codificadora y que expresan el producto génico bio-
l6gicamente activo pueden identificarse mediante al
menos cuatro abordajes generales: (a) hibridacién
ADN-ADN o ADN-ARN; (b) presencia o ausencia de
funciones génicas “marcadoras”; (c) valorar el nivel
de transcripcion medido por la expresion de los trans-
critos de ARNm del GnRH-R en la célula huésped;
y (d) deteccion del producto génico medido mediante
inmunoensayo o mediante su actividad biolégica.

En el primer abordaje, la presencia de la secuencia
codificadora de GnRH-R insertada en el vector de ex-
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presion se puede detectar mediante hibridacién ADN-
ADB o ADN-ARN usando sondas que comprenden
secuencias de nucledtidos homoélogas a la secuencia
codificadora del GnRH-R, respectivamente, o sus por-
ciones o derivados.

En el segundo abordaje, el sistema huésped/vector
de expresion recombinante se puede identificar y se-
leccionar en funcién de la presencia o la ausencia
de ciertas funciones génicas “marcadoras” (por ejem-
plo, actividad timidina quinasa, resistencia a antibi6-
ticos, resistencia a metotrexato, fenotipo de transfor-
macién, formacion de cuerpos de oclusién en baculo-
virus, etc.). Por ejemplo, si la secuencia codificadora
de GnRH-R se inserta dentro de una secuencia génica
marcadora del vector, los recombinantes que contie-
nen la secuencia codificadora de GnRH-R se puede
identificar por la ausencia de la funcién génica mar-
cador. Como alternativa, se puede colocar un gen mar-
cador en tdndem con la secuencia de GnRH-R bajo el
control del mismo promotor o de otro distinto usado
para controlar la expresién de la secuencia codifica-
dora de GnRH-R. La expresion del marcador como
respuesta a la induccién o seleccion indica la expre-
sién de la secuencia codificadora de GnRH-R.

En el tercer abordaje, la actividad transcripcional
de la regién codificadora de GnRH-R se puede va-
lorar mediante ensayos de hibridacién. Por ejemplo,
el ARN se puede aislar y analizar mediante técnica
Northern con una sonda homéloga a la secuencia co-
dificadora de GnRH-R o a porciones concretas del
mismo. Como alternativa, se puede extraer el total de
dcidos nucleicos y analizar mediante hibridacién a ta-
les sondas.

En el cuarto abordaje, la expresion del producto
génico GnRH-R se puede valorar inmunolégicamen-
te, por ejemplo mediante andlisis por inmunotransfe-
rencia, inmunoensayos tales como radioinmunopreci-
pitacién, inmunoensayos ligados a enzimas y simila-
res. Sin embargo, la tdltima prueba del éxito del sis-
tema de expresion implica la deteccién del producto
génico GnRH-R bioldgicamente activo. Se puede usar
una serie de ensayos para detectar la actividad del re-
ceptor, incluidos, pero no limitados a ellos, ensayos
de unién a GnRH y ensayos biolégicos de GnRH con
lineas celulares producidas mediante ingenieria gené-
tica como sustrato de la prueba.

En una forma de realizacién especifica descrita en
la presente memoria descriptiva se prepararon mem-
branas celulares de células COS-1 sometidas a trans-
feccién con un vector de expresién recombinante que
contenia el ADNc del GnRH-R humano. La expresion
del GnRH-R humano se detecté usando un andlogo
a la GnRH marcado con '®I. Ademds, la expresion
de GnRH-R bioldgicamente activo se podria detectar
en células sometidas a transfeccién mediante la medi-
cién de los niveles de produccion de fosfato de inosi-
tol (IP) estimulados por GnRH, como se describe en
la seccién 7.15.

5.2.3. Recuperacion del GnRH-R

Una vez que se ha identificado un clon que produ-
ce niveles elevados de GnRH-R biol6égicamente ac-
tivo, el clon se puede expandir y usar para producir
cantidades grandes del receptor, que puede purificarse
con técnicas bien conocidas en la materia, incluidas,
pero no limitadas a ellas, purificaciéon por inmunoafi-
nidad, procedimientos cromatograficos en los que se
incluye la cromatograffa liquida de alto rendimiento,
la cromatografia de afinidad con ligando inmoviliza-
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do tal como GnRH o andlogos de la misma unida a
perlas, purificacién por inmunoafinidad con anticuer-
pos y similares.

Cuando la secuencia codificadora del GnRH-R se
somete a ingenieria genética para que codifique una
proteina de fusion escindible, la purificacion se puede
llevar a cabo con facilidad usando técnicas de purifi-
cacion por afinidad. Por ejemplo, una secuencia con-
senso de reconocimiento de la escisién de colagena-
sa se puede introducir mediante ingenieria genética
entre el extremo carboxi del GnRH-R y la proteina
A. La proteina de fusién resultante se puede purificar
con facilidad mediante una columna de IgG que se
une al resto de proteina A. E1 GnRH-R sin condensar
se puede liberar facilmente de la columna mediante
tratamiento con colagenasa. Otro ejemplo seria el uso
de vectores pGEX que expresan polipéptidos extrafios
como proteinas de fusién con glutatién S-transferasa
(GST). La proteina de fusién se puede someter a téc-
nicas de ingenieria genética con sitios de escision de
trombina o del factor Xa entre el gen clonado y el res-
to GST. La proteina de fusion puede purificarse con
facilidad a partir de extractos celulares mediante ad-
sorcién a perlar de glutation agarosa, seguido por elu-
cion en presencia de glutation. En este aspecto de la
invencion, cualquier sitio de escisién o sustrato enzi-
matico de escision se pueden introducir mediante in-
genieria genética entre la secuencia de GnRH-R y un
segundo péptido o proteina que tenga un par de unién
que podria usarse para la purificacion, por ejemplo,
cualquier antigeno para el que se pueda preparar una
columna de inmunoafinidad.

5.3. Generacion de anticuerpos que definen el GnRH-
R

Para la produccién de anticuerpos frente a epito-
pos del GnRH-R producido de forma recombinan-
te se pueden usar varios procedimientos conocidos
en la técnica. Los anticuerpos neutralizantes, es de-
cir, aquellos que compiten por el sitio de unién a la
GnRH del receptor se prefieren especialmente para
usos diagndsticos. Tales anticuerpos incluyen, pero
no se limita a ellos, anticuerpos policlonales, mono-
clonales, quiméricos, de cadena sencilla, fragmentos
Fab y fragmentos producidos mediante una biblioteca
de expresion de Fab.

Para la produccion de anticuerpos, se pueden in-
munizar varios animales huésped mediante inyeccién
con el GnRH-R, incluidos, pero no limitados a ellos,
conejos, ratones, ratas, etc. Se pueden usar varios ad-
yuvantes para aumentar la respuesta inmunitaria, de-
pende de las especies huésped, incluidos pero no li-
mitados a ellos, adyuvante de Freund (completos e in-
completos), geles minerales tales como hidréxido de
aluminio, sustancias de superficie activa tales como li-
solecitina, polioles plurénicos, polianiones, péptidos,
emulsiones oleosas, hemocianina de lapa, dinitrofe-
nol y adyuvantes humanos potencialmente ttiles tales
como BCG (bacilos de Calmette-Guerin) y coryne-
bacterium parvum.

Los anticuerpos monoclonales frente a GnRH-R
se pueden preparar mediante el uso de cualquier téc-
nica que proporcione la produccién de moléculas de
anticuerpo mediante cultivos continuos de lineas celu-
lares. Entre estas seincluyen, pero no se limita a ellas,
la técnica del hibridoma descrita en un principio por
Kohler y Millstain (Nature, 1975, 256: 495-497), la
técnica del hibridoma de células B humanas (Kosbor
y col., 1983, Immunology Today, 4: 72; Cols y col.,
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1983, Proc. Natl. Acad. Sci., 80: 2026-2030) y la téc-
nica del hibridoma -EBV (Cols y col., 1985, Mono-
clonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss,
Inc., paginas 77-96). Ademas, se pueden usar técni-
cas desarrolladas para la produccion de “anticuerpos
hibridos” (Morrison y col., 1984, Proc. Natl. Acad-
Sci. 81: 6851-6855; Neuberger y col., 1984, Natu-
re, 312: 604-608; Takeda y col., 1985, Nature, 314:
452-454) mediante el corte de genes de una molécu-
la de anticuerpo de ratén de la adecuada especifici-
dad antigénica junto con los genes de una molécula
de anticuerpo humano de la adecuada actividad biol6-
gica. Como alternativa, se pueden adaptar las técnicas
descritas para la produccion de anticuerpos de cadena
sencilla (patente de los EE.UU. 4.946.778, para pro-
ducir anticuerpos de cadena sencilla especificos del
GnRH-R.

Los fragmentos de anticuerpos que contienen si-
tios de unién especifica de GnRH-R se pueden ge-
nerar mediante técnicas conocidas. Por ejemplo, en-
tre tales fragmentos se incluyen, pero no se limita
a ellos,: fragmentos F(ab’), que se pueden producir
mediante digestion con pepsina de la molécula de an-
ticuerpo, y los fragmentos Fab que se pueden gene-
rar mediante la reduccién de los puentes disulfuro de
los fragmentos F(ab’),. Como alternativa se pueden
construir genotecas de expresién de Fab (Huse y col.,
1989, Science, 246: 1275-1281) para permitir la iden-
tificacién rapida y fécil de fragmentos Fab monoclo-
nales con la especificidad deseada a GnRH-R.

5.4 Usos de GnRH-R, ADN vy lineas celulares produ-
cidas por ingenieria genética

El ADN del GnRH-R, los oligonucleétidos anti-
sentido, los productos de la expresion de GnRH-R,
los anticuerpos y las lineas celulares producidas por
ingenieria genética descritos antes tienen una serie de
usos para el diagnéstico y el tratamiento de trastornos
de la reproduccidn y en el disefio y descubrimiento de
farmacos.

Por ejemplo, la secuencia de ADN del GnRH-R
puede usarse en los ensayos de hibridacién de biop-
sias para el diagnéstico de anomalias de la expresion
de GnRH-R; por ejemplo, andlisis Southern o Nort-
hern, incluidos ensayos de hibridacién in vitro. En
aplicaciones terapéuticas, las moléculas antisentido o
de ribozima disefiadas sobre la base de la secuencia
de ADN del GnRH-R puede usarse para bloquear el
transporte y la expresion del producto génico GnRH-
R. A este respecto, se prefieren los oligonucle6tidos
derivados del sitio de iniciacién de la traduccidn, por
ejemplo entre las regiones -10 y +10 de la secuencia
nucleotidica del GnRH-R. Como alternativa, se po-
dria usar el ADN del GnRH-R en el enfoque de tera-
pia génica para introducir el gen recombinante normal
en las células defectivas de un individuo o para corre-
gir una mutacién enddgena con el fin de reconstituir
el GnRH-R y su funcioén.

