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DESCRIPCION

La presente invencion se refiere en general a la terapia y diagnosis de la depresion. En particular, esta invenciéon se
refiere a los polipéptidos asi como a los polinucleétidos que codifican estos polipéptidos, en donde se ha demostrado
que dichos polipéptidos juegan un papel fundamental en la mediacion de la respuesta celular a la hormona liberadora de
corticotropina. Estos polipéptidos y polinuclettidos son Utiles en la diagnosis, el tratamiento y/o la prevencion de la
depresion.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Andlisis socioeconoémicos recientes han encontrado que la depresién es una causa principal de discapacidad y un factor
de riesgo importante para el desarrollo de otras enfermedades. Ademas, a escala mundial la depresién esta
infradiagnosticada e infratratada. Los farmacos antidepresivos actuales han demostrado ser eficaces, pero estan
gravados con un comienzo de accion lento y efectos secundarios. Por encima de esto, no esta todavia claro por qué
modo farmacoldgico de accién ejercen los mismos sus efectos clinicos. La investigacién impulsada por hipotesis,
basada en la hipotesis de los receptores de corticosteroides de la depresion ha conducido al concepto nuevo que esta
enfocado en los receptores de neuropéptidos cerebrales, especificamente en el receptor de la hormona liberadora de
corticotropina (CRH) como diana del farmaco.

La hormona liberadora de corticotropina (CRH), un polipéptido de 41 aminoé&cidos, juega un papel fundamental en la
regulacion del eje hipotalamico-pituitario-adrenal, mediando las respuestas endocrinas a diversas causas de estrés. Las
neuronas hipotalamicas liberan CRH en el sistema portal hipofisario en respuesta al estrés, estimulando la secrecion y
biosintesis de adrenocorticotropina pituitaria (ACTH), conduciendo a una produccién incrementada de glucocorticoide
adrenal (1). Varios estudios clinicos y preclinicos apuntan hacia un papel causal para las alteraciones en el sistema
CRH en el desarrollo de la depresion (2). Los primeros estudios con CRH en humanos demostraron que la respuesta de
ACTH a CRH esta debilitada en los pacientes deprimidos, reflejando una desensibilizacién de los receptores de CRH a
la secrecion de CRH hipotaldmica incrementada continuamente (3; 4). En respaldo de la respuesta de ACTH debilitada
como consecuencia de la liberacion incrementada de CRH esta el descubrimiento de niveles elevados de CRH en el
fluido cerebroespinal de pacientes con depresion. Otros descubrimientos que refuerzan esta nocion de la hipersecrecién
de CRH en el estado deprimido son un nimero incrementado de neuronas secretoras del CRH y un ndmero reducido de
receptores de CRH en las victimas de suicidios que sufrian depresion (5: 6).

Para CRH se han descrito dos receptores de afinidad alta, CRH-R1 y CRH-R2, los dos cuales existen en varias formas
variantes de remodelacion. La activacion de estos receptores por CRH da como resultado la estimulacion mediada por
Gs de adenilciclasa que conduce a niveles incrementados de cAMP intracelular. Esto activard por si mismo la proteina-
qumasa A dependiente de cAMP (PKA) y dara flnalmente como resultado niveles citosdlicos incrementados de cAMP y
Ca?". Los niveles incrementados de cAMP Y Ca®" conducen a la activacién de varias otras quinasas adicionales tales
como la quinasa Il dependiente de Ca?*/calmodulina (CAMK 1) y las qumasas activadas por mitdgenos p42/p44
(MAPK). Como resultado, la proteina de fijacion del elemento de respuesta a ca®'/cAMP (CREB) se fosforila y esto
regulara a su vez la transcripcion de genes que contienen elementos de respuesta a cAMP (CRE) en su region
promotora. Ejemplos de tales genes que se demuestra estan implicados en la modulaciéon de la sefalizacién por CRH
incluyen c-fos, el gen del factor inhibidor de la migracién de los macrofagos Mif, los receptores nucleares huérfanos
Nurr77 y Nurrl.

Con objeto de desarrollar un modelo animal para la activacion cronica pituitario-adrenal, se han generado ratones que
sobreexpresan CRF (CRF-OE) (Stenzel-Poore et al., (1992) Endocrinology 130:3378-3386). Estos ratones transgénicos
presentan un fenotipo Cushingoide debido a la superproduccion de ACTH y corticosterona a lo largo de su vida como
resultado de la sobreexpresion global de CRF en estos animales. En armonia con el papel del CRF cerebral en la
mediacion de las respuestas endocrina, autondmica y conductual al estrés, los ratones CRF-OE exhiben un estado
espontdneo de emotividad acrecentada, son hiper-reactivos a los estresantes y la administracion central de un
antagonista de los receptores de CRF invierte estos comportamientos de tipo ansiogénico (Stenzel-Poore et al., (1994)
J. Neurosci. 14:2579-2584). Estos ratones CRF-OE permiten la investigacion de los efectos a largo plazo de CRF sobre
el sistema nervioso central y se han utilizado como modelo genético de comportamiento relacionado con la ansiedad y
el estrés. A pesar del hecho de que los caminos aguas abajo para los receptores activados por CRH fueron estudiados
extensivamente y condujeron a la identificacion de varios genes implicados en la cascada de sefializacion, queda por
explorar un area importante. Por ello, ha sido objeto de la presente invencion explorar la respuesta transcripcional a la
estimulacién de CRH al nivel de amplitud del genoma a fin de identificar genes ulteriores implicados en la red génica
activada por los receptores de la hormona liberadora de corticotropina. Los polipéptidos asi identificados y los
polinucleétidos que codifican dichos polipéptidos proporcionan nuevas probabilidades para el desarrollo de farmacos
como dianas de farmaco por técnicas de seleccion, o son Utiles en la diagnosis, prevencion y/o tratamiento de la
depresion.

SUMARIO DE LA INVENCION

La presente solicitud describe cierto nimero de genes que no se habian asociado hasta ahora con sefializacion de CRH
y son Utiles por consiguiente en métodos para identificacion de compuestos, que modulan la respuesta de sefializacion
de CHR en una célula o en métodos diagnosticos para identificar la depresién inducida por CRH en un individuo.
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En una realizacion, el método para identificar un compuesto capaz de alterar la respuesta de sefializacion de CRH en
una célula, en particular la linea de células de adenoma derivadas del corticotropo de pituitaria de murino AtT-20
comprende poner en contacto dicha célula con CRH en presencia y ausencia de dicho compuesto y determinar el nivel
de expresion de un polinucleétido que comprende una secuencia de acido nucleico seleccionada del grupo constituido
por SEQ ID NO.1, SEQ ID NO.2, SEQ ID NO.3, SEQ ID NO.4, SEQ ID NO.5, SEQ ID NO.6, SEQ ID NO.7, SEQ ID
NO.8, SEQ ID NO.9, SEQ ID 11, SEQ ID NO.13, SEQ ID NO.15, SEQ ID NO.17, SEQ ID NO.19, SEQ ID NO.21, SEQ
ID NO.23, SEQ ID NO.25, SEQ ID NO.26, SEQ ID NO.27, SEQ ID NO.28, SEQ ID NO.29, SEQ ID NO.30, SEQ ID
NO.31, SEQ ID NO.32, SEQ ID NO.34, SEQ ID NO.36, SEQ ID NO.38 y SEQ ID NO.40. En este método de seleccion,
los niveles de expresion se evallan tipicamente utilizando una sonda oligonucleotidica que se fija a los polinucleétidos
arriba mencionados, utilizando preferiblemente métodos de tecnologia de redes. De acuerdo con ello, en una realizacion
particular se describe un método para identificar compuestos que modulan la respuesta de sefializacion de CRH en una
célula, comprendiendo dicho método poner en contacto dicha célula con CRH en presencia y ausencia de dicho
compuesto; y determinar el nivel de expresion de los polinucledtidos que tienen las secuencias de acido nucleico SEQ
ID NO.1, SEQ ID NO.2, SEQ ID NO.3, SEQ ID NO.4, SEQ ID NO.5, SEQ ID NO.6, SEQ ID NO.7, SEQ ID NO.8, SEQ ID
NO.9, SEQ ID 11, SEQ ID NO.13, SEQ ID NO.15, SEQ ID NO.17, SEQ ID NO.19, SEQ ID NO.21, SEQ ID NO.23, SEQ
ID NO.25, SEQ ID NO.26, SEQ ID NO.27, SEQ ID NO.28, SEQ ID NO.29, SEQ ID NO.30, SEQ ID NO.31, SEQ ID
NO.32, SEQ ID NO.34, SEQ ID NO.36, SEQ ID NO.38 y SEQ ID NO.40, en donde un cambio en el perfil de expresion
de estas secuencias es indicativo de un compuesto capaz de alterar la respuesta de sefalizacion de CRH en dicha
célula.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Tabla 1: Tabla de genes que demuestran ser mediadores importantes de los cambios inducidos por CRH en el CNS.
Tabla 2: Secuencias de oligonucleétidos utilizadas para RT-PCR

Figura 1: Niveles de expresién de CRH-R1 en diferentes tejidos del raton. Se aplic6 RT-PCR cuantitativa sobre tejidos
derivados de 3 animales diferentes para las regiones cerebrales.

Figura 2: Andlisis en mapa espectral de datos de microrredes obtenidos en todas las areas del cerebro investigadas.
Los cuadrados representan muestras diferentes, mientras que los circulos representan genes. El diametro del circulo
corresponde a la intensidad media de un gen. Las distancias entre los cuadrados son una medida de la semejanza entre
las muestras. Una asociacion positiva de un gen con una muestra dada (es decir, una regulacion ascendente de dicho
gen en dicha muestra particular) da como resultado el posicionamiento del gen y la muestra sobre una linea comun a
través del centroide (indicado por una cruz). Las diferentes areas se representan en el orden siguiente (A) cerebelo, (B)
corteza frontal, (C) hipocampo, (D) nucleus accumbens, (E) &rea temporal, (F) pituitaria.