Se pueden usar anticuerpos especificos para
GnRH-R para determinar el patrén de expresion del
receptor en tejido de biopsia o para técnicas de ima-
gen diagndsticas in vivo; en tales aplicaciones se
pueden preferir los anticuerpos “neutralizantes”. Por
ejemplo, se podria administrar a un paciente un anti-
cuerpo conjugado con un compuesto de imagen para
“realizar el mapa” de las localizaciones y la distribu-
cién del GnRH-R in vivo.

El propio GnRH-R, o un fragmento con el sitio
de unién a GnRH. Podria administrarse in vivo. El
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GnRH-R libre o el fragmento peptidico podrian unirse
de forma competitiva a la GnRH e inhibir su interac-
cion con el receptor nativo in vivo.

La estimulacién de una respuesta de anticuerpos,
especifica para el GnRH-R, puede usarse como me-
dio anticonceptivo. Por ejemplo, se pueden inmuni-
zar varios animales huésped mediante inyeccién con
GnRH-R o proteina de fusiéon de GnRH-R, lo que
conduce a la estimulacién de su sistema inmunitario
y la produccién de anticuerpos antiGnRH-R circulan-
tes.

Las lineas celulares producidas por ingenieria ge-
nética que expresan el GnRH-R y responden a la
transduccién de sefial pueden utilizarse para detectar
e identificar andlogos de GnRH bioldgicamente acti-
vos, es decir, agonistas o antagonistas. Se pueden pro-
ducir mediante ingenieria genética animales transgé-
nicos que contengan el ADN de GnRH-R como trans-
gén para comprobar los efectos de tales agonistas o
antagonistas in vivo.

Recientemente, se han desarrollado modelos ge-
nerados por ordenador de las interacciones ligando-
receptor y en una forma de realizacién preferida de
la invencion, la informacién derivada de los modelos
por ordenador de GnRH-R pueden usarse parra dise-
flar agonistas o antagonistas del receptor. Se han pu-
blicado alrededor de 74 secuencias distintas de GPR
(receptores acoplados a proteina G) y las alineaciones
de la secuencia con secuencias de GnRH-R puede fa-
cilitar la comprensién del papel de ciertas secuencias
proteicas en la determinacién de la unién al ligando y
la regulacion. Los cambios realizados en las secuen-
cias de GnRH-R, usando , por ejemplo, técnicas para
mutagénesis dirigida a sitio, y la expresion de recep-
tores mutantes en lineas celulares se pueden usar para
definir el papel funcional de determinadas regiones y
residuos del receptor.

6. Ejemplo
Clonacion de un GnRH-R murino funcional

En las subsecciones siguientes se describe la clo-
nacién de un ADN complementario que representa el
GnRH-R de ratén y confirma su identidad mediante
el uso de expresién en ovocitos de Xenopus. La in-
yeccion de transcrito de ARN sentido conduce a la
expresion de un GnRH-R funcional de alta afinidad.
Sin embargo, la expresiéon de GnRH-R usando ARN
de linea celular gonadotropa se bloquea con un oligo-
nucledtido antisentido. La hibridacién in sifu en ade-
nohipdfisis de rata revela una distribucion caracterfsti-
ca del GnRH-R. La secuencia de nucleétidos codifica
una proteina de 327 aminodcidos que tiene los siete
dominios transmembrana posibles caracteristicos de
los receptores acoplados a proteina G, pero que care-
ce de un extremo C intracelular tipico. La estructura
poco habitual y el nuevo potencial dominio regulador
del GnRH-R pueden explicar aspectos unicos de su
transduccién y regulacion de sefial.

6.1 Materiales y procedimientos

Los farmacos se obtuvieron de las siguientes fuen-
tes: el antagonista de GnRH [D-Phe*®,Pro*]-GnRH
(Bachern, Torrance, CA), buserelina (D-Ser(But)®,
Pro’-N-etilamida GnRH) Hoerchst-Roussel Pharma-
ceuticals (Somerville, NJ). Los demds productos qui-
micos se obtuvieron de Sigma Chemical Co. (St.
Louis, MO). El cuidado de los animales seguia las
normas dictadas en la Guia NIH para el Cuidado y
Uso de Animales de Laboratorio.
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6.1.1. Microinyeccion y registro en ovocitos

Hembras adultas de Xenopus laevis (Nasco, Ft.
Atkinson, WI) se mantuvieron a 18-20°C y en un ci-
clo de dia/noche de 15h/9h. Los ovocitos se prepara-
ron para la inyeccién y las respuestas se registraron
como se ha descrito antes (Sealfon y col., 1990, Mol.
Endocrinol. 4: 119-124). Las células se colocaron en
0,5 ml de bafio y pinzamiento de voltaje a -70 mV
mediante la técnica estandar de dos electrodos (Das-
cal, 1987, CRC Crit. Rev. Biochem. 417: 47-61). Se
diluyeron ligandos peptidicos en el tampén de perfu-
sién y se introdujeron en el bafio. La corriente pinzada
se registré usando un registrador de gréaficos. Los po-
tenciales inversos se determinaron mediante desnivel
continuo de -70 a +10 mV en 2 segundos con y sin
agonista mediante un sistema AT de PC IBM usan-
do la interfase TL-1 el software pCLAMP de Axon
Instruments (Burlingame, CA).

6.1.2. Clonacion por PCR y deteccion selectiva
por interrupcion por hibridacion

La preparacion del ARN vy la sintesis del ADNc
se llevaron a cabo como se ha descrito antes (Seal-
fon y col., 1990, Mol. Endocrinol 4: 119-124; Sny-
der y col., 1991, Neurosci Lett 122: 37-40). Los
subclones para la deteccion selectiva por interrup-
cién por hibridacién se aislaron mediante PCR con
una variedad de oligonucleétidos degenerados corres-
pondientes a los dominios transmembrana conser-
vados de la superfamilia GPR. Los oligonucle6ti-
dos usados para aislar el grupo de subclones, inclui-
do el WZ7, modificados de las secuencias de oligo-
meros publicados (Zhou y col., 1990, Nature 347:
76-80) correspondian a los dominios transmembrana
I (5’-GAGTCGACCTGTG(CT)G(CT)(AG)CNNT
(GT)GAC(AC)G(CG)TAC-3’) y transmembrana VI
(5’-CAGAATTCAG(AT)AGGGCANCCAGCAGAN
(CG)(AG)(CT)GAA-3’). La PCR se llevo a cabo en
condiciones de rigurosidad baja. Una porcién de la
reaccion se reamplificé en condiciones de rigurosidad
elevada, se digiri6 con enzimas de restriccion, se sub-
cloné6 en pBluescript I KS+ (Stratagene) y se secuen-
ci6. Para el ensayo de interrupcién por hibridacién
se sintetizaron un oligonucleétido antisentido corres-
pondiente al dominio transmembrana II del receptor
S5HT,, (5’-ATCAGCAATGGCTAG-3’) (Julius y col.,
1988, Science 241: 558-564) y un oligonucleétido
correspondiente a WZ7 (5’ AGCATGATGAGGAGG-
3’). Una mezcla de T3-1 (1 mg/ml) y ARN total de
cerebro de rata (1 mg/ml) se preincubd con oligonu-
cleétido antisentido (100 ug/ml) durante 10 minutos a
37°C en un tampo6n con NaCl 200 mM y Tris 5 mM,
a pH 7,4 en un volumen de 3 ul. Se inyectaron 50 ml
de la mezcla a los ovocitos de Xenopus y se incubaron
durante 48 horas antes de registrar.

6.1.3. Deteccion selectiva de la biblioteca y se-
cuenciacion

Se sometieron 10° placas de una biblioteca de
ADNCc de aT3-1 de UniZap (Stratagene) a deteccién
selectiva con el inserto de WZ7, que se habia mar-
cado con ¥P con cebadores hexaméricos aleatorios.
Se identificaron 40 placas positivas y 7 se purifica-
ron en detecciones selectivas secundaria y terciaria.
El WX25 se subclon6 en pBlueSript II SK+ mediante
escision del fago auxiliar y ambas cadenas se secuen-
ciaron mediante el método didesoxi de terminacion de
cadena con la ADN polimerasa Sequenasa T7 (USB).
La secuencia se confirmé posteriormente mediante re-
secuenciacién de ambas cadenas con marcaje con po-
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limerasa taq y un secuenciador automatico de Applied
Biosystems. Para excluir la posibilidad de que el ex-
tremo C citoplasmatico predicho se escindia a causa
de una mutacion en WZ25, la secuencia 3’ se con-
firmé en dos clones independientes adicionales. Las
secuencias nucleotidica y de aminodcidos se analiza-
ron con un paquete Wisconsin GCG en un ordenador
VAX y MacVector (IBI) en un microprocesador.

6.1.4. Caracterizacion del trdnscrito de ARN de
WZ25

El WZ25 en el pBluescript II SK+ (Stratage-
ne) se hizo lineal y el transcrito de ARN prote-
gido se sintetiz6 usando la ARN polimerasa T3
(Stratagene). En los ovocitos se inyectaron 1,25 ng
del transcrito resultante y se incubaron durante 48
horas antes de registrar. Los ovocitos se trataron
previamente con tampdn o con un antagonista de
la GnRH (antagonista 6: [Ac-D-Nal(2’),D,a-Me-
pCl-Phe?, D-Trp*,D-Arg®,D-Ala'°]GnRH; antagonis-
ta 27: [Ac-D-Nal(2)!,D-a-Me-pCl-Phe?,D-Trp* ,N-&-
Ipr-Lys®,D-Tyr®,D-Ala'°]GnRH,; ref. (Can der Spuy y
col., 1987, En: Vickery B. H. y Nestor J. J. (edito-
res) LHRH and its Analogs: Contraceptive and The-
rapeutic Applicationes. NTP Press, Lancaster, Ingla-
terra) durante 3 minutos antes de la administracion de
GnRH. Para confirmar la expresion del receptor, se
volvié a exponer los ovocitos a GnRH después de un
lavado de tres minutos del antagonista.

6.1.5. Ensayo de union a un ligando radiactivo

Para la preparacion de membranas, en cada uno
de 500 ovocitos se inyectaron 2,5 ng de ARN sinté-
tico de WZ25. Tras 48 horas se prepararon membra-
nas de ovocito como se ha descrito (Koblika y col.,
1987, J. Biol. Chem. 262: 15796-15802) y se resus-
pendieron en tampén de unién con HEPES 10 mM,
EDTA 1 mM y 0,1% de seroalbimina bovina, para
dar una concentracién final de 20 ovocitos/ml. El en-
sayo de union al receptor usando '*I-[D-Ala’, NaMe-
Leu’,Pro’-NHEt]GnRH (GnRH-A) se basé en el des-
crito antes para membranas hipofisarias de rata y de
oveja (Millar y col., 1989, J. Biol. Chem. 264: 21007-
21013). La unién en presencia de andlogo de GnRH
10-6 M se considerd que representaba la unién ines-
pecifica. La Bo media (unién médxima) y los valores
de unién inespecifica fueron 1429 y 662 cpm, res-
pectivamente. La constante de disociacién (Kd) para
GnRH-A y GnRH se determiné con Enzfitter (Else-
vier-BIOSOFT).

6.1.6. Hibridacion en solucion, andlisis Northern
blot e hidridacion in situ

Un GnRH-R de 399 nucleétidos marcado con P
y una sonda de ARNCc antisentido 1B15 (estdndar in-
terno de ciclofilina) de 117 nucleétidos se sintetizaron
e hibridaron a ARN en solucién mediante los procedi-
mientos descritos (Autelitano y col., 1989, Mol. Cell.
Endo. 67: 101-105). El andlisis por la técnica Nort-
hern usando ARN poli(A)* de aT3-a se llevé a cabo
como se ha descrito (Sambrook y col., 1989, Molecu-
lar Cloning: A Laboratory Manual. Cold Spring Har-
bor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY). La
hibridacién in situ con ARNc marcado con *S-UTP
se realizé en secciones hipofisarias independientes si-
guiendo los procedimientos publicados (Gall y Isack-
son, 1989, Science 245: 758-761). Las secciones se
montaron y expusieron a una pelicula de Amersham
Betamax durante 3 dias o se sumergieron en emulsion
radiactiva y se desarrollaron después de 17 dias.
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6.2. Resultados

6.2.1. Clonacion de ADNc de un GnRH-R funcio-
nal murino

Se usé ARN de la linea celular gonadotropa de ra-
tén, aT3-1 [5], que dirige la expresion de un GnRH-
R en ovocitos de Xenopus (Sealfon y col., 1990, Mol.
Endocrinol. 4: 119-124), para sintetizar ADNc me-
diante PCR con oligonucleétidos degenerados corres-
pondientes a motivos conservados de los receptores
acoplados a proteina G (GPR); véase Probst y col.,
1992, DNA y Cell Biol. 11; 1-20); los productos de
la PCR se subclonaron y secuenciaron, y se sinteti-
zaron oligémeros antisentido para realizar un ensa-
yo de interrupcién por hibridacién (Kawashi, 1985,
Nuc. Acids Res. 13: 4991-5004). Un oligonucleétido
correspondiente al clon WZ7, cuando se inyectd en
ARN de a@-T3-1y de cerebro de rata abolié por com-
pleto la expresiéon del GnRH-R en ovocitos pero no
afecto a la expresion del receptor SHT), cerebral (fig.
1). Un segundo oligonucleétido antisentido que repre-
senta un segmento diferente de WZ7 también elimind,
del todo y de forma especifica la expresion de GnRH-
R en todos los ovocitos probados (n = 16). El clon
Wz7 se usé como sonda para seleccionar una bibliote-
ca de ADNCc de bacteriéfago aT3-1-ay se purificaron
siete placas positivas.

Para probar si el clon con el inserto mas largo de
1,3 kb, WZ25, codifica un GnRH-R funcional, se sub-
clon6 para la sintesis de ARN y la expresién en ovo-
citos. Se demostré que en todos los ovocitos en los
que se habia inyectado ARN sintético (n> 50), cuan-
do se expusieron a GnRH, presentaban una gran res-
puesta despolarizante caracteristica de la expresion de
GnRH-R (fig. 2). El potencial inverso (Vi) y la depen-
dencia de calcio de la respuesta a la induccién con
GnRH en ovocitos por el transcrito de ARN de WZ25
fueron similares a los obtenidos anteriormente usan-
do ARN de aT3-1 (Sealfon y col., 1990, Mol. Endo-
crinol 4: 119-124). El Vr de la corriente provocada
por la GnRH fue -27 + 0,79 mV (n = 7), consisten-
te con el del i6n cloruro en ovocitos (Barish, 1983, J.
Physiol. 342: 309-325). La respuesta provocada por
GnRH se abolié por completo mediante la precarga
del ovocito con EGTA 5 mM una hora antes del regis-
tro (n = 4), pero no se vio significativamente afectada
por la ausencia de Ca2+ en el prefundido (n = 7). Por
tanto, el receptor expresado del clon WZ25 exhibi6
una respuesta mediada a través de la activacion de la
corriente de cloruro dependiente de calcio del ovoci-
to por el calcio intracelular, como es caracteristico en
los receptores que producen la hidrélisis de fosfati-
dilinositol (véase Dascal, 1987, CRC Critt. Rev. Bio-
chem. 417: 47-61). La farmacologia de la respuesta
obtenida fue acorde con la expresiéon de GnRH-R de
mamifero. El agonista de GnRH [D-Ser(t-Bu)®,Pro’-
NH Et]GnRH (buserelina 100 nM, n = 6) provocé una
corriente despolarizante en los ovocitos en los que se
habia inyectado ARN. En presencia del antagonista
equimolar de GnRH [D-Phe** ,Pro*]GnRH, se produ-
jo una reduccién del 60% en la respuesta a GnRH en
comparacion con las respuestas a GnRH solo (1880 +
551 nA, n =5y 4758 + 1082 nA, n = 4, respectiva-
mente). Dos potentes antagonistas de GnRH elimina-
ron por completo la corriente provocada por la GnRH
(fig. 2A).

Para caracterizar mds el receptor codificado por
este clon de ADNc se llevaron a cabo ensayos de
unién a ligando radiactivo sobre membranas purifi-
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cadas de ovocitos en los que se habia inyectado el
transcrito de ARN de WZ25. El agonista de GnRH
[D-Ala% NaMe-Leu’ ,Pro’-NHEt]GnRH (GnRH-A) se
unié con afinidad elevada a membranas de ovocitos
en los que se habia inyectado ARN sintético (fig. 2B).
El desplazamiento de la '®I-GnRH-A por la GnRH-
A revel6 Kd similares de 4,5 y 2,9 nM en membra-
nas de ovocitos en los que se habia inyectado ARN de
WZ25 y en membranas de aT3-1, respectivamente.
El desplazamiento por la GnRH de la GnRH-A unida
al receptor clonado fue un orden de magnitud menos
eficaz, como se ha comunicado antes para las mem-
branas de T3-1 (Horn y col., 1991, Mol. Endocrinol.
5: 347-355). Por tanto, los datos de la interrupcion
por hibridacién y de expresion confirman que el clon
WZ25 representa el GnRH-R de ratén.

6.2.2. Caracterizacion de la secuencia codificado-
ra del GnRH-R murino

La secuencia de nucledtidos (SEC ID N°1) y la
correspondiente secuencia predicha de aminodcidos
(SECID N°2) del clon WZ25 se muestran en la figura
3. El marco de lectura abierto més largo codifica una
proteina de 327 aminoacidos (masa molecular relati-
va; Mr = 37.683). El tamafio mayor comunicado para
la subunidad de unién del GnRH-R solubilizado de
rata, M, 50.000-60.000 (Hazum y col., 1986, J. Biol.
Chem. 261: 13043-13048; Iwashita y col., 1988, J.
Mol. Endocrinol. 1: 187-196) puede deberse a la gli-
cosilacion del receptor. Se encuentran presentes tres
secuencias consenso de glicosilacion ligada a N, dos
en el extremo N y una en el primer bucle extracelular
posible. Se cree que el primer ATG representa el si-
tio de iniciacién de la traduccién porque se aproxima
mucho a la secuencia consenso Kozak (Kozak, 1987,
Nuc. Acids. Res. 15: 8125-8148) y un segundo clon
de ADNCc con una secuencia adicional en 5’ contiene
dos codones sin sentido en este marco de lectura en
las posiciones -54 y -57. Por tanto, la iniciacién de la
traduccién en cualquiera de los sitios de inicio en 5’
terminaria antes de alcanzar el marco de lectura abier-
to correcto. No hay sefial de poliadenilacién y es muy
probable que la aparente cola de poli(A) represente el
cebado con oligo(dT) en la regién 3’ sin traducir du-
rante la construccién de la biblioteca. EIl ADNc del
GnRH-R funcional aislado es de 1,3 kb, mientras que
el ARNm que contienen esta secuencia es de aproxi-
madamente 4,6 kb, como se ha determinado mediante
gradiente de sacarosa (Sealfon y col., 1990, Mol. En-
docrinol. 4: 119-124) y andlisis por la técnica Nort-
hern (fig. 5B). El andlisis de PCR de 40 placas posi-
tivas identificadas mediante seleccién primaria de la
biblioteca sugiere que el ARNm del GnRH-R contie-
ne ambas secuencias sin traducir adicionales, en 5’ y
en3’.

El andlisis de hidrofobicidad de la proteina dedu-
cida demuestra siete tramos de aminodcidos altamen-
te hidréfobos con un 20-30% de similitud de secuen-
cia con otros GPR, con el grado mds elevado de ho-
mologia con el receptor de la interleucina 8 (fig. 4).
Aunque se han observado varios residuos altamente
conservados en el GnRH-R, tales como las cisteinas
presentes en cada uno de los primeros dos bucles ex-
tracelulares que estabilizan muchos receptores, varias
de las caracteristicas del GnRH-R son poco habitua-
les. Por ejemplo, el dominio transmembrana II alta-
mente conservado aspartato/glutamato, que se ha des-
cubierto que es esencial para la funcién de muchos
GPR, esta sustituido con una asparagina. El GnRH-

11
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R es casi el miembro mds pequefio de la superfamilia
de GPR Yy, al contrario que muchos otros GPR, carece
de un extremo C polar citoplasmatico. El primer bu-
cle citoplasmaético posible es mds largo que los otros
GPR. Unico entre los GPR, el GnRH-R puede activar-
se a través de dimerizacion (Conn y col., 1982, Natu-
re 296, 653-655; Gregory y Taylor, 1982, Nature 300:
269-271). Su estructura poco frecuente puede facilitar
este mecanismo de activacién propuesto.