Figura 3: parametros del eje HPA en los animales utilizados para el analisis de microrredes. Los niveles de CORT en
plasma son 6 a 8 veces mayores en los sobreexpresantes de CHR comparados con los animales de tipo salvaje. No se
observaron diferencias significativas en los niveles de ACTH.

Figura 4: Datos de microrredes y RT-PCR cuantitativa para los genes implicados en la sefializacion de glucocorticoides.
(A) Los datos de redes que muestran una regulacion descendente de 11B-hidroxiesteroide-deshidrogenasa tipo 1
(HSD11b1) en el hipocampo se confirmaron utilizando RT-PCR cuantitativa (niveles normalizados contra (-actina). (B)
Datos de redes que muestran una regulacion ascendente significativa en el hipocampo y la corteza frontal de la proteina
5 fijadora de FK506 (Fkdp5), un modulador de la activacion de los receptores de glucocorticoides. (C) Los datos de
redes sobre la quinasa regulada por suero/glucocorticoides (Sgk) se confirmaron por RT-PCR cuantitativa en la corteza
frontal.

Figura 5: Datos de microrredes y RT-PCR cuantitativa para los receptores 1 y 2 de neurotensina. (A) La regulacion
descendente del receptor 2 de neurotensina (Ntsr2) en los ratones que sobreexpresaban CHR observada en el
hipocampo se establecié utilizando RT-PCR cuantitativa. Los niveles del receptor 1 de neurotensina (Ntsrl) se
encontraban por debajo del limite de deteccion en el analisis de microrredes. (B) sin embargo, la RT-PCR cuantitativa
establecié una regulacidon descendente similar de Ntsrl en los sobreexpresantes de CRH. Adicionalmente, el ANOVA de
dos vias sobre los datos qRT-PCR muestra un efecto importante del tratamiento con vehiculo que aparentemente es
anulado por tratamiento con R121919.

Figura 6: Fijacion de [125I]NT (0,1 nM, 30min, RT) a todos los sitios NTS determinada por autorradiografia cuantitativa

sobre secciones de tejido cerebral montadas en vidrio congelado. Los datos se representan como el valor medio 10D +
SEM de 3 animales determinado sobre al menos 3 secciones diferentes del Bregma cada una.

(*): Diferencia entre los grupos genéticos con p < 0,05.

AMG, amigdala con inclusion de ACe, MeA, BMA, BLA; CG2, corteza cingulada anterior; HC-SR, hipocampo-stratum
radiatum; RSG, corteza granular retroesplénica; TC, corteza temporal/parietal; U, sin tratar; Ve, tratada con vehiculo; R,
tratada con R121919.
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Figura 7: Fijacién de [125I]NT a los sitios NTS1&3 en estructuras dentro de las secciones del hipocampo con sitios Nts2

blogueados por Levocabastina. La fijacién de [125I]NT 0,1 nM (30 min, RT) se determind por autorradiografia cuantitativa
sobre secciones de tejido cerebral montadas en vidrio congelado. Los datos se representan como el valor medio
IOD+SEM de 3 animales determinado sobre al menos 3 secciones diferentes del Bregma cada una.

(***): Diferencia entre los grupos genéticos con p < 0,001.
SNC, substantia nigra, pars compacta; otras abreviaturas, véase la leyenda de Fig. 5.

DESCRIPCION DETALLADA

Como se utiliza en esta memoria, el término "compuesto” o "agente" significa un compuesto biolégico o quimico tal
como una molécula organica simple o compleja, un péptido, una proteina o un oligonucleétido. Un "compuesto de test"
como se utiliza en esta memoria, se refiere a un "compuesto” o "agente" utilizado en un método de acuerdo con la
invencion para evaluar si dicho compuesto modula la actividad de sefializacion de CRH.

"Sefializacion de CRH", como se utiliza en esta memoria, se refiere a los cambios celulares en la transcripcion génica
después de activacion del receptor de la hormona liberadora de corticotropina por CRH en dicha célula. La misma
induce por tanto un perfil de expresion de genes especifico de CRH. Los cambios al nivel de la transcripcién pueden
evaluarse sea al nivel de proteinas o al nivel génico del RNA.

"Actividad de respuesta de CRH", como se utiliza en esta memoria, se refiere en general al cambio de un parametro
celular detectable como resultado de la exposicion de dicha célula a CRH. Parametros celulares detectables incluyen,
entre otros, cambios en el potencial de membrana, cambios en la actividad enzimética de una enzima que modula la
sefializacion de CRH en dicha célula, cambios en los niveles de expresion de una proteina de acuerdo con la invencion
0 cambios en la cantidad de segundos mensajeros tales como cGMP, cAMP, ca” o IPs.

El término "an&logo" o "analogo funcional" se refiere a una forma modificada de permeasas puricas de mamifero en la
cual se ha hecho al menos una sustitucién de aminoacido de tal modo que dicho anélogo retiene sustancialmente la
misma actividad biol6gica que la permeasa purica de mamifero sin modificar in vivo y/o in vitro.

"Muestra" o "muestra biol6gica" como se utiliza en esta memoria se refiere a células, extractos de células, fluidos
corporales o muestras de tejido tales como por ejemplo de sangre, orina, saliva, o material de biopsia tisular o autopsia.

El término "anéalogo funcional” tiene por objeto incluir los "fragmentos”, "variantes”, "variantes degeneradas"”, "analogos"
y "homélogos" o "derivados quimicos" de los polipéptidos de acuerdo con la invencion. Derivados quimicos Utiles de
polipéptidos son bien conocidos en la técnica e incluyen, por ejemplo, modificacién covalente de un sitio organico
reactivo contenido en el polipéptido con un resto quimico secundario. Reactivos de reticulacion bien conocidos son utiles
para reaccionar con residuos amino, carboxilo o aldehido a fin de introducir, por ejemplo, un marcador de afinidad tal
como biotina, un tinte fluorescente, o para conjugar el polipéptido con una superficie de fase sélida (por ejemplo para
crear una resina de afinidad).

Variante(s) de polinucleotidos o polipéptidos, tal como se utiliza el término en esta memoria, son polinucleétidos o
polipéptidos que difieren de un polinucledtido o polipéptido de referencia, respectivamente. Una variante del
polinucleétido puede ser una variante existente naturalmente tal como una variante alélica existente naturalmente, o
puede ser una variante que no se sabe que exista naturalmente. (1) Un polinucleétido que difiere en secuencia de
nucledtidos de otro polinucledtido de referencia. Generalmente, las diferencias son limitadas de tal modo que la
secuencias de nucledtidos de la referencia y la variante son estrechamente similares como un todo y, en muchas
regiones, idénticas. Como se indica mas adelante, los cambios en la secuencia de nucleétidos y la variante pueden ser
silenciosos. Es decir, pueden no alterar los aminoacidos codificados por el polinucledtido. En los casos en que las
alteraciones se limitan a cambios silenciosos de este tipo, una variante codificara un polipéptido con la misma secuencia
de aminoacidos que la referencia. Como se indica también mas adelante, los cambios en la secuencia de nucleétidos de
la variante pueden alterar la secuencia de aminoacidos de un polipéptido codificado por el polinucleétido de referencia.
Tales cambios de nucleétidos pueden dar como resultado sustituciones, adiciones, deleciones, fusiones y truncaciones
de aminoécidos en el polipéptido codificado por la secuencia de referencia, como se ha expuesto anteriormente. (2) Un
polipéptido que difiere en secuencia de aminoacidos de otro polipéptido de referencia. Generalmente, las diferencias
son limitadas de tal modo que las secuencias de la referencia y la variante son estrechamente similares en su conjunto
y, en muchas regiones, idénticas. Una variante y un polipéptido de referencia pueden diferir en secuencia de
aminoacidos por una o mas sustituciones, adiciones, deleciones, fusiones y truncaciones, que pueden estar presentes
en cualquier combinacion.

Los términos "complementario” o "complementariedad”, como se utilizan en esta memoria, hacen referencia a la
capacidad de los nucleétidos puricos y pirimidinicos para asociarse a través de enlaces de hidrégeno con formacion de
moléculas bicatenarias de &cido nucleico. Los pares de bases siguientes estan relacionados por complementariedad:
guanina y citosina, adenina y timina, y adenina y uracilo. Como se utiliza en esta memoria, "complementariedad"
significa que la relacién arriba mencionada se aplica a sustancialmente todos los pares de bases que comprenden dos
moléculas monocatenarias de acido nucleico en toda la longitud de dichas moléculas. "Complementariedad parcial"
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hace referencia a la relacion arriba mencionada en la cual una de las dos moléculas monocatenarias de acido nucleico
tiene menor longitud que la otra, de tal modo que una porcién de una de las moléculas sigue siendo monocatenaria.

El término "sustitucion conservadora" o "sustitucion de aminoacidos conservadores" hace referencia a un
reemplazamiento de uno o mas residuos de aminoacido en una proteina parental sin afectar a la actividad bioldgica de
la molécula parental basada en la susceptibilidad de sustitucion de ciertos aminoacidos reconocida en la técnica (véase,
v.g., M. Dayhoff, en Atlas of Protein Sequence and Structure, Vol. 5, Supl. 3, pags. 345-352, 1978).

"Fragmento de la misma" se refiere a un fragmento, pieza, o sub-regién de un acido nucleico o molécula de proteina
cuya secuencia se describe en esta memoria, tal que dicho fragmento comprende 5 o0 mas aminoacidos, o 10 o mas
nucledtidos que son contiguos en la proteina o molécula de acido nucleico parental.