Otra desviacién de otros GPR es la sustitucién de
serina por la tirosina conservada localizada adyacente
al dominio transmembrana III. Esto crea un potencial
sitio de fosforilacidn, dnico del GnRH-R, en un do-
minio crucial pata la transduccién de sefial de otros
GPR. La fosforilacién del extremo C, que no existe
en el GnRH-R , contribuye a la desensibilizacién de
varios GPR (véase Probst y col., 1992, DNA and Ce-
11 Biology 11: 1-20). Serd interesante determinar si
el nuevo sitio de fosforilacién del GnRH-R media la
desensibilizacién del receptor. También hay otros po-
sibles sitios de regulacién de fosforilacion (fig. 3).

La presencia de ARNm de GnRH-R en una varie-
dad de lineas de células neuroendocrinas se estudié
mediante hibridacién en solucién/ensayos de protec-
cion de nucleasa (fig. 5A). El ARNm de GnRH se de-
tectd en células aT3-1 y en hipdfisis de ratén, pero
no en las lineas celulares GnRH derivada de neuro-
nas (GT-1), corticotropas (AtT20) o somatolactotro-
pas (GH3) en los limites de deteccion del ensayo. La
ausencia de ARNm de GnRH-R detectable en las li-
neas celulares AtT-20 y GT-1 se ha confirmado usan-
do concentraciones més elevadas de ARN en la hibri-
dacién en solucién/ensayo de proteccion con nucleasa
(Dr. Andrea C. Gore, datos no publicados). La figu-
ra 5C muestra la distribuciéon del ARNm de GnRH-R
en la adenohipoéfisis de rata. El marcaje se distribuy6
de forma heterogénea en toda la glandula, un patrén
ya observado mediante autorradiografia del GnRH-R
(Badr y Pelletier, 1988, Neuropeptides 11: 7-11). La
microscopia de campo claro y de campo oscuro revela
la acumulacidn de las células que expresan el ARNm
de GnRH-R. (fig. 5E, F).

7. Ejemplo
Clonacion y caracterizacion de GnRH-R humano

En las siguientes subsecciones se describen la clo-
naciéon de ADN complementario que representa el
GnRH-R humano y se confirma su identidad mediante
expresion en ovocitos de Xenopus. Ademas, el GnRH-
R humano se expresé en células COS-1 y se mostrd
que era funcionalmente activo.

7.1. Materiales y procedimientos

7.1.1. Clonacion de GnRH-R humano

En condiciones de baja rigurosidad se pusieron en
contacto 1,2 millones de placas de una biblioteca de
ADNCc de hipéfisis humana GT10 (Clontech) con una
sonda (Sambrook y col., 1989 Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory
Press, Cold Spring Harbor, N. Y.) con el inserto de
GnRH-R de ratén (Tsutsumi y col., 1992, Mol. Endo-
crinol. 6: 1163-1169) que se habia marcado con **P
a través de cebado hexamérico aleatorio. Se identifi-
caron treinta y dos placas positivas en filtros por du-
plicado; diez se seleccionaron para su posterior carac-
terizacion y seis se purificaron con éxito mediante la
consiguiente deteccion selectiva. El clon con el inser-
to mas largo se subcloné en el sitio Eco RI de pBlues-
cript II SK+ (Construcciéon LC27-4) y ambas cade-
nas se secuenciaron repetidamente en un secuencia-
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dos automadtico de Applied Biosystems (Foster City,
CA. EE.UU.) con cebadores oligonucleotidicos sinté-
ticos. La secuencia se analizé usando el paquete Wis-
consin GCG en un ordenador VAX.

7.1.2. Expresion en ovocitos de xenopus

La construcciéon LC27-4 se hizo lineal y el trans-
crito de ARN UCAPPED se sintetizé con la ARN
polimerasa T3. LA preparacién de los ovocitos y la
electrofisiologia se llevaron a cabo como se ha descri-
to anteriormente (Sealfon y col., 1990, Mol. Endocri-
nol. 4: 119-124). Se inyect6 a las células 1-10 ng de
transcrito sintético y la electrofisiologia se registré a
través de pinzamiento de voltaje de dos electrodos 48
horas después. Todos los agonistas y antagonistas se
aplicaron a una concentracién de 0,2 uM. Los antago-
nistas se introdujeron en el bafio 3 minutos antes de la
exposicién a GnRH.

Se usaron los siguientes andlogos de GnRH:
GnRH-A: [D-Ala®,N-Me-Leu’, Pro*-NHRt]GnRH;
antagonista 5: [D-pGlu',D-Phe?,D-Trp**]GnRH; an-
tagonista 6: [Ac-D-Na(2)’ ,D-a-Me-pCl-Phe?,D-Trp?,
D-Arg®,D-Ala'’|GnRH; antagonista 13: [Ac-D-
Nal',D-a-4CIPhe?,D-Pal’, D-Arg®,D-Ala')GnRH;
antagonista 27: [Ac-D-Nal(2)!, D-a-Me-pCl-Phe?,D-
Trp?, N-g-lpr-Lys,D,Tyr%,D-Ala'®]GnRH (Van der
Spuy y col., 1987, en LHRH and its Analogs: Con-
traceptive and Therapeutic Applications (Vickery, B.
H., y Nestor, J. J. eds) NTP Press, Lancaster. Busere-
lina [D-Ser(But)6,Pro9]GnRH) fue un generoso rega-
lo de Hoerchst-Roussel Pharmaceuticals (Somerville,
NIJ, EE.UU.).

7.1.3. Transfeccion de células COS-1

El ADNc de GnRH-R humano se subcloné en un
vector de expresion, pSV2A, que contenia un promo-
tor temprano de SV40. Las células COS-1 se some-
tieron a transfeccidn transitoria con el vector pSV2A
humano con la construccién GnRH-R usando el pro-
cedimiento DEAE-dextrano (Keown y col., 1990, en
Methods in Enzimology, VI. 185 (Goeddel, D. V., ed.)
pag. 527-537, Academic Press, Nueva York). En es-
tudios sobre unién de GnRH, 3 x 10° células/10 cm
de placa se sometieron a transfeccién con 15 ug de
ADN. Para los estudios sobre la produccién de fos-
fato de inositol, 1,8 10° células/pocillo (placas de 12
pocillos) se sometieron a transfeccién con 1,5 ug de
ADN. Las células se analizaron 48 horas después de
la transfeccion.

7.1.4. Union al receptor

Se prepararon membranas celulares de células so-
metidas a transfeccion con una tUnica etapa de cen-
trifugacién, como se ha descrito para las hipéfisis de
rata (Millar y col., 1989, J. Biol. Chem. 264: 21007-
21013). El ensayo de unién al receptor se llevé a cabo
como se ha descrito anteriormente (Tsutsumi y col.,
1992, Mol. Endocrinol. 6: 1163-1169) usando 125I-
GnRH-A. Para estimar la unién inespecifica se usé
GnRH-A 1077,

7.1.5. Estimulacion de produccion de fosfato de
inositol

La produccién de fosfato de inositol (IP) estimula-
da por GnRH se determiné como se ha descrito (Da-
vidson y col., 1990, Endocrinology 126: 80-87). La
acumulacién de [PH]IP en presencia de LiCl se usé
como un indice del recambio de fosfato de inositol.
Brevemente, las células sometidas a transfeccion se
marcaron durante la noche con [*H[inositol y se esti-
mularon con GnRH 1,0 uM en presencia de LiCl. La
reaccion se detuvo mediante la adicién de una solu-
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cion de 4cido perclérico y 4cido fitico. Tras neutrali-
zar con KOH, los fosfato de inositols se separaron en
una columna de intercambio idnico Dowex y se con-
taron.
7.1.6. Andlisis Northern Blot y PCR

Se preparé ARN de seis hipdfisis humanas (cinco
machos, una hembra, edad 30-45) y testiculos huma-
nos (edad 80) mediante extraccion con tiocianato de
guanidinio seguida por centrifugacién en cloruro de
cesio (Sambrook y col., 1989, en Molecular Cloning:
A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Labora-
tory Press, Cold Spring Harbor, NY). El ARN poli(A)
de hipéfisis (1,6 ug) y de testiculo (0,9 ug) preparado
usando el sistema de aislamiento de ARNm Promega
PliA Tract se someti6 a electroforesis a través de un
gel de agarosa al 1%, formaldehido 2,2M, se transfi-
rié a una membrana de nitrocelulosa (HYbond-C ex-
tra, Amersham) en 20 x SSC y se fijé al vacio a 80°C.
El inserto de la construcciéon LC27-4 se marcé a una
actividad especifica de 7,2 x 10° cpm/ ug con el Kit de
marcaje Amersham Megaprime. Las transferencias se
hibridaron previamente (2 h) y se hibridaron (durante
la noche) en Pipes 2x, con formamida al 50%, SDS
al 0,5%, 100 pg/ml de ADN de esperma de arenque
a 42°C, seguido por lavado (lavado final SSC 0,2x,
0,1% de SDS a 60°C durante 10 minutos). Con el fin
de delinear la extensién de la secuencia sin traducir
5’y 3’ en el ARN humano, los clones se identifica-
ron en filtros duplicados. En la biblioteca principal,
los seleccionados que no se purificaron se usaron co-
mo moldes para la PCR con pares de cebadores di-
rigidos contra el sitio de clonacién GT10 y el inserto
GnRH-E humano conocido. Los productos de la reac-
cién de PCR obtenidos se compararon con los obteni-
dos usando el clon LC27-4 como molde para la PCR
en geles de agarosa al 1%.
7.2. Resultados

7.2.1. Clonacion y caracterizacion de GnRH-R
humano

Mediante la secuenciacién del clon LC-27-4 se
identificé un inserto de 2160 pb (fig. 9). El marco de
lectura abierto mas largo (1008 pb) se extiende ha-
cia el extremo 5’ del clon. El sitio de iniciacién de
la traduccién se asigna al primer ATG en parte por la
presencia de una secuencia consenso Kozak (Kozak,
1987 Nucleic Acids Res. 15: 8125-8148). Dado que el
clon caracterizado permanece en el marco de lectura
en la totalidad de su extensioén 5°, no se puede excluir
la existencia de sitios de iniciacién adicionales en 5°.
Sin embargo, la presencia de otra region codificadora
adicional en 5’ se considera poco probable a causa de
la elevada homologia con el receptor de raton del cual
el sitio de iniciacion de la traduccion se puede asignar
con mayor certeza (Tsutsumi y col., 1992). Por tan-
to, el ADNc del receptor humano contiene un marco
de lectura de 984 pb que codifica una proteina de 328
aminodcidos con un 90% de identidad con la secuen-
cia predicha del receptor de ratén. La regién larga en
3’ sin traducir no contiene sefial de poliadenilacién.

El anélisis por técnica Northern se llevé a cabo pa-
ra determinar el tamafio del ARN de GnRH-R huma-
no de longitud completa. La sonda revel6 una dnica
banda de ~4,7 kb en ARN poli(A) de hipéfisis huma-
na (Fig.10). No se detect6 sefial alguna en ARN poli
(A) purificado de testiculo humano o con un control
de ADNCc de B-actina. Para determinar la extension de
los dominios 5’ y 3’ sin traducir del ARN, se reali-
z6 un andlisis de PCR de los aislamientos de fago de
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la seleccion de la biblioteca principal. Se usé un ce-
bador oligonucledtido antisentido que representaba la
secuencia cercana al extremo 5° del inserto LC27-4
o un cebador sentido cerca del extremo 3’ de la mis-
ma secuencia, junto con cebadores disefiados contra
el sitio de clonacién GT1 para formar el mapa de los
clones no purificados. Los productos de la PCR maés
largos identificados tenian 1,3 kb de secuencia 5’ adi-
cional y 0,3 kb de secuencia 3’ adicional (no se mues-
tra). Estos datos sugieren que el ARNm de GnRH-
R contiene al menos 1,3 kb de secuencia sin traducir
en 5’ y 1,5 kb de secuencia sin traducir en 3’. Segin
los datos del andlisis por la técnica Northern, se su-
giere que ninguno de los clones aislados no contiene
secuencia adicional sin traducir (- 1kb).

Mediante andlisis de hidrofobicidad (Kyte-Dolitt-
le) se identificaron los siete dominios hidréfobos ca-
racteristicos de los receptores acoplados a proteina G
(véase la fig. 9). Como se descubri6 en la estructura
predicha del receptor de ratén, el GnRH-R humano
carece esencialmente de dominio extracelular de ex-
tremo C. Hay dos sitios de glucosilacién ligada a N,
uno en cada uno de los dos primeros dominios extra-
celulares. En los dominios intracelulares se encuen-
tran varios residuos citopldsmicos de serina y treoni-
na, que pueden servir como sitios de regulacion de la
fosforilacion.

7.2.2. Inyecciones en ovocitos de xenopus

El clon aislado mas largo, LC27-4, contenia in in-
serto de ~2,2 kb. Para comprobar si este clon codifi-
caba un GnRH-R funcional humano, se inyect6 trans-
crito de ARN sintético en ovocitos de Xenopus. Todos
los ovocitos en los que se inyectd ARN desarrollaron
grandes corrientes despolarizantes tras la exposicion
aGnRH 2 x 107 M (n = 17) o a burserelina 2 x 1077
M (n = 6; fig. 1), que eran indistinguibles de las res-
puestas obtenidas después de la expresion de GnRH-
R de mamifero en ovocitos usando ARN tisular o de
la linea celular (Sealfon y col., 1990, Mol. Endocri-
nol. 4: 119-124). Estas respuestas se bloquearon por
completo con concentraciones equimolares de dos po-
tentes antagonistas del receptor de GnRH (n = 5 para
cada uno; fig. 6).

7.2.3. Expresion de GnRH-R humano en células
COS-1

Para caracterizar mas el GnRH-R humano clona-
do, el receptor se expresé en células COS-1. Los da-
tos de unién obtenidos usando membranas de células
COS-1 sometidas a transfeccion con la construccién
de GnRH-R humano se presentan en la figura 7. El
desplazamiento de la GnRH-A por GnRH-A, GnRH y
antagonista 5 tenfa constantes de disociacién de 0,97
nM, 2,8 nM y 8,4 nM respectivamente, valores simi-
lares a los obtenidos anteriormente con membranas
de hipdfisis humana (Wronald y col., 1985, J. Clin.
Endocrinol. Metab. 61: 1190-1198).

El receptor expresado en las células COS-1 fue
funcional y se descubrié que estaba acoplado al me-
tabolismo del fosfato de inositol. Con la estimulacién
maéxima del receptor se multiplicé por 8 el metabolis-
mo del fosfato de inositol y la CEs, de la GnRH fue
de -3 nM. LA estimulacion del recambio de PI indu-
cido por GnRH (107*)M se inhibi6 con un antagonista
de GnRH de modo dependiente de concentracion (fig.
8). LA produccién de fosfato de inositol (107*M) es-
timulada con GnRH se inhibié con el antagonista 13
con una Cls, de 6,7 x 10 M y con el antagonista 5
con una Cls, de 1,05 x 1077 M (datos no mostrados),

13
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lo que da valores de Kd de 2,1 x 107 M y de 3,6 x
10~ M, respectivamente (Leslie FM. 1987 Pharma-
col. Rev. 39: 197-247).
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Debe entenderse que todas las longitudes de pares
de bases dados para los nucleétidos son aproximadas
y se usan con el propdsito de describir.
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REIVINDICACIONES

1. Una molécula de 4cido nucleico aislado que
comprende una secuencia de nucledtidos que codifi-
ca:

(a) un polipéptido que tiene la secuencia de
aminodacidos SEC ID N°2; o

(b) la complementaria de la secuencia de (a)

2. Una molécula de dcido nucleico aislado que
comprende una secuencia de nucleétidos que hibri-
da en condiciones estrictas con la molécula de 4cido
nucleico de la reivindicacién 1 y que codifica un re-
ceptor natural de GnRH, en la que las condiciones es-
trictas comprenden la hibridacién en Pipes 2x, 50%
de formamida, 0,5% de SDS, 100 pg/ml de ADN de
esperma de arenque a 42°C seguido por lavado con
SSC 0,2x, 0,1% de SDS a 60°C.

3. Una molécula de 4cido nucleico aislado que
comprende la secuencia de nucleétidos de la SEC ID
N° 1.

4. Una molécula de 4cido nucleico aislado que
comprende una secuencia de nucledtidos que codifi-
ca:

(a) un polipéptido que tiene la secuencia de
aminodacidos SEC ID N°4; o

(b) la complementaria a la secuencia de nu-
cleédtidos de (a).

5. Una molécula de dcido nucleico aislado que
comprende una secuencia de nucledtidos que hibri-
da en condiciones estrictas con la molécula de 4cido
nucleico de la reivindicacién 4 y que codifica un re-
ceptor natural de GnRH, en la que las condiciones es-
trictas comprenden la hibridacién en Pipes 2x, 50%
de formamida, 0,5% de SDS, 100 ug/ml de ADN de
esperma de arenque a 42°C seguido por lavado con
SSC 0,2x, 0,1% de SDS a 60°C.

6. Una molécula de acido nucleico aislado que
comprende la secuencia de nucleétidos de 1la SEC ID
N° 3.

7. Un vector recombinante que comprende la se-
cuencia de nucledtidos de la reivindicacién 1, 2, 3, 4,
566.

8. Un vector de expresiéon que comprende la se-
cuencia de nucleétidos de la reivindicacién 1, 2, 3, 4,
5 6 6 asociada operativamente con una secuencia de
nucledtidos reguladora que contiene informacién de
regulacién de la transcripcion y de la traduccion que
controla la expresién de la secuencia de nucleétidos
en una célula huésped.

9. Un vector recombinante que comprende la se-
cuencia de nucleétidos de la reivindicacion 1, 2, 3, 4,
5 6 6 y que codifica una proteina de fusién receptor
de GnRH.

10. Un vector de expresion que comprende la se-
cuencia de nucledtidos de la reivindicacién 9 asociada
operativamente con una secuencia de nucleétidos re-
guladora que contiene informacién de regulacién de
la transcripcién y de la traduccién que controla la ex-
presion de la secuencia de nucleétidos en una célula
huésped.

11. Una célula que comprende una molécula de
dcido nucleico recombinante que comprende la se-
cuencia de nucledtidos de la reivindicacion 1, 2, 3,
4,566.

12. Una célula sometida a ingenieria genética, que
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comprende el vector de expresion de la reivindicacién
86 10.

13. Un receptor aislado de GnRH, que comprende
la secuencia de aminodcidos de la SEC ID N° 2.

14. Un receptor aislado natural de GnRH codifi-
cado por una secuencia de nucleétidos que hibrida en
condiciones estrictas con el dcido nucleico de la SEC
ID N° 1, en la que las condiciones estrictas compren-
den Ia hibridacién en Pipes 2x, 50% de formamida,
0,5% de SDS, 100 ug/ml de ADN de esperma de aren-
que a 42°C seguido por lavado con SSC 0,2x, 0,1% de
SDS a 60°C.

15. Un receptor de GnRH aislado, que comprende
la secuencia de aminodcidos de SEC ID N° 4.

16. Un receptor aislado natural de GnRH codifi-
cado por una secuencia de nucleétidos que hibrida en
condiciones estrictas con el dcido nucleico de la SEC
ID N° 3, en la que las condiciones estrictas compren-
den la hibridacién en Pipes 2x, 50% de formamida,
0,5% de SDS, 100 ug/ml de ADN de esperma de aren-
que a 42°C seguido por lavado con SSC 0,2x, 0,1% de
SDS a 60°C.

17. Un péptido que tiene una secuencia de ami-
nodcidos correspondiente al dominio extracelular,
transmembrana o citoplasmico del receptor de GnRH
de la reivindicacién 13, 14, 15 6 16.

18. Una proteina de fusién que comprende la pro-
teina receptor de GnRH, o un polipéptido o péptido
de la reivindicacién 13 6 15 unido a una proteina o
péptido heterélogo.

19. Una composicién para la anticoncepcién en un
mamifero, quecomprende un receptor de GnRH que
tiene la secuencia de aminodcidos de la SEC ID N° 2.

20. Una composicion para la anticoncepcién en un
mamifero, que comprende un receptor de GnRH que
tiene la secuencia de aminodcidos de la SEC ID N° 4.

21. Una composicién para la anticoncepcion en un
mamifero, que comprende una proteina de fusion re-
ceptor de GnRH que tiene una secuencia de aminod-
cidos que comprende la secuencia de la SEC ID N°
2.

22. Una composicién para la anticoncepcién en un
mamifero, quecomprende una proteina de fusion re-
ceptor de GnRH que tiene una secuencia de aminoa-
cidos que comprende la secuencia de la SEC ID N°

23. Uso de un receptor de GnRH que tiene la se-
cuencia de aminodcidos SEC ID N°2 en la fabricacién
de una composicidén para la anticoncepcién en un ma-
mifero.