"Fragmento funcional" como se utiliza en esta memoria, se refiere a una subregién aislada, o fragmento de una proteina,
0 secuencia de aminoacidos descrita en esta memoria que, por ejemplo, comprende una regién funcionalmente distinta
tal como un sitio activo para un receptor. Fragmentos funcionales pueden producirse por tecnologia de clonacion, o
como los productos naturales de mecanismos alternativos de remodelacion.

El término "homdlogo" u "homoldgico" describe la relacion entre diferentes moléculas de &cido nucleico o secuencias de
amino&cidos en la cual dichas secuencias o moléculas estan relacionadas por identidad parcial o semejanza en uno o
mas bloques o regiones dentro de dichas moléculas o secuencias. "Compuesto de &cido nucleico aislado" se refiere a
cualquier secuencia de RNA o DNA, con indiferencia de cédmo esté construida o sintetizada, que esta localizada de
modo distinto de su localizacion natural.

Una "sonda de acido nucleico” o "sonda", como se utiliza en esta memoria, es un compuesto de acido nucleico marcado
que esta hibridado con otro compuesto de acido nucleico. "Sonda de &cido nucleico" significa una secuencia de &cido
nucleico monocatenario que se hibridara con una secuencia de acido nucleico diana monocatenario. Una sonda de
acido nucleico puede ser un oligonucledtido o un polimero de nucle6tidos. Una "sonda" contendra usualmente un resto
detectable que puede estar unido al 0 a los extremos de la sonda o ser interno a la secuencia de la sonda.

El término "iniciador" es un fragmento de acido nucleico que funciona como sustrato de iniciacion para la elongacion
enzimatica o sintética de, por ejemplo, una molécula de &acido nucleico.

El término "hibridacion”, como se utiliza en esta memoria, se refiere a un proceso en el cual una molécula de &cido
nucleico monocatenaria se une con una cadena complementaria por apareamiento de bases nucleotidicas.

El término "severidad" se refiere a las condiciones de hibridacién. Las condiciones de severidad alta dificultan el
apareamiento de bases no homoélogo. Las condiciones de severidad baja tienen el efecto contrario. La severidad puede
alterarse, por ejemplo, por temperatura y concentracion de sales. "Condiciones severas" se refiere a una incubacion
durante una noche a 42°C en una solucidon que comprende 50% de formamida, 5x SSC (NaCl 750 mM, citrato de sodio
75 mM), fosfato de sodio 50 mM (pH 7,6), 5x solucion de Denhardt, 10% solucion de dextrano, y 20 ug/ml de DNA de
esperma de salmon cizallado desnaturalizado, seguido por lavado de los filtros en 0,1 x SSC a aproximadamente 65°C.
Otras condiciones de hibridacion adecuadas se describen en los ejemplos.

"Condiciones de severidad inferior" incluyen una incubacion durante una noche a 37°C en una solucién que comprende
6X SSPE (20X SSPE = NaCl 3M; NaH,PO,4 0,2 M; EDTA 0,02 M, pH 7,4), 0,5% SDS, 30% formamida, 100 pg/ml| de
DNA bloqueante de esperma de salmén; seguido por lavados a 50°C con 1X SSPE, 0,1% SDS. Adicionalmente, para
conseguir una severidad menor aun, los lavados realizados después de la hibridacion severa pueden realizarse a
concentraciones mayores de sal (v.g. 5X SSC). Obsérvese que las variaciones en las condiciones anteriores pueden
realizarse por la inclusion y/o sustitucion de reactivos de bloqueo alternativos utilizados para suprimir el ruido de fondo
en los experimentos de hibridacién. Reactivos de bloqueo tipicos incluyen reactivo de Denhardt, BLOTTO, heparina,
DNA de esperma de salmén desnaturalizado, y formulaciones patentadas disponibles comercialmente. La inclusion de
reactivos de bloqueo especificos puede requerir la modificacion de las condiciones de hibridacion arriba descritas,
debido a problemas de compatibilidad.

El término "proteina de fusién”, como se utiliza en esta memoria, se refiere a constructos proteinicos que son el
resultado de la combinacion de dominios multiples de proteinas o regiones enlazadoras para el propdsito de obtener las
funciones combinadas de los dominios o regiones enlazadoras. Esto puede realizarse por clonacién molecular de las
secuencias de nucledtidos que codifican tales dominios a fin de producir una nueva secuencia de polinucleétidos que
codifica la proteina de fusién deseada. Alternativamente, la creaciéon de una proteina de fusion puede realizarse por
union quimica de dos proteinas.

El término "region enlazadora" o "dominio enlazador" o términos descriptivos similares a éstos, tal como se utilizan en
esta memoria, hacen referencia a secuencias de polinucleétidos o polipéptidos que se utilizan en la construccion de un
vector de clonacion o proteina de fusién. Las funciones de una region enlazadora pueden incluir introduccién de sitios
de clonacion en la secuencia de nucleétidos, introduccion de un componente flexible o regién de creacion de espacio
entre dos dominios proteinicos, o creacién de un marcador de afinidad para interaccion de moléculas especificas. Una
region enlazadora puede introducirse en una proteina de fusion resultante de las elecciones realizadas durante la
construccion de la secuencia de polipéptidos o nucleétidos.
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Métodos de seleccion

La presente invencion se refiere a métodos de seleccion para identificar compuestos que modulan la depresion vy el
estrés inducidos por la hormona liberadora de corticotropina (CRH). La misma esta basada en la identificacion de
diversos genes como moduladores de aguas abajo de los receptores de CRH activados por CRH. En particular, esta
invencion proporciona un método para identificar un compuesto capaz de alterar la respuesta de sefializacion de CRH
en una célula, comprendiendo dicho método:

a) poner en contacto dicha célula con CRH en presencia y ausencia de dicho compuesto;

b) determinar el cambio al nivel de la transcripcidon de al menos una proteina que modula la sefializacién de la hormona
liberadora de corticotropina (CRH) en dicha célula; y

c) comparar el nivel de transcripcién de dicha proteina en presencia y ausencia de dicho compuesto;
en el cual la proteina que modula la sefializacion de la hormona liberadora de corticotropina (CRH) es SEQ ID NO. 20.

Para determinar el cambio de transcripcion al nivel de proteina podria determinarse la cantidad de dicha proteina
utilizando métodos conocidos en la técnica. Por ejemplo, utilizando técnicas de separacion tales como enfoque
isoeléctrico o SDS-PAGE en combinacion con técnicas de tincién de proteinas tales como tincion con Coomassie 0
plata. Alternativamente, para las proteinas que son enzimas, la cantidad en una solucidon o extracto de tejido dado
puede medirse o ensayarse en términos del efecto catalitico que produce la enzima, es decir la conversién de su
sustrato en el producto de reaccion. Por ejemplo, para las quinasas puede evaluarse la actividad de quinasa utilizando
un sustrato que comprende el sitio de fosforilacion especifico de las quinasas y por medida de la fosforilacion del
sustrato por incorporacion de fosfato radiactivo en el sustrato. Este ensayo puede realizarse tanto en presencia como en
ausencia del compuesto a testar. Para las proteinas que no son enzimas, se requieren otros métodos de cuantificacion.
Por ejemplo, las proteinas de transporte pueden evaluarse por su fijacién a la molécula que transportan y las hormonas
y toxinas por el efecto biolégico que producen las mismas.

Para evaluar los cambios en la transcripcion a nivel génico, pueden utilizarse directamente RNA o cDNA para la
deteccién o pueden amplificarse enzimaticamente utilizando PCR u otras técnicas de amplificacion antes del analisis.
Preferiblemente, dicho método de andlisis comprende el uso de una sonda oligonucleotidica marcada direccionada a
una region adecuada del gen que codifica una proteina que modula la sefializacion de CRH en dicha célula. De acuerdo
con ello, en una realizacion preferida, el nivel de transcripcion génica se evalla utilizando una sonda que se fija a un
polinucleétido que codifica la secuencia de amino&cidos SEQ ID NO. 20.

Se describe también una red de sondas oligonucleotidicas que comprenden una secuencia de nucle6tidos que codifica
una proteina que modula la sefalizacion de CRH o pueden construirse fragmentos de la misma para conseguir una
selecciéon eficiente de la expresion génica. Los métodos de tecnologia de redes son bien conocidos y tienen
aplicabilidad general, pudiendo utilizarse para abordar una diversidad de cuestiones en genética molecular que incluyen
expresion génica, enlaces genéticos, y variabilidad genética (véase por ejemplo: M. Chee et al., Science, Vol. 274, pp
610-613 (1996)).

Se describe también un método para identificaciéon de un compuesto capaz de alterar la respuesta de sefializacion de
CRH en una célula, que comprende:

a) poner en contacto dicha célula con CRH en presencia y ausencia de dicho compuesto; y

b) determinar el nivel de expresion de un polinucleétido que comprende una secuencia de acido nucleico seleccionada
del grupo constituido por SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO.3, SEQ ID NO.4, SEQ ID NO.5, SEQ ID NO.6, SEQ
ID NO.7, SEQ ID NO.8, SEQ ID NO.9, SEQ ID 11, SEQ ID NO.13, SEQ ID NO.15, SEQ ID NO.17, SEQ ID NO.19, SEQ
ID NO.21, SEQ ID NO.23, SEQ ID NO.25, SEQ ID NO.26, SEQ ID NO.27, SEQ ID NO.28, SEQ ID NO.29, SEQ ID
NO.30, SEQ ID NO.31, SEQ ID NO.32, SEQ ID NO.34, SEQ ID NO.36, SEQ ID NO.38 y SEQ ID NO.40.