24. Uso de un receptor de GnRH que tiene la se-
cuencia de aminodcidos SEC ID N° 4 en la fabricacién
de una composicién para la anticoncepcién en un ma-
mifero.

25. Uso de una proteina de fusién receptor de
GnRH que tiene la secuencia de aminodcidos SEC ID
N° 2 6 4 en la fabricacién de una composicién para la
anticoncepcion en un mamifero.

26. Un procedimiento para producir receptor re-
combinante de GnRH, que comprende:

(a) cultivar una célula huésped transformada
con el vector de expresion de la reivindica-
cién 8 y que expresa el receptor de GnRH;

y
(b) recuperar el receptor de GnRH.

27. Un procedimiento para producir proteina de

15
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fusién receptor recombinante de GnRH, que com-
prende:

(a) cultivar una célula huésped transformada
con el vector de expresion de la reivindica-
cion 10 y que expresa la proteina de fusién
receptor de GnRH; y

(b) recuperar la proteina de fusion receptor de
GnRH.

28. Un oligonucleétido antisentido complementa-
rio a un gen que codifica el receptor de GnRH de las
reivindicaciones 13, 14, 15 6 16, que inhibe la trans-
cripcién del gen en una célula.

29. El oligonucledtido de la reivindicacién 28, que
es complementario a una secuencia de nucledtidos
que codifica la regién transmembrana del receptor de
GnRH de las reivindicaciones 13, 14, 15 6 16.

30. Un anticuerpo monoclonal que se une de for-
ma inmunoespecifica a un epitopo del receptor de
GnRH de las reivindicaciones 13, 14, 15 6 16.

31. El anticuerpo monoclonal de la reivindica-
cién 30, que inhibe de forma competitiva la unién de
GnRH al receptor de GnRH de las reivindicaciones
13, 14, 156 16.

32. El anticuerpo monoclonal de la reivindicacién
30 6 31, que se une al receptor de GnRH de las rei-
vindicaciones 13, 14, 15 6 16, en el que el receptor de
GnRH es humano.

33. Un procedimiento para identificar un com-
puesto que modula la transduccién de sefial del re-
ceptor de GnRH, que comprende:

(a) poner en contacto el compuesto con una li-
nea celular producida por ingenieria gené-
tica que expresa un receptor recombinan-
te de GnRH codificado por una molécula
de acido nucleico que codifica un receptor
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natural de GnRH y que hibrida en condi-
ciones estrictas con la molécula de acido
nucleico de la SEC ID N° 1 6 3, en el que
las condiciones estrictas comprenden la hi-
bridacion en Pipes 2x, 50% de formamida,
0,5% de SDS, 100 pg/ml de ADN de es-
perma de arenque a 42°C seguido por la-
vado con SSC 0,2x, 0,1% de SDS a 60°C;

(b) incubar la mezcla de la etapa (a) en pre-
sencia de GnRH, o un andlogo de GnRH,
durante un intervalo suficiente para que el
compuesto estimule o inhiba la transduc-
cién de sefial;

(c) medir la transduccién de senal; y

(d) comparar la actividad de la transduccién
de sefial con la del receptor de GnRH in-
cubado sin el compuesto, y de este modo
determinar si el compuesto estimula o in-
hibe la transduccién de sefial.

34. El procedimiento de la reivindicacion 33, en el
que la actividad de la sefial del receptor de GnRH se
mide mediante el andlisis para determinar la estimu-
lacién o la inhibicién de la actividad de la fosfolipasa
C.

35. El procedimiento de la reivindicacion 33, en el
que la actividad de transduccién de sefial del receptor
de GnRH se mide mediante el andlisis para determi-
nar la estimulacién o la inhibicién de la actividad del
fosfato de inositol (IP).

36. El procedimiento de la reivindicacién 33, en el
que la actividad de transduccién de sefial del receptor
de GnRH se mide mediante el andlisis paradeterminar
la liberacién de iones de calcio desde fuentes intrace-
lulares.
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CACGAGAGGGACTOCACTCTTGAAGCCTGTCCTTGGAGAAAT

ATGGCTAACAATGCATCTCTTGAGCAGGACCCAMTCACTGCTOGGOCATCAACAACAGC
MAN?:ASLEODPNHCSAIP:NS

ATCCCCTTGATACAGGGCAAGCTCCOGACTCTAACOGTATCTGRAAAGATCOGAG TGACC
IPLIQGKLPTLYTVYSGKIRVT

GIGACTTTCTTCCTTTTCCTACTCTCTACTGOCT TCAATGCTICCTTCTIGTTGAAGCTG

VTFFLFLLST?FNASFLLKL

CAGAAGTOGACTCAGAAGAGGAAGAAAGGAMAGCTCTCAAGGATGAAGG TGCTTTTA
QKWNTQKRKKGKKLSRMKY LL
- + o -
ANGCATTIGACCTTAGCCAACCTGCTGGAGACTCTGATOGTCATGCCACTGGATGGGATG
KHLTLANLLETLIVYMPLDGNM

1

TGGAATATTACTGTICAGTGGTATGCTGGEGAGTTCCTCTGCAMG TTCTCAGCTATCTG
WNITVYQNYAGEFLCKY LS VYL
i

ANGCTCTTCTCTATGTATGCCCCAGCTT TCATGATGGTGGTGATTAGCCIGGACCGC TCC
KlmeMYAPAFMIIVVISLDRS
L)
CTGGCCATCACTCAGCCCCT TGCTG TACAAMGCAACAGCAAGCTTGAACAGTCTATGATC
LATTOPLAYQSNSKLEQS M

AGCCTGGCCTGGATTCTCAGCATTGTCTTTGCAGGACCACAGTTATATATCT TCAGGATG
SI.A\'WILSIVFAGPOI.YIFRM

ATCTACCTAGCAGACGGCTCTGGGCCCACAGTCT TCTOGCAATGTG TGACCCACTGLAGC
l YLADGSGPTVYFSQCVTHCS

TTICCACAGTGGTGGCATCAGGCCTTCTACAMCTITTTICACCTTOGGCTGCCTCTTCATC
FPOW!HOAFYNFFTFGCLVFI

ATCCCCCTCCTCATCATGCTAATCTGCAATGCCAMATCATCITIGCTCTCACGCGAGTC
FPLLUIMLICNAKITFALTRY
¢

CTTCATCAAGACCCACGCAAAC TACAGATGAATCAGTCCAAGMTAATATCOCAAGAGCT
LHQDPRXKLQMNQSKNNIPRA

FIG.3A
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¢ v —
COCTACTATGTCCTAGGCATTTGGTACTGGTTTGATOCAGAAATGT TGAACAGGG TGTCA
PYYVLGCIWYWFODPEULNRYVS

GAGCCAGTGAATCACTTTTTCTTTCTCTTIGCTTICCTAACCCGTGCTTCGACCCACTC
EPVNHFFFL__FilAFLNPCFDPL
v

ATATATGGGTATTTCTCTTIGTAGTTGGGAGAC TACACAAGAACTCAGAT AGAAATAAGG
Il YGYFSL

TAACTAATTGCACCAAT TGAGAATAAACTCAAAGCT TTTGACACACTTATATACAAGGCA

GOGTTTAAGGTTAGAT TATCAACCTTGTTTTTGTACAGAGTTTGTTGTTAGAGCTTCAGA
AGACCT TCAAAACAAAAAMAMAAMMAMAAAAMAMAAAAAAA
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CGGAGCCTTGTGTCCTGGGAAAAT
ATGGCAAACAG TGCCTCTCCTGAACAGAATCAAMTCACTGTTCAGCCATCAACAACAGC
MANSASPEOQNQNRCS AL NNS
ATCCCACTGATGCAGGGCAACCTCCCCACTCTGACCTTGTCTGGAAAGATCOGAG TGACG
IPLMOGNLPTLTLSGKIRYVT
CTTACTTICTTCCTTTTTCTGCTCTCTGCGACCTTTAATGCTICTTICTIGTIGARACTT
VIFFLFLLSATFNASFLLKL
CAGAAG TCGACACAGAAGAMGAGAAAGGGAAAMGC TCTCAAGAATGAAGCTGCTCTTA
QK WTOKKEKGKKLSRMKLLL
AMCATCTGACCT TAGCCAACCTGTTGGAGACTCTGATTGTCATGCCACTGGATGGGATG
KHLTLANLLETLIVMPLODGM
TGGAACATTACAGTCCAATGGTATGCTGGAGAGTTACTCTGCAAAGTTCTCAGTTATCTA
WNITVOWYAGELLCKYLSYL
MGCTTTTCTCCATGTATGCOCCAGCCTTCATGATGG TG TGATCAGCCTGGACCGCTCC
KLFSMYAPAFMUVVY]SLDRS
CTGGCTATCACGAGGCCCCTAGCTTTGAAAAGCAACAGCAAAG TCGGACAGTCCATGGTT
LAITTRPLALKSNSKYGQSMY
GGCCTGOCCTGGATCCTCAGTAGTGTCTTTGCAGGACCACAGT TATACATCTTCAGGATG
GLAWILSSVFAGPQLY! FRWM
ATTCATCTAGCAGACAGCTCTGGACAGACAAAAGTTTICTCTCAATGIGTAACACACTGC
Il HLADSSGQTXKVFSQCVTITHC
AGTTTTTCACAATGGTGGCATCAAGCATTTTATAACTTTTTCACCTICAGCIGCCICTTC
SFSQWWHOQAFYNFFTFSCLTF
ATCATCCCTCTTTTCATCATGCTGATCTGCAATGCAAAAATCATCTICACCCTGACACGG
1 PLFIMLICNAKIITFTLTR
GTCCTTCATCAGGACCCCCACGAACTACAACTGAATCAGTCCAAGAACAATATACCAAGA
VLHQDPHELQLNOQSKNNIPR
GCACGGCTGAAGAC TCTAAMATGACGG T TGCATTTGCCACT TCATTTACTGTCTGCTGG
ARLKTLKMTVAFATSETVCW
ACTCCCTACTATGTCCTAGGAATTTGGTATTGGTTTGATCCTGAAATGT TAMACAGGTTG
TPYYVYLGINWNYWFDPEWNMLAHNRL
TCAGACCCAGTAAATCACTTCTTCTTTCTCTTTGCCTTTTTAAACCCATGCTTTGATCCA
SDPVNHFFFLFAFLNPCFDP
CTTATCTATGCATATTTTICTCTGTGATTGATAGACTACACAAGANGTCATATGAAGAAG
LT YGCYF SL
GGTAAGGTAATGAATCTCTOCATCTOGGAATGATTAACACAAATGT TGGAGCATGTTTAC
ATACAAACAAAG TAGGATTTACACTTAAGTTATCATTCTTTTAGAMCTCAGTCTTCAGA
GCCTCAATTATTAAGGAAAAGTCTTCAGGAAAMTACTAAARTATTTTCTCTTCCTCATA
AGCTTCTAAATTAATCTCTGCCTTTTCTGACCTCATATAACACATTATGTAGGTTTCTTA

FIG.9A
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TCACTTTCTCTTIGCATAATAATG TACTAATATTTAAAATACCT TCAGOCTAAGGCACAA
GCATGCCAAAMAACAAAGG TGAGAACCCACAACACAGGTCTAAACTCAGCATGCTTGGT
GAGTTTTTCTCCAMGGGGCATATTAGCAATTAGAGTTGTATGCTATATAATACATAGAG
CACAGAGCCCTTTGOCCATAATATCAACTTTCCCTCCTATAGTTAAMAAGAAAAAAAMAT
GAATCTATTTTICICTTTGGCTTCAAMGCATTCTGACATTTGGAGGAGTCAGTAACCAA
TCOCACCAACCACTCCAGCAACCTGACAAGACTATGAGTAGTTCTCCTTCATCCTATTTA
TGTGGTACAGG T TGTGAAGTATCTCTATATAAAGGGAAATTTTAGAGGGG TTAGGATTTG
GACAGGGGTTTAGAACATTCCTCTAAGCTATCTAGTCTGTGGAGTTTGTGGCAATTAATT
GCCATAAAATAACATGTTTCCAAATGCAACTAAGAAAATACTCATAGTGAGTACGCTCTA
TGCATAGTATGACTTCTATTTAATGTGAAGAATTTTTIGTCTCTCTCCTGATCTTACTAA
ATCCATATTTCATAAATGAACTGAGAATAATTAACAAAATTAAGCAAATGCACAAGCAAA
AGATGCT TGATACACAAAAGGAACTCTGGAGAGAMACTACAGCTTCAGTCTGTACAGAT
CAAAGAAGACAGAACATG TCAGGGGAAGGAGGAAAGATCTTGATGCAGGG TTTCTTAACC
TGCAGTCTATGCACAACACTATATTTCCATGTAATGTTTTTATTTCAGCCCTATTTIGTAT
TATTTTGTGCATTTAAAAAACACAATCT TAAGGOCG

F1G.9B
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LISTA DE SECUENCIAS

(1) INFORMACION GENERAL:

@
(ii)

(iii)
(iv)

v)

(vi)

(viii)

(ix)

SOLICITANTE: Sealfon, Stuart C.

TITULO DE LA INVENCION: Clonacién y expresion del receptor de la hormona liberadora de gonado-

tropina
NUMERO DE SECUENCIAS: 4

DIRECCION POSTAL:
(A) DESTINATARIO: Pennie y Edmons
(B) CALLE: 1155 Avenue of Americas
(C) CIUDAD: Nueva York
(D) ESTADO: Nueva York
(E) PAIS: EE.UU.
(F) CODIGO POSTAL: 10036-2711

FORMA DE LECTURA INFORMATICA:
(A) TIPO DE MEDIO: Disquete
(B) ORDENADOR: IBM PC compatible
(C) SISTEMA OPERATIVO: PC-DOS/MS-DOS
(D) SOFTWARE: Patentln Release n° 1, versién n° 1,25.

DATOS DE LA SOLICITUD ACTUAL.:
(A) NUMERO DE SOLICITUD: pendiente de asignacién
(B) FECHA DE PRESENTACION: 21 de junio de 1993
(C) CLASIFICACION:

INFORMACION ABOGADO/AGENTE
(A) NOMBRE: Misrock, S. Leslie
(B) NUMERO DE REGISTRO: 18.872
(C) NUMERO DE REFERENCIA/EXPEDIENTE: 6923-035

INFORMACION DE TELECOMUNICACION:
(A) TELEFONO: 212 790-9090
(B) TELEFAX: 212 869-8864/9741
(C) TELEX: 66141 PENNIE

(2) INFORMACION DE LA SEC ID N° [:

@

(i)
(ix)

(xi)

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 1227 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) CADENA: doble
(D) TOPOLOGIA: desconocida

TIPO DE MOLECULA: ADN (genémico)

CARACTERISTICAS:
(A) NOMBRE/CLAVE: CDS
(B) LOCALIZACION: 43..1023

DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N° 1:
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27s

Phe

Lys

TTC
Phe

ARG
Lys

ACC
Thr

ATG
Het
100

GIT
val

ATG
Met

GCT
Ala

GG
Txp

ATG
Mat
1806

&TG
val

TIT
Phe

ATC
1le

GAC
Asp

GCT
Alz
2¢C

GTC
Vai

GAT
Asp

54

150

1ss8

24%

294

342

390

438

486

$34

582

174

sig
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CCA
Pro

cTC
Leu

TTC
Phe
25

GAA
Glu

T
Phe
310

TCcT
Ser

ATG
Met
295

GCc?
Ala

TG
Leu

ES 2229208 T3

TTG ARC AGG GTG TCA GAG CCA GIG AAT CAC TTT TTC TTT
Leu Asn Arg Val Ser Glu Pro Val Aan His Phe Phe Phe

300

308

TTC CTA AAC CCG TGC TTC GAC CCA CTC ATA TAT GGG TAT
Phe Leu Asn Pro Cys Phe Asp Pro Leu lle Tyr Gly Tyr

s

320

TAGTTGGGAG ACTACACAAG AACTCAGATA GAAATAAGGT

AACTRATTCC ACCAATTGAG AATAAACTCA ARGCTTTTGA CACRCTTATA TACAAGGCAG
GCTTTAAGGT TAGATTATCA ACCTTGITTT TGTACAGAGT TTGTTGTTAC AGCTTCAGAA
GACCTTCAAA AACAAAAAAA AARAAAAAAA. AAAAAAAAAM ARAA

(2) INFORMACION DE LA SEC ID N° 2:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 327 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) TOPOLOGIA: desconocida

(i) TIPO DE MOLECULA: proteina
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N° 2:

Mat
1
Ile
val
ser
Cla
68
Lye

Ala

Gln

145

lle

Ser

Ala
Asn
Ser
Thr

S0

Lys

His

Cys
Phe
130
Pro
Leau

Phe

Gln

Asn Asn

Asn Ser
20

Gly Lys
as

Ala Phe
Arg Lys
Leu Thr
Gly Met

100

Lys Val
118

Met Met
Leu Ala
Ala Trp
Arg Met

180
Cys vVal

Ala ser
5

Ile Pro

Ile Axg

Asn Ala

Lys Gly
70

Leu Ala
as

Trp Asn
Leu Ser
Val Val
Val Gln

150

I1le Leu
168

Ile Tyr

Thr His

Leu Glu
Leu Ile
Val Thr

40
Ser Phe

55
Lys Lys
Asn Leu
Ile Thr

120

Ile Ser
135

Ser Asn
Ser 1le

Leu Ala

Cys Ser

Gla Asp
10

Gln Gly
25

val Thr

Lesu Leu

Leu Ser

Leu Glu
90

Val Gln
105

Lys Leu

Leu Asp

Ser Lys

val Phs
170

Asp Gly
185

Phe Pro

Pro
Lys
Phe
Lys
Arg

75
The
TP

Phe

Lau
1585
Ala

Ser

Cln

Asn
Leu
Phe

60
Met
Leu
Tyr
Ser
Ser
140
Glu
Gly

Gly

Trp

His

Pro

leu

45

Gln

Lys

1le

Ala

et

128

Lsu

Gln

Pro

Pro

Irp

Cys
Thy

30
Phe
Lys
val

val

Gly
110

Tyr
Ala
Ser
Gln
Thr

180
Hie

Ser Ala
15

Leu Thr

Leu Leu

Trp Thr

Leu Leu
80

Met Pro
9s

Glu Phe
Ala Pro
Ile Thr
Met Ile

160

Leu Tyr
178

Val Phe

Gln Ala

966

1014

1063

1123

1183
1227
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ES 2229208 T3

195 200

Phe
215

Phe Tyr Asn Phe Phe Thr

210

Leu Ile Asn Ala

230

Ile Met Lys

225

Cys

Pro Leu

245
Arg

Leu His Gln Asp Arg Lys

Ala Thr

260
val

Ile Pro Arg Leu Arg

265
Phe val
275

Thr Ser Cys

280
Glu Met
295

Tyr Trp Pho Asp Pro leu

290

Phe
310

His Phe Phe Phe Leu Ala Phe

305
Ile Tyr Phe
328

Gly Tyr Ser Leu

(2) INFORMACION DE LA SEC ID N° 3:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 2160 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) CADENA: doble
(D) TOPOLOGIA: desconocida

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (genémico)

(ix) CARACTERISTICAS:
(A) NOMBRE/CLAVE: CDS
(B) LOCALIZACION: 25..1008

Gly Cys Lsu Phe
Ile Ile Phe
Gln Met Asn
250
Lau Lys Met
Trp Thr Pro Tyr Tyr Val Leu

Asn Arg Val

Leu Asn Pro

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N° 3:

CGGAGCCTITC TCTCCIGGGA AAMAT ATG GCA AAC AG

T

Met Ala Aan Ser

1

AAT CAA AAT CAC TCT TCA
Asn Gln Asn His Cys Ser
10 15

Als Ile Asn Asn $

GGC AAC CTC CCC ACT CTG
Gly Asn Leu Pro Thr Leu
30

ACC

Thr Leu Ser Gly L
35

ACT TTC TIC CIT TIT CIG
Thr Phe Phs Leu Phe Leu
45

(o o]
Lau Ser Ala Thr P

50

TTGC AAA CTT CAG AAG TGG
leu Lys Leu Gln Lys TIrp
60

ACA

Thr Gln Lys Lys G
65

TCA AGA ATG AAG CTG CTC
Ser Arg Mst Lys Leu Leu
73

CCC ATC AAC AMC ACC

er
20

TTG TCT GGA AAG

ys

TCT GCG ACC TIT

he

CAG AAG AMA GAG

lu

TIA AAA CAT CTG ACC
Lsu Lys His Leu Thr
80

205

Ile
220

Ala Leu
235

Gln Sar

Thr val

Ile Pro Leu

Thr Arg

Lys Asn

255

Ala Phe

270

28S
Ser Glu
300
Cys Pha
315

GCT TICT TTC
Ala Ser Phe
58

Asn

GGG AAA ANG

Lys Gly Lys Lys
70

TTA
Lau
85

GCC AAC CTG
Ala Asn Leu

Gly Ile

Pro Val

Asp Pro

16
Leu

Val
240
Asn
Ala
Trp

Asn

Leu
320

51

99

147

195

24]