Para evaluar los cambios en los niveles de expresion, pueden utilizarse directamente RNA o cDNA para detecciéon o
pueden amplificarse enzimaticamente utilizando PCR u otras técnicas de amplificaciéon antes del analisis.
Preferiblemente, dicho método de andlisis comprende el uso de una sonda oligonucleotidica marcada direccionada a
una region adecuada del polinucledtido. De acuerdo con ello, en una realizacién el nivel de transicion génica se evalta
utilizando una sonda que se fija a un polinucleétido que comprende una secuencia de acido nucleico seleccionada del
grupo constituido por SEQ ID NO.1, SEQ ID NO.2, SEQ ID NO.3, SEQ ID NO.4, SEQ ID NO.5, SEQ ID NO.6, SEQ ID
NO.7, SEQ ID NO.8, SEQ ID NO.9, SEQ ID 11, SEQ ID NO.13, SEQ ID NO.15, SEQ ID NO.17, SEQ ID NO.19, SEQ ID
NO.21, SEQ ID NO.23, SEQ ID NO.25, SEQ ID NO.26, SEQ ID NO.27, SEQ ID NO.28, SEQ ID NO.29, SEQ ID NO.30,
SEQ ID NO.31, SEQ ID NO.32, SEQ ID NO.34, SEQ ID NO.36, SEQ ID NO.38 y SEQ ID NO.40.

En otra realizacion, una red de sondas oligonucleotidicas que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica
una proteina que modula la sefializacion de CRH o fragmentos de la misma puede construirse para conducir una
seleccion eficiente de la expresién génica. En esta realizacion, la invencién proporciona un método para identificar un
compuesto capaz de alterar la respuesta de sefializacion de CRH en una célula, comprendiendo dicho método poner en



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 235783213

contacto dicha célula con CRH en presencia y ausencia de dicho compuesto; y determinar el nivel de expresion de los
polinucleétidos que tienen las secuencias de acido nucleico SEQ ID NO.1, SEQ ID NO.2, SEQ ID NO.3, SEQ ID NO.4,
SEQ ID NO.5, SEQ ID NO.6, SEQ ID NO.7, SEQ ID NO.8, SEQ ID NO.9, SEQ ID 11, SEQ ID NO.13, SEQ ID NO.15,
SEQ ID NO.17, SEQ ID NO.19, SEQ ID NO.21, SEQ ID NO.23, SEQ ID NO.25, SEQ ID NO.26, SEQ ID NO.27, SEQ ID
NO.28, SEQ ID NO.29, SEQ ID NO.30, SEQ ID NO.31, SEQ ID NO.32, SEQ ID NO.34, SEQ ID NO.36, SEQ ID NO.38 y
SEQ ID NO.40. En particular, la utilizacién de una red de sondas oligonucleotidicas que se fijan a los polinucleétidos que
tienen las secuencias de acido nucleico SEQ ID NO.1, SEQ ID NO.2, SEQ ID NO.3, SEQ ID NO.4, SEQ ID NO.5, SEQ
ID NO.6, SEQ ID NO.7, SEQ ID NO.8, SEQ ID NO.9, SEQ ID 11, SEQ ID NO.13, SEQ ID NO.15, SEQ ID NO.17, SEQ
ID NO.19, SEQ ID NO.21, SEQ ID NO.23, SEQ ID NO.25, SEQ ID NO.26, SEQ ID NO.27, SEQ ID NO.28, SEQ ID
NO.29, SEQ ID NO.30, SEQ ID NO.31, SEQ ID NO.32, SEQ ID NO.34, SEQ ID NO.36, SEQ ID NO.38 y SEQ ID NO.40.
Los métodos de tecnologia de redes son bien conocidos y tienen aplicabilidad general, pudiendo utilizarse para abordar
una diversidad de cuestiones de genética molecular que incluyen expresion génica, enlaces genéticos y variabilidad
genética (véase por ejemplo: M. Chee et al., Science, Vol. 274, pp 610-613 (1996)).

En el caso de que no se utilice directamente DNA genémico, puede aislarse mRNA, y llevarse a cabo una sintesis de
cDNA de la primera cadena. Puede realizarse una segunda tanda de sintesis de DNA para la produccion de la segunda
cadena. Subsiguientemente, por la amplificacion especifica de PCR puede obtenerse un cDNA aislado. Si se desea, el
cDNA bicatenario puede clonarse en cualquier vector adecuado, por ejemplo, un plasmido, formando con ello una
biblioteca de cDNA. Por analogia con lo anterior, es posible cribar bibliotecas de cDNA construidas en un bacteriéfago o
vector lanzadera plasmidico con una sonda oligonucleotidica marcada direccionada a cualquier regiéon adecuada del
gen que codifica una proteina que modula la sefializacion por CRH. Véase v.g. PCR Protocols: A Guide to Method and
Application, Ed. M. Innis et al., Academic Press (1990).

Métodos para construccién de bibliotecas de cDNA en un vector lanzadera tal como un pladsmido o fago para
propagacion en células procariotas o eucariotas son bien conocidos por los expertos en la técnica. [Véase v.g. Maniatis
et al., supra]. Vectores de clonacion adecuados son bien conocidos y estan ampliamente disponibles.

En una realizacion adicional, los cambios en la transcripcion génica se determinan al nivel del mRNA. La expresion
reducida o incrementada puede medirse al nivel del RNA utilizando cualquiera de los métodos bien conocidos en la
técnica para la cuantificacion de polinucleétidos, tales como, por ejemplo: amplificacion de &cido nucleico, por ejemplo
por PCR, RT-PCR; proteccion contra las RNasas; transferencia Northern y otros métodos de hibridacion. Métodos que
pueden utilizarse para determinar los niveles de una proteina, tal como un polipéptido de la presente invencion, en una
muestra derivada de un hospedador son bien conocidos por los expertos en la técnica. Tales métodos de ensayo
incluyen radioinmunoensayos, ensayos de fijacibn competitiva, andlisis por transferencia Western y ensayos ELISA.
Técnicas de ensayo que pueden utilizarse para determinar la presencia de derivados o variantes de proteinas
comprenden, entre otras, la espectrometria de masas.

Por consiguiente, es un objeto de la presente invencidn proporcionar un método para identificar un compuesto capaz de
alterar la respuesta de sefializacion de CRH en una célula, comprendiendo dicho método:

a) poner en contacto dicha célula con CRH en presencia y ausencia de dicho compuesto;

b) determinar la cantidad de al menos una proteina que modula la sefializacion de la hormona liberadora de
corticotropina (CRH) en dicha célula; y

¢) comparar la cantidad de dicha proteina en presencia y ausencia de dicho compuesto;
en el cual la proteina que modula la sefializacion de la hormona liberadora de corticotropina (CRH) es SEQ ID NO. 20.

Preferiblemente, el método para ensayar la cantidad de la proteina que modula la sefializacion de CRH consiste en
utilizar un anticuerpo que se fija a un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO. 20.

Asi, en otra realizacion, esta invencion proporciona un anticuerpo monoespecifico inmunolégicamente reactivo con una
proteina que modula la sefializacion de CRH, siendo dicha proteina SEQ ID NO. 20.

Los anticuerpos generados contra los polipéptidos de la presente invencion pueden obtenerse por administracion de los
polipéptidos o fragmentos, analogos o células vehiculos de epitope que expresan éstos a un animal, preferiblemente un
animal no humano, utilizando protocolos de rutina. Para la preparacion de anticuerpos monoclonales, puede utilizarse
cualquier técnica que proporcione anticuerpos producidos por cultivos continuos de lineas de células . Ejemplos incluyen
la técnica del hibridoma (Kohler, J. Milstein, C., Nature (1975) 256:495-497), la técnica del trioma, la técnica del
hibridoma de las células B humanas (Kozbor et al., Immunology Today (1983) 4:72) y la técnica del hibridoma EBV
(Cole et al., MONOCLONAL ANTIBODIES AND CANCER THERAPY, pp. 77-96, Alan R. Liss, Inc., 1985).

Técnicas para la produccién de anticuerpos monocatenarios, tales como se describen en la patente U.S. NO. 4.946.778,
pueden adaptarse también para producir anticuerpos monocatenarios para los polipéptidos de esta invencion.
Asimismo, ratones transgénicos, u otros organismos, con inclusion de otros mamiferos, pueden utilizarse para expresar
anticuerpos humanizados.
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Los anticuerpos arriba descritos pueden emplearse para aislar o identificar clones que expresan el polipéptido o para
purificar los polipéptidos por cromatografia de afinidad.

Los anticuerpos contra los polipéptidos de la presente invencion pueden emplearse también para tratar los trastornos
relacionados con el metabolismo del CRH tales como estrés o depresion inducidas por CRH, entre otros.

Para determinar la cantidad de proteina que modula la sefializacién de CRH, los anticuerpos de acuerdo con la
invencion se utilizan en técnicas inmunoldgicas convencionales. Métodos inmunolégicos adecuados son bien conocidos
por los expertos en la técnica e incluyen por ejemplo, ELISA, Analisis por Transferencia Western, inmunoensayos
repetitivos o sandwich y andlogos, dependiendo todos ellos, como es por lo demas bien sabido, de la formacién de un
complejo inmune antigeno-anticuerpo en donde, para el propésito del ensayo, el anticuerpo puede estar marcado
detectablemente con, v.g. radiomarcadores, enzimas o marcadores fluorescentes, o puede estar inmovilizado en
vehiculos insolubles.