291
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ES 2229208 T3

GAG ACT CTG ATT CTC ATG CCA CIG GAT GGG ATG TGG AAC ATT ACA GTC
Glu Thr Leu Ile Val Met Pro Leu Asp Gly Met Trp Asn Ile Thr Val
' 90 95 lo0 108

CAA TGG TAT GCT GGA GAG TTA CIC TGC AAA GTT CIC AGT TAT CTA AAG
Gln Trp Tyr Ala Cly Glu Leu Leu Cys Lys Val Lsu Ser Tyr Leu Lys
110 118 120

CTT TTC TCC ATG TAT GCC CCA GCC TIC ATG ATG GTG GIG ATC AGC €TG
Leu Phe Ser Mt Tyr Ala Pro Ala Phe Met Mst Val Val lle Ser Leu
125 130 135

GAC OGC TCC CTG GCT ATC ACG AGG CCC CTA GCT TIC AAA AGC ANC ACC
Asp Arg Ser lLau Ala Ile Thr Arg Pro Lau Ala Lau Lys Ser Asn Ser
140 145 150

AAA GIC CGA CAG TCC ATG GIT CGC CTG COC TGG ATC CTC ACT AGT GTC
Lys Val Gly Gln Ser Met Val Gly Leu Ala Trp Ile Leu Ser Ser Val
155 160 165

TTT GCA GGA CCA CAG TTA TAC ATC TTC AGG ATG ATT CAT CTA GCA GAC
Phe Ala Gly Pro Gln Lsu Tyr Iles Phe Arg Hat Ile His Leu Ala Asp
170 178 180 18§

AGC TCT GGA CAG ACA AAA GTT TTC TCT CAA TGT GTA ACA CAC TGC AGT
Ser 5er Gly Gln Thr Lys Val Phe Ser Gln Cys Val Thr His Cys Ser
190 19§ 200

TTT TCA CAA TGG TGG CAT CAA GCA TTT TAT AAC TIT TIC ACC TIC AGC
Phe Ser Gln Trp Trp His Gln Ala Phe Tyr Asn Phe Phe Thr Phs Ser
208 210 215

TGC CIC TTC ATC ATC CCT CTIT TTC ATC ATG CYG ATC TGC AAT GCA AAA
Cys Leu Phe Ile I1¢ Pro Leu Phe Ile Met Leu Ils Cys Asn Ala Llys
220 2258 230

ATC ATC TTC ACC CTG ACA CGG GTC CTT CAT CAG GAC CCC CAC GAA CTA
Ile Ile Phs Thr Leu Thr Arg Val Leu Nis Gln Asp Pro His Glu Lsu
218 240 245

CAA CTG AAT CAG TCC AMG AAC AAT ATA CCA AGA GCA CGG CIG AAG ACT
Gln Lsu Asn Gln Ser Lys Asn Asn Ile Pro Arg Alz Arg Leu Lys Thr
250 255 260 265

CTA AAA ATG ACG GTT GCA TTT GCC ACT TCA TTT ACT GTC TCC TGG ACT

Leu Lys Met Thr Val Ala Phe Ala Thr Ser Phe Thr Val Cys Trp Thr
270 273 280

CCC TAC TAT GTC CITA GGA ATT TGC TAT TGG TIT GAT CCT GAA ATGC TTA

Pro Tyr Tyr Val lLeu Gly Ile Trp Tyr Trp Phe Asp Pro Glu Met Lsu

288 290 29§
AAC AGG TTIG TCA GAC CCA GTA AAT CAC TTC TIC TTT CIC TIT GCC TTT
Asn Arg Leu Ser Asp Pro Val Asn His Phe Phe Phe Leu Phe Ala Phe
300 305 310
TTA AAC CCA TGC TTT GAT CCA CTT ATC TAT GGA TAT TTT TCT CTG
Lasu Asn Pro Cys Phe Asp Pro Leu Ile Tyr Gly Tyr Phe Ser Leu
318 320 25

TGATTGATAG ACTACACAAG AAGTCATATG AAGAAGGGTA AGGTAATGAA TCTCTCCATC

TGGCAATGAT TAACACAAAT GTTGGAGCAT GTTTACATAC AAACAAAGTA GGATTTACAC

TTAAGTTATC ATTCTTITAG AAACTCAGTIC TTCAGAGCCT CAATTIATTAMA GGAAAAGTCT

TCAGGAAAAA TACTAAAATA TTTTCICITC CTCATAAGCT TCTAMTTAA TCTCIGCCTT

339

387

435

483

531

579

627

675

723

771

819

867

915

9613

1008

1068

1128

1188
1248
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TTCTGACCIC
TACTAATATT
AACCCACAAC
TAGCAATTAG
CAACTTTCCC
AAAAGCATTC
GACAAGACTA
CTATATAANG
AAGCTATCTA
TCCAACTANG
GTIGAACAATT
GAATAATTAA
TCTGGAGAGA
GAAGGAGGAA
TTCCATGTAA
ATCTTAAGGC

ATATAACACA
TAAAATACCT
ACAGGTCTAMA
AGTTGTATCC
TCCTATACTT
TGACATTIGCG
TGAGTAGTTC
CGAAATTTTA
GTCTGTGGAG
AAAATACTCA
TTTTCTCICT
CAAMATTANG
AAACTACAGC
AGATCTTGAT
TGTTTTIATT
cG

ES 2229208 T3

TTATGTAGGT
TCAGCCTAAG
ACTCAGCATC
TATATAATAC
AAMAAGAAAA
AGGAGTCAGT
TCCTTCATCC
GAGGGGTTAG
TTTGTCCGCAA
TAGTGAGTAC
CTCCTCATCT
CAAATGCACA
TTCAGTCTGT
GCAGGGTITIC
TCAGCCCTAT

(2) INFORMACION DE LA SEC ID N° 4:

TTCTTATCAC
GCACAAGGAT
CTTCGTIGAGT
ATAGAGCACA
AAAMAATGAAT
AACCAATCCC
TATTTATGTG
CATTTGGACA
TTAATTCCCA
GCTCTATCCA
TACTAAATCC
AGCAAAAGAT
ACAGATCAAMN
TTAACCTIGCA
TTCTATTATIT

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 328 aminoacidos

(B) TIPO: aminoacido
(D) TOPOLOGIA: desconocida

(i) TIPO DE MOLECULA: proteina
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N° 4:

GCCAAAAAAA
TTTTCTCCAMN
GAGCCCTTIC

ACCAACCACT
CTACAGGTTG
GCGGTTTAGA
TAMATAACA
TAGTATGACT
ATATTTCATA
GCTIGATACA
GAAGACAGAM
GTCTATGCAC
TTGTGCCATIT

CATAATAATG
CAAMACCTCAG
AGGGGCATAT
CCCATAATAT
CITTIGGCTTC
CCAGCAACCT
TGAAGTATCT
ACATTCCTICT
TGTTTCCAAR
TCTATTTAAT
AATGAACTGA
CAAAAGGAAC
CATGTCAGGG
ACACTATAT
AAMAAACACA

1308
1368
1428
1488
1548
1608
1668
1728
1788
1848
1908
1968
2028
2088
2148
2160
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Ala
Arg
145
Gly
Ile
Phe
Ala
Phe
225
val
Asn
Ala
Trp
Asn

30s

Leu

Phe
130
Pro
Leu
Phe
Ser
Phe
210
Ile
Leu
Ile
Thr
Tyr
2%0
His

Ile

Het

Leu

Ala

Arg

Gln
195

Tyr
Met
His
Pro
Sex
275
Trp

Phe

Tyr

Met

Ala

Trp

Met

ES 2229208 T3

vVal

135
Leu Lys
150

Ile
168

Leu

Ile His

180

Cys
Asgn
Leu
Gln
Arg
260
Phe
Phe

Phe

Gly

Met Ala Asn

b 8

Ile Asn ABn

Leu
ser
Gln

63

Lys

Leu

S0

Ser Gly

35
Ala Thr
Lys Lys
His Leu

Asp Gly

Leu Cys lys

115

Val Thr Ris Cys

200
Phe

Phe Thr Phe

215

Ile Cys Asn Ala
230

Asp Pro His Glu

245
Ala

Arg Leu Llys

Thx Val

Cys Trp
280

Glu Met
298

Asp Pro

Phe Leu Phe Ala

310

Tyr Phe Ser Leu

328

Ser Ala Ser Pro
S

gexr Ile Pro Leu

20

Lya Ile Arg Val

Phe Asn Ala Ser

-1

Glu Lys QGly Lys

70

Thy Leu Ala Asn

a5

Met Trp Asn Ile
100

val Leu Ser Tyr

Ser Asn Ser

Ser Ser Val

185

Ser
Ser
Lys
Leu
Thr
265
Thr

Leu

Phe

Glu
Met
Thr

40
Phe
Lys
Leu

Thr

Leu
120

Val Ile Ser Leu Asp Arg Ser

Lys

Phe
170

leu Ala Asp Ser

Phe

Cys

Ile

Gln

250

Leu

Pro

Asn

Leu

Gln
Gln

25
Val
Leu
Leu
Leu
val

108
Lys

Leu Ala

140

val
i8S

Gly Gln Ser

Ala Gly Pro Gln

Ser Gly Gln Thr

190
Gln

ser Trp

205

Trp

Leu Phe

220

lle Ile

Ile
235

Phe Thr Leu

Leu Asn Gln Ser

Lys

His

Pro

Thr

Lys

l1le Thr

Met Vval

160
Tyr

Leu
175

Val
Gln
Leu
Arg

240

Asn

255

Val
270

Lys Met Thr

val
285

Tyr Leu

Leu Ser

300

Arg ASp

Asn Phe

315

Pro Cys

Asn Gln Asn His

10

Gly Asn Leu Pxo

Phe Lau
45

Thr Phe

ey Gln
60

Mat Lys

Leu Lys
Ser Arg
13

Glu Thr leu Ila

90
Gln Trp Tyr Ala

Ser Met
125

Leu Phe

Ala

Gly

Pro

Asp

Phe

Ile

Val

Pro
320

Ser
1S

Cys

Thr
0

Leu

Phe Lesu

Lys

Leu Lsu

Val Mat

9s
Gly Glu
110

Tyr Ala

Ala

Thr

Leu

Thr

Leu

80

Pro

Leu
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