Por ejemplo, en un formato de seleccién ELISA, el anticuerpo se afiade a una fase solida (por ejemplo el fondo de una
microplaca) que esta recubierta con la proteina o un fragmento peptidico de la misma acoplado a un vehiculo (tal como
BSA), seguido por adicion de un anticuerpo anti-inmunoglobulina (por ejemplo cuando la inmunizacion se realiza en
ratones, se emplea un anticuerpo de inmunoglobulina anti-ratén, v.g. inmunoglobulina anti-raton de oveja (Ig))
conjugado con un marcador detectable tal como una enzima, preferiblemente peroxidasa de rabano picante, o un
isétopo radioactivo tal como *%°I.

Por consiguiente, es un objeto de la invencion proporcionar inmunoensayos para la determinacion o deteccion de
proteinas que modulan la sefializacién de CRH en una muestra, comprendiendo el método poner en contacto la muestra
con un anticuerpo para las proteinas de acuerdo con la invencién y determinar si se forma un complejo inmune entre el
anticuerpo y dicha proteina. Estos métodos pueden realizarse o bien sobre muestras de tejido o muestras de fluidos
corporales y comprenden generalmente obtener una muestra a partir del cuerpo de un individuo; poner en contacto
dicha muestra con una cantidad eficaz para la obtencion de imagen de un anticuerpo marcado detectablemente de
acuerdo con la invencion; y detectar el marcador para establecer la presencia de las proteinas que modulan la
sefializacion de CRH en la muestra.

Los métodos de medicion que utilizan los anticuerpos de la presente invencion no estan particularmente limitados.
Puede utilizarse cualquier método de medicion con tal que la cantidad de anticuerpos, antigenos o los complejos
antigeno-anticuerpo correspondientes a la cantidad de los antigenos a medir se detecte por medios quimicos o fisicos, y
se calcule a partir de curvas estandar preparadas por el uso de soluciones estandar que contienen los antigenos en
cantidades conocidas. Por ejemplo, se utilizan adecuadamente nefelometria, métodos competitivos, métodos
inmunométricos y métodos sandwich. Con respecto a sensibilidad y especificidad, se prefiere particularmente la
utilizacion de los métodos sandwich descritos mas adelante.

En los métodos de medida que utilizan sustancias marcadoras, se emplean como agentes marcadores radiois6topos,
enzimas, sustancias fluorescentes, sustancias luminosas, etc.. Ejemplos de los radiois6topos incluyen %I, ¥, 3H y *C.
Las enzimas se hacen detectables usualmente por conjugacion de un sustrato apropiado que, a su vez, cataliza una
reaccion detectable. Ejemplos de las mismas incluyen, por ejemplo, beta-galactosidasa, beta-glucosidasa, fosfatasa
alcalina, peroxidasa y malato-deshidrogenasa, preferiblemente peroxidasa de rdbano picante. Las sustancias luminosas
incluyen, por ejemplo, luminol, derivados de luminol, luciferina, ecuorina y luciferasa. Adicionalmente, pueden utilizarse
también los sistemas avidina-biotina para marcar los anticuerpos e inmundgenos de la presente invencion.

De acuerdo con ello, en un aspecto adicional, la presente invencién proporciona un método de identificacion y obtencion
de compuestos que alteran la actividad de respuesta de sefializaciéon de CRH en una célula, que comprende:

a) poner en contacto una célula que expresa al menos una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos SEQ
ID NO. 20, con dicho compuesto de test; y

b) comparar la actividad de respuesta de CRH de dicha célula en presencia y ausencia de dicho compuesto.

Los cambios en el potencial de membrana pueden medirse utilizando técnicas electrofisiolégicas convencionales vy,
cuando estan disponibles, utilizando nuevos métodos de alta capacidad que se encuentran actualmente en desarrollo.
Dado que los cambios en el potencial de membrana son normalmente el resultado de flujos idnicos, como enfoque
alternativo, los cambios en el potencial de membrana pueden medirse indirectamente por el cambio en las
concentraciones intracelulares de iones empleando tintes fluorescentes sensibles a iones, con inclusion de fluo-3, fluo-4,
fluo-5N, rojo fura, Verde de Sodio, SBFI y otras sondas similares de suministradores que incluyen Molecular Probes.
Otros tintes fluorescentes, procedentes de suministradores que incluyen Molecular Probes, tales como DIBAC43) 0 Di-4-
Anepps pueden detectar los cambios de potencial de membrana. Por ejemplo, los flujos i6nicos de calcio y sodio
pueden caracterizarse asi en tiempo real, utilizando técnicas de produccién de imagenes fluorométricas y de
fluorescencia, con inclusion de microscopia de fluorescencia con o sin métodos laser confocales combinados con
algoritmos de andlisis de imagenes.

En una realizacion preferida, este ensayo estd basado en un instrumento denominado FLuorescence Imaging Plate
Reader ((FLIPR), Molecular Devices Corporation). En su configuracién mas comun, dicho instrumento excita y mide la
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fluorescencia emitida por tintes basados en fluoresceina. El mismo utiliza un laser iénico de argén para producir
excitacion de alta potencia a 488 nm de un fluoréforo, un sistema de Optica para escanear rapidamente por encima del
fondo de una placa de 96/384 pocillos y una camara CCD sensible enfriada para capturar la fluorescencia emitida. El
mismo contiene también una cabeza de pipeteado de 96/384 pocillos que permite que el instrumento suministre
soluciones de los reactivos de test a los pocillos de una placa de 96/384 pocillos. El ensayo FLIPR esta disefiado para
medir las sefiales de fluorescencia procedentes de poblaciones de células antes, durante y después de la adicion de los
compuestos, en tiempo real, desde todos los 96/384 pocillos simultdneamente. Es por tanto un objeto de la presente
invencién proporcionar un ensayo FLIPR utilizado para seleccionar y caracterizar compuestos funcionalmente activos en
la modulacion de la respuesta de CRH en las células, expresando dichas células la proteina SEQ ID NO. 20.

En una realizacion alternativa, la actividad de la célula puede evaluarse utilizando métodos electrofisiologicos. Para ello,
las proteinas que modulan la sefializacién de CRH en una célula pueden caracterizarse utilizando electrofisiologia de
células enteras y canales simples.

Asi pues, es un objeto adicional de esta invencion proporcionar un método de seleccién para identificar compuestos que
modulan la actividad de la respuesta de sefializacién de CRH en una célula, comprendiendo dicho método:

(a) poner en contacto una célula hospedadora que expresa la proteina SEQ ID NO. 20, con un compuesto a testar;

(b) medir el efecto del compuesto de test sobre el potencial de membrana de dicha célula utilizando técnicas
electrofisioldgicas; y

(c) comparar la actividad de la respuesta de CRH de dicha célula en presencia y ausencia de dicho compuesto.

En una realizacion preferida, las células hospedadoras son oocitos de Xenopus y la medida electrofisiolégica consiste
en medir la corriente de membrana utilizando la técnica de seleccién por voltaje a potenciales de membrana distintos.

Los cambios en la actividad enzimética de una enzima que modula la sefializacién de CRH en dicha célula, pueden
medirse o ensayarse generalmente en términos del efecto catalitico que produce la enzima, es decir la conversion de su
sustrato en el producto de reaccion. Por ejemplo, para las quinasas puede evaluarse la actividad de quinasa utilizando
un sustrato que comprende el sitio de fosforilacion especifico de la quinasa y por medida de la fosforilacién del sustrato.
Analogamente, para las fosfatasas puede evaluarse la actividad de fosfatasa utilizando un sustrato fosforilado y
midiendo la desfosforilacion del sustrato. Estos ensayos pueden realizarse tanto en presencia como en ausencia del
compuesto a testar.

Por consiguiente, es un objeto de la presente invencién proporcionar un método para identificar un compuesto capaz de
alterar la actividad de respuesta de sefalizaciéon de CRH en una célula, comprendiendo dicho método:

a) poner en contacto una mixtura que comprende la quinasa SEQ ID NO. 20, una fuente de fosfato y un sustrato de
quinasa adecuado;

b) incubar dicha mixtura en presencia o ausencia de dicho compuesto, y

medir el nivel de fosforilacion de dicho sustrato en presencia de dicho compuesto comparado con el nivel de
fosforilacion de dicho sustrato en ausencia de dicho compuesto de test.

En el ensayo de la invencion, la quinasa puede proporcionarse como una proteina o puede proporcionarse en la mixtura
de ensayo como un mRNA codificante de dicha quinasa. Cuando el ensayo comprende componentes exentos de
células, la quinasa se proporciona como la proteina. Cuando el ensayo se conduce en el medio de una célula, la
quinasa puede proporcionarse como una proteina o como un mRNA que codifica dicha quinasa, en donde, a fin de que
la quinasa esté disponible en el ensayo, se traduce el mMRNA y la quinasa proteinica se produce de este modo. Sera
evidente por los ejemplos que se proporcionan en esta memoria que es una cuestion sencilla obtener mRNA que
especifica la quinasa e inyectar el mRNA en una célula para produccién de la quinasa proteinica. La quinasa puede
proporcionarse también por la expresiéon de un plasmido, que codifica la quinasa proteinica. Pueden utilizarse técnicas
estandar de biologia molecular para construir plasmidos operativos que codifican la quinasa proteinica y expresar los
plasmidos en células (Sambrook, et al., 1989, en: Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory, Nueva York).

Como se expone en esta memoria, el método de identificacion de un modulador de quinasa puede realizarse sea in
vitro, en cuyo caso la mixtura de ensayo esta exenta de células, in vitro, en cuyo caso se utilizan en el ensayo células
vivas, o in vivo en un animal. Asi, en un aspecto de la invencién, la mixtura esta contenida en una célula eucariota y el
método de la invencién puede realizarse de tal modo que algunos de los componentes de la mixtura de ensayo pueden
proporcionarse exégenamente a una célula por microinyeccion de los componentes en ella, y algunos de los
componentes pueden ser enddgenos en la célula.

El término "enddgeno en la célula”, como se utiliza en esta memoria, significa que el componente se produce
naturalmente en la célula en cuestion.
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El término "exdgeno a la célula”, como se utiliza en esta memoria, significa que el componente no se encuentra
naturalmente en la célula en cuestidn, o se encuentra en ella a un nivel bajo, y se afiade a la misma. Cuando el método
de la invencién se realiza utilizando una célula eucariota, uno o mas de la quinasa proteinica, el sustrato de quinasay el
compuesto de test pueden inyectarse en la célula eucariota antes de la incubacién. La célula asi inyectada se incuba
luego en condiciones que facilitan la actividad de la quinasa proteinica y el nivel de actividad de la quinasa proteinica se
mide subsiguientemente después del periodo de incubacion utilizando los ensayos descritos en esta memoria.

La célula eucariota que es util en los métodos de la invencién puede ser una cualquiera de un oocito de Xenopus laevis,
una célula embrionaria de Xenopus laevis, una célula de mamifero (tal como una célula | OTI/2), una célula S2 de
Drosophila melanogaster, una célula de Dictyostefium discoideum y una célula de levadura. Todavia mas
preferiblemente, la célula eucariota es una célula de la linea de células de adenoma derivado del corticotropo de
pituitaria murina, AtT-20.

La fuente de fosfato para uso en los métodos de la invencion puede ser cualquier fuente de fosfato comun con inclusién,
pero sin caracter limitante, de nucleétido-trifosfatos tales como, pero sin caracter limitante, ATP o GTP. En una
realizacion preferida, la fuente de fosfato lleva fijado a ella un marcador detectable, marcador que se transfiere con el
grupo fosfato al sustrato de la quinasa durante la reaccién. De esta manera, el sustrato de quinasa fosforilado puede
diferenciarse del sustrato de quinasa no fosforilado dado que el sustrato fosforilado contendra el marcador detectable,
mientras que el sustrato no fosforilado no contendra el marcador. En otra realizacion, la fuente de fosfato no lleva fijado
en ella un marcador detectable; en lugar de ello, el sustrato de quinasa fosforilado puede distinguirse del sustrato de
quinasa no fosforilado, por ejemplo por reconocimiento de una forma de sustrato, pero no de la otra, por un anticuerpo.

El marcador detectable que es til en los métodos de la invencion puede incluir cualquier marcador detectable conocido
0 no conocido hasta ahora que se transfiere al sustrato de quinasa por transferencia de un grupo fosfato al mismo como
resultado de la actividad de la quinasa proteinica. Marcadores que son utiles incluyen, pero sin caracter limitante,
marcadores radiactivos, tales como y**P, *'S, y marcadores no radiactivos, tales como biotina y analogos.

Preferiblemente, el ensayo de la quinasa se realiza en una célula y comprende:

a) poner en contacto una célula que comprende la quinasa SEQ ID NO. 20, con una fuente de fosfato y un sustrato de
quinasa adecuado;

b) incubar dicha mixtura en presencia o ausencia de dicho compuesto; y
¢) comparar la actividad de respuesta de CRH de dicha célula en presencia y ausencia de dicho compuesto.

Anélogamente, un cambio en la respuesta de sefializacion de CRH puede evaluarse utilizando un ensayo de fosfatasa,
comprendiendo dicho ensayo:

a) poner en contacto una mixtura que comprende la fosfatasa SEQ ID NO. 20, y un sustrato fosforilado adecuado;
b) incubar dicha mixtura en presencia o ausencia de dicho compuesto; y

medir el nivel de fosforilacion de dicho sustrato en presencia de dicho compuesto comparado con el nivel de
fosforilacion de dicho sustrato en ausencia de dicho compuesto de test.

En cuanto al ensayo de la quinasa, la fosfatasa en el ensayo de la invencién, puede proporcionarse como una proteina
0 puede proporcionarse en la mixtura de ensayo como un mRNA que codifica dicha fosfatasa. El sustrato fosforilado se
marca tipicamente con un residuo de fosfato detectable. Marcadores que son utiles incluyen, pero sin caracter limitante,
marcadores radiactivos, tales como y*°P, *'S, y marcadores no radiactivos, tales como biotina y analogos. Para uso en
un ensayo de actividad de fosfatasa, el sustrato consiste preferiblemente en un sustrato peptidico, fosforilado en un
residuo tirosina o serina, marcado tipicamente con v32P. En general, la fosforilacion puede realizarse de diversas
maneras. Tipicamente, se utiliza una tirosina-quinasa proteinica. Por ejemplo, puede utilizarse una quinasa del receptor
de EGF soluble en combinacién con ATP marcado con *?P a fin de fosforilar un residuo tirosina en un péptido de la
presente invencion. Una reaccion de fosforilacion de este tipo se deja transcurrir tipicamente durante aproximadamente
2 horas a 30°C, o durante una noche a la temperatura ambiente. El péptido fosforilado, al que se hace referencia en lo
sucesivo como "fosfopéptido”, se purifica luego a partir de una mezcla de reaccién de fosforilacion. Por ejemplo, el
péptido puede separarse de una mixtura de reaccién por adicién de acido tricloroacético y centrifugacion, con lo cual el
péptido permanece en el sobrenadante. El plasmido se purifica por regla general ulteriormente por cromatografia en
columna, v.g., en C18. El péptido fosforilado purificado puede liofilizarse y guardarse a -20°C antes de su utilizacién.

Después de la incubacion, el fosfopéptido que no esta desfosforilado (“fosfopéptido no desfosforilado”) se separa de la
radiactividad liberada por desfosforilacion del fosfopéptido (es decir, del fosforo libre radiactivo separado por la
desfosforilacion). Como se utiliza en esta memoria, el término "fosforo radiactivo” incluye todas las formas en las cuales
puede estar presente un atomo de fosforo radiactivo en un residuo tirosina y eliminarse por desfosforilacion, v.g., como
un grupo fosfato. Tipicamente, la separacién del fosfopéptido no desfosforilado del fésforo libre radiactivo separado por
desfosforilacion del fosfopéptido se efectla por centrifugacion, después de la terminacion de la reaccion de
desfosforilacién, por adicién de sustancias que incluyen fosfatos no radiactivos y carbén vegetal. La radiactividad en el
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sobrenadante se determina por medios bien conocidos por quienes poseen una experiencia ordinaria en la técnica.
Basandose en la cantidad de radiactividad afiadida, inicialmente a la mixtura de ensayo por el fosfopéptido y la cantidad
de radiactividad detectada al final del ensayo como radiactividad separada por desfosforilacion, puede calcularse la
actividad enzimatica de fosfatasa de la muestra ensayada.

Preferiblemente, el ensayo de fosfatasa se realiza en una célula y comprende:
a) poner en contacto una célula que comprende la fosfatasa SEQ ID NO. 20, con un sustrato fosforilado adecuado;
b) incubar dicha mixtura en presencia o ausencia de dicho compuesto y;

¢) comparar la actividad de respuesta de CRH de dicha célula en presencia y ausencia de dicho compuesto, en donde la
actividad de respuesta de CRH de dicha célula se determina por el cambio en el nivel de fosforilaciéon del sustrato.

Es también una realizacién de la presente invencion proporcionar un método para identificacion de un compuesto capaz
de alterar la actividad de respuesta de sefializacion de CRH en una célula, comprendiendo dicho método:

a) poner en contacto una célula que expresa al menos una proteina que comprende el aminoacido SEQ ID NO. 20 con
dicho compuesto de test; y

b) comparar los niveles de un segundo mensajero, tales como cAMP, cGMP, Cca” o IP3 en dicha célula, en presencia y
ausencia de dicho compuesto.

Los niveles de segundos mensajeros pueden determinarse utilizando técnicas conocidas en células enteras o extractos
celulares que comprenden una de las proteinas arriba mencionadas.

Un método adicional para identificar un compuesto capaz de alterar la sefializaciéon de CRH en una célula estd basado
en el uso de un gen, tal como un gen informador, enlazado operativamente a un gen promotor o elemento de secuencia
reguladora del mismo, caracterizado porque dicho gen promotor 0 elemento de secuencia reguladora comprende un
sitio de fijacién de factor de transcripcidn, en donde dicho factor de transcripcion es capaz de modular la sefializaciéon de
CRH en una célula. En una realizacién preferida, el factor de transcripcién capaz de modular la sefializacién de CRH en
una célula es SEQ ID NO. 20.

De acuerdo con ello, la presente invencion proporciona una molécula de DNA recombinante que comprende la region
promotora del gen como se ha definido arriba. En dicha molécula de DNA recombinante, la regién promotora puede
estar enlazada operativamente a una molécula de &cido nucleico que codifica un producto detectable, tal como un gen
informador. El término "enlazado operativamente”, como se utiliza en esta memoria, significa fusionar funcionalmente un
promotor con un gen en el marco apropiado para expresar el gen bajo control del promotor. Como se utiliza en esta
memoria, el término "gen informador" significa un gen que codifica un producto génico que puede ser identificado
utilizando métodos o reactivos sencillos y econdmicos y que puede estar enlazado operativamente a la regidon promotora
de un fragmento activo del mismo. Genes informadores tales como, por ejemplo, un gen de luciferasa de luciérnaga, B-
galactosidasa, fosfatasa alcalina, el gen de cloranfenicol-acetil-transferasa bacteriana o el gen informador de la proteina
verde fluorescente, pueden utilizarse para determinar la actividad de transcripcion en ensayos de seleccion de acuerdo
con la invencion (véase, por ejemplo, Goeddel (ed.), Methods Enzymol., Vol. 185, San Diego: Academic Press, Inc.
(1990); véase también Sambrook, supra). En una realizacion preferida, el gen informador es el gen de luciferasa de
luciérnaga. La invencion proporciona también un vector que comprende la molécula de DNA recombinante como se ha
definido arriba, asi como una célula hospedadora transformada de manera estable con un vector de este tipo, o
generalmente con la molécula de DNA recombinante de acuerdo con la invencién. El término "vector" hace referencia a
cualquier vehiculo de DNA exdgeno que es util para transferir el DNA a una célula hospedadora para replicacion y/o
expresion apropiada del DNA exdgeno por la célula hospedadora. De acuerdo con ello, en una realizacion especifica
dicho vector es un vector de expresion tal como el vector de expresion pGL3luc disponible comercialmente.

Identificacion de un perfil de expresion de un gen inducido por CRH.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere al uso de las moléculas de acido nucleico aisladas y purificadas que se
demostro estan reguladas en sentido ascendente o descendente después de exposicion prolongada a niveles elevados
de CRH, en donde dicha molécula de &acido nucleico es RNA, DNA, cDNA o DNA gendmico, como marcador de la
sefializacién de CRH en una célula. En patrticular, la presente solicitud describe una molécula aislada y purificada de
acido nucleico que comprende un miembro seleccionado de un grupo constituido por:

a) una secuencia de nucleétidos que tiene al menos 70% de identidad, preferiblemente al menos 80% de identidad, méas
preferiblemente al menos 90% de identidad, mas preferiblemente al menos 90% de identidad, todavia mas
preferiblemente al menos 90% de identidad, alin mas preferiblemente al menos 95% de identidad, todavia mas
preferiblemente al menos 97-99% de identidad, con un polinucleétido seleccionado del grupo constituido por SEQ ID
NO.1, SEQ ID NO.2, SEQ ID NO.3, SEQ ID NO.4, SEQ ID NO.5, SEQ ID NO.6, SEQ ID NO.7, SEQ ID NO.8, SEQ ID
NO.25, SEQ ID NO.26, SEQ ID NO.27, SEQ ID NO.28, SEQ ID NO.29, SEQ ID NO.30 y SEQ ID NO.31, a lo largo de la
longitud total de dicho polinucledétido;
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b) una secuencia de nucleétidos que tiene al menos 70% de identidad, preferiblemente al menos 80% de identidad, mas
preferiblemente al menos 90% de identidad, mas preferiblemente al menos 90% de identidad, todavia mas
preferiblemente al menos 90% de identidad, ain mas preferiblemente al menos 95% de identidad, todavia mas
preferiblemente al menos 97-99% de identidad, con un polinucleétido seleccionado del grupo constituido por SEQ ID
NO.1, SEQ ID NO.2, SEQ ID NO.3, SEQ ID NO.4, SEQ ID NO.5, SEQ ID NO.6, SEQ ID NO.7, SEQ ID NO.8, SEQ ID
NO.25, SEQ ID NO.26, SEQ ID NO.27, SEQ ID NO.28, SEQ ID NO.29, SEQ ID NO.30 y SEQ ID NO.31, a lo largo de la
region codificante total de dicho polinucleétido;

¢) un polinucleétido de secuencia nucleotidica seleccionado del grupo constituido por SEQ ID NO.1, SEQ ID NO.2, SEQ
ID NO.3, SEQ ID NO.4, SEQ ID NO.5, SEQ ID NO.6, SEQ ID NO.7, SEQ ID NO.8, SEQ ID NO.25, SEQ ID NO.26, SEQ
ID NO.27, SEQ ID NO.28, SEQ ID NO.29, SEQ ID NO.30 y SEQ ID NO.31.

Identidad o semejanza, como se conocen en la técnica, son relaciones entre dos 0 mas secuencias de polipéptidos o
dos o mas secuencias de polinucleétidos, como se determinan por comparacion de las secuencias. En la técnica, la
identidad significa también el grado de interrelacién de secuencia entre secuencias de polipéptidos o polinucleétidos,
segln sea el caso, tal como se determina por la coincidencia entre las cadenas de dichas secuencias. Tanto identidad
como semejanza pueden calcularse facilmente (Computational Molecular Biology, Lesk, A. M., ed., Oxford University
Press, Nueva York, 1988; Biocomputing: Informatics and Genome Projects, Smith, D. W., ed., Academic Press, Nueva
York, 1993; Computer Analysis of Sequence Data, Part I, Griffin, A. M., and Griffin, H. G., eds., Humana Press, New
Jersey, 1994; Sequence Analysis in Molecular Biology, von Heinje, G., Academic Press, 1987; y Sequence Analysis
Primer, Gribskov, M. y Devereux, J., eds., M Stockton Press, Nueva York, 1991). Si bien existen cierto nimero de
métodos para medir identidad y semejanza entre dos secuencias de polinucleétidos o de polipéptidos, ambos términos
son bien conocidos para los profesionales expertos (Sequence Analysis Primer, Gribskov, M. y Devereux, J., eds., M
Stockton Press, Nueva York, 1991; y Carillo, H., y Lipman, D., (1988) SIAM J. Applied Math., 48, 1073. Métodos
empleados comUnmente para determinar identidad o semejanza entre secuencias incluyen, pero sin caracter limitante,
los descritos en Carillo, H., y Lipman, D., (1988) SIAM J. Applied Math., 48, 1073. Los métodos preferidos para
determinar identidad estan disefiados para obtener la coincidencia maxima entre las secuencias testadas. Los métodos
para determinar identidad y semejanza estan codificados en programas de computadora. Métodos preferidos de
programas de computadora para determinar identidad y semejanza entre dos secuencias incluyen, pero sin caracter
limitante, el paguete de programas GCG (Devereux, J., et al., (1984) Nucleic Acids Research 12(1), 387), BLASTP,
BLASTN, y FASTA (Altschul, S. F. et al., (1990) J. Molec. Biol. 215, 403).

La secuencia de acido nucleico que codifica una proteina capaz de modular la actividad de CRH, o fragmento de la
misma, puede aislarse a partir de un tejido en el cual se expresa dicho gen, tal como, pero sin caracter limitante,
cerebro, corazon, rifion, pancreas, higado y piel. Dicha secuencia puede aislarse también en mamiferos distintos de
humano y raton. La seleccion de células adecuadas puede realizarse por cribado de la actividad de modulacion de CRH
en extractos de células o en ensayos con células enteras, como se describe en esta memoria. Las células que poseen
actividad moduladora de CRH en uno cualquiera de estos ensayos pueden ser adecuadas para el aislamiento de
secuencias de &cido nucleico de acuerdo con la invencion.

Cualquiera de una diversidad de procedimientos conocidos en la técnica pueden utilizarse para clonar molecularmente
DNA codificante de una proteina de acuerdo con la invencién. En un método, se aisla el mRNA, y se realiza la sintesis
del cDNA de la primera cadena. Puede llevarse a cabo una segunda tanda de sintesis de DNA para la produccion de la
segunda cadena. Subsiguientemente, por la amplificacion PCR especifica de fragmentos de DNA mediante el disefio de
iniciadores oligonucleotidicos degenerados de la secuencia de aminoacidos de la proteina purificada que modula la
sefializacion del CRH, puede obtenerse un cDNA aislado. Si se desea, el cDNA bicatenario puede clonarse en cualquier
vector adecuado, por ejemplo, un plasmido, formandose de este modo una biblioteca de cDNA. Otro método consiste en
seleccionar bibliotecas de cDNA construidas en un bacteri6fago o vector lanzadera plasmidico con una sonda
oligonucleotidica marcada direccionada para cualquier region adecuada de SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 7 o SEQ ID NO.
3. Véase, v.g. PCR Protocols: A Guide to Method and Application, Ed. M. Innis et al., Academic Press (1990).

Métodos para construccién de bibliotecas de cDNA en un vector adecuado tal como un pldsmido o fago para
propagacion en ceélulas procariotas o eucariotas son bien conocidos por los expertos en la técnica. [Véase v.g. Maniatis
et al. supra]. Vectores de clonacion adecuados son bien conocidos y estan generalmente disponibles.

Es facilmente evidente para los expertos en la técnica que otros tipos de bibliotecas, asi como bibliotecas construidas a
partir de otras células o tipos de célula, pueden ser Utiles para aislar las secuencias de acido nucleico de acuerdo con la
invencion. Otros tipos de bibliotecas incluyen, pero sin caracter limitante, bibliotecas de cDNA derivadas de otras
células, de organismos distintos de humano y ratén, y bibliotecas genémicas de DNA que incluyen Yac (cromosoma
artificial de levadura), y bibliotecas de cdsmidos. La construccion de bibliotecas de DNA gendmico puede realizarse por
métodos estandar bien conocidos en la técnica. Técnicas de construccién de bibliotecas de DNA gendmico muy
conocidas pueden encontrarse en T. Maniatis et al. Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 edicion, capitulo 14
(1989).

El artesano experto apreciara que, en muchos casos, una secuencia de DNA aislada sera incompleta, en el sentido de
que la region que codifica el polipéptido esta acortada en el extremo 5' del cDNA. Esto es una consecuencia de la
transcriptasa inversa, una enzima con ‘procesividad’ inherentemente baja (una medida de la capacidad de la enzima

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 235783213

para mantenerse fijada al molde durante la reacciéon de polimerizacion), que no consigue completar una copia de DNA
del molde de mRNA durante la sintesis del cDNA de la primera cadena.

Existen varios métodos disponibles y bien conocidos por los expertos en la técnica para obtener cDNAs de longitud
total, o extender los cDNAs cortos, por ejemplo los basados en el método de Amplificacion Rapida de los Extremos del
cDNA (RACE) (Frohman et al., 1988, PNAS USA 85, 8998-9002), o modificaciones recientes de esta técnica, ilustradas
por la tecnologia Marathon™ (Clontech Laboratories Inc.).

Polipéptidos

En una realizacién adicional, esta solicitud describe un polipéptido en una forma sustancialmente pura que modula la
sefializacion del CRH en donde dicho polipéptido esta codificado por una molécula de acido nucleico aislada y purificada
de acuerdo con la invencién. En una realizacion preferida, el polipéptido tiene la secuencia de aminodacidos
seleccionada del grupo constituido por SEQ ID NO.10, SEQ ID 12, SEQ ID NO.14, SEQ ID NO.16, SEQ ID NO.18, SEQ
ID NO.20, SEQ ID NO.22, SEQ ID NO.24, SEQ ID NO.33, SEQ ID NO.35, SEQ ID NO.37, SEQ ID NO.39 y SEQ ID
NO.41 y andlogos funcionales de las mismas.

La proteina de acuerdo con la invencién incluye todas variantes de aminoacidos posibles codificadas por el 4cido
nucleico de acuerdo con la invencién, con inclusion de un polipéptido codificado por dicha molécula y que tiene cambios
de aminoacidos conservadores.

Los expertos en la técnica reconoceran que la proteina que modula la sefializacion de CRH podria obtenerse por una
pluralidad de técnicas de DNA recombinante que incluyen, por ejemplo, hibridacion, reaccién en cadena de polimerasa
(PCR), amplificacion, o sintesis de DNA de novo (véase v.g., T. Maniatis et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual,
22 edicion, cap. 14 (1989)).

La proteina purificada biolégicamente activa que modula las sefializaciones de CRH puede presentar varias formas
fisicas diferentes. Los polipéptidos de acuerdo con la invencién pueden existir como polipéptidos de longitud total
nacientes o no procesados, o como polipéptidos parcialmente procesados o combinaciones de polipéptidos procesados.
El polipéptido naciente de longitud total puede estar modificado con posterioridad a la traduccién, entre otros, por
sucesos especificos de escisién proteolitica que dan como resultado la formacion de fragmentos del polipéptido
naciente de longitud total. Un fragmento, o asociacion fisica de fragmentos, puede tener la actividad biolégica total
asociada con las proteinas de acuerdo con la invencién; sin embargo, el grado de actividad de modulacion del CRH
puede variar entre los fragmentos individuales.

Se prefieren también en este aspecto de la invencién fragmentos caracterizados por atributos estructurales o
funcionales del polipéptido. Realizaciones preferidas de la invencibn a este respecto incluyen fragmentos que
comprenden regiones de hélice alfa y regiones formadoras de hélice alfa, regiones de hélice beta y regiones formadoras
de hélice beta, regiones de vuelta y formadoras de vuelta, regiones de serpentin y formadoras de serpentin, regiones
hidrofilas, regiones hidrofobas, regiones anfipaticas alfa, regiones anfipaticas beta, regiones flexibles, regiones
formadoras de superficie, region de fijacion de sustrato, regiones de indice antigénico alto, regiones del polipéptido de la
invencion, y combinaciones de tales fragmentos. Regiones preferidas son aquéllas que median las actividades de los
polipéptidos de la invencién. Sumamente preferidos a este respecto son fragmentos que tienen una actividad quimica,
biolégica o de otro tipo del polipéptido regulador de la respuesta de la invencion, con inclusién de aquéllos que tienen
una actividad similar o una actividad mejorada, o con una actividad indeseable reducida.

Expresion recombinante de polinucleétidos que codifican la proteina que modula la actividad de CRH

En otra realizacién, los polinuclettidos de acuerdo con la invencion pueden ser expresados recombinantemente por
clonacion molecular en un vector de expresion que contiene un promotor adecuado y otros elementos reguladores de la
transcripcion apropiados, y transferidos a células hospedadoras procariotas o eucariotas para producir una proteina que
modula la sefalizacién de CRH. Métodos para tales manipulaciones se describen detalladamente en Maniatis, T., et al.,
supra, y son bien conocidos en la técnica.

Por consiguiente, en un aspecto adicional esta solicitud describe un vector de expresion para expresion de una proteina
gue modula la sefializacién de CRH en un hospedador recombinante, en donde dicho vector contiene una secuencia de
acido nucleico que codifica una proteina que modula la sefializacion del CRH y analogos funcionales del mismo. En un
aspecto mas preferido de esta invencion, este vector de expresiéon contiene una molécula de acido nucleico que codifica
una proteina que modula la sefalizacion de CRH, que tiene una secuencia de nucleétidos seleccionada de un grupo
constituido por: SEQ ID NO.9, SEQ ID 11, SEQ ID NO.13, SEQ ID NO.15, SEQ ID NO.17, SEQ ID NO.19, SEQ ID
NO.21, SEQ ID NO.23, SEQ ID NO.32, SEQ ID NO.34, SEQ ID NO.36, SEQ ID NO.38 y SEQ ID NO.40 y analogos
funcionales de la misma, o contiene DNA gendmico que codifica una proteina que modula la sefializacién de CRH.

Los vectores de expresion se definen en esta memoria como secuencias de DNA que se requieren para la transcripcion
de copias clonadas de genes y la traduccién de sus mRNAs en un hospedador apropiado. Dichos vectores pueden
utilizarse para expresar genes eucariotas en una diversidad de hospedadores tales como bacterias que incluyen E. coli,
cianobacterias, células vegetales, células de insecto, células de anfibio, células fungicas con inclusion de células de
levadura, y células animales.
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Vectores diseflados especificamente permiten el uso como lanzadera de DNA entre hospedadores tales como
bacterias-levaduras o bacterias-células animales o bacterias-células fungicas o bacterias-células de invertebrado. Un
vector de expresién construido adecuadamente puede contener: un origen de replicacion para replicacion autbnoma en
células hospedadoras, marcadores seleccionables, un nimero limitado de sitios de enzimas de restriccion Utiles, un
potencial para alto nimero de copias, y promotores activos. Un promotor se define como una secuencia de DNA que
dirige la RNA-polimerasa para fijarse a DNA e iniciar la sintesis del RNA. Un promotor fuerte es uno que hace que los
MRNAs se inicien con frecuencia alta. Vectores de expresién pueden incluir, pero sin caracter limitante, vectores de
clonacion, vectores de clonacién modificados, y plasmidos o virus disefiados especificamente.

Las moléculas de acido nucleico aisladas y purificadas, de acuerdo con la invencién, que codifican una proteina que
modula la sefializacion de CRH pueden clonarse en un vector de expresién para expresion en una célula hospedadora
recombinante. Células hospedadoras recombinantes pueden ser procariotas 0 eucariotas, con inclusién, pero sin
caracter limitante, de bacterias tales como E. coli, células fungicas tales como levadura, células de anfibio tales como
oocitos de Xenopus, células de mamifero con inclusién pero sin caracter limitante de lineas de células de origen
humano, bovino, porcino, mono y roedor, y células de insecto que incluyen, pero sin caracter limitante, lineas de células
derivadas de Drosophila y del gusano de la seda. Lineas de células derivadas de especies de mamifero que pueden ser
adecuadas y que estan disponibles comercialmente incluyen, pero sin caracter limitante, CV-1 (ATCC CCL 70), COS-1
(ATCC CRL 1650), COS-7 (ATCC CRL 1651), CHO-K1 (ATCC CCL 61), 3T3 (ATCC CCL 92), NIH/3T3 (ATCC CRL
1658), HeLa (ATCC CCL 2), C1271 (ATCC CRL 1616), BS-C-1 (ATCC CCL 26), MRC-5 (ATCC CCL 171), células L,
neuroblastoma, células gliales y HEK-293 (ATCC CRL1573).

Por consiguiente, en una realizacién adicional, esta solicitud describe una célula hospedadora recombinante que
contiene una molécula de &cido nucleico clonada recombinantemente que codifica una proteina que modula la
sefializacién de CRH o analogo funcional de la misma. En un aspecto adicional, la célula hospedadora recombinante de
acuerdo con la invencién contiene una molécula de &cido nucleico que es DNA gendémico o tiene una secuencia de
nucledtidos seleccionada de un grupo constituido por SEQ ID NO.9, SEQ ID 11, SEQ ID NO.13, SEQ ID NO.15, SEQ ID
NO.17, SEQ ID NO.19, SEQ ID NO.21, SEQ ID NO.23, SEQ ID NO.32, SEQ ID NO.34, SEQ ID NO.36, SEQ ID NO.38 y
SEQ ID NO.40; y analogos funcionales de la misma.

El vector de expresion puede introducirse en las células hospedadoras por una cualquiera de diversas técnicas que
incluyen, pero sin caracter limitante, transformacion, transfeccion, fusién de protoplastos, lipofeccion, y electroporacion.
Las células que contienen el vector de expresion se propagan clénicamente y se analizan para determinar si las mismas
producen una proteina que module la sefializacién de CRH. La identificacion de permeasas que expresan clones de la
célula hospedadora puede realizarse por diversos medios, con inclusidon pero sin caracter limitante de reactividad
inmunoldgica con anticuerpos dirigidos contra los polipéptidos de acuerdo con la invencion, y la presencia de actividad
de purina-permeasas de mamifero asociadas con las células hospedadoras.

Asi pues, la presente invencion se refiere también a un proceso para expresion de una proteina que modula la
sefializacion de CRH en una célula hospedadora recombinante, que comprende cultivar las células hospedadoras de
acuerdo con la invencién en condiciones que permiten la expresion de la proteina que modula la sefalizacién de CRH a
partir del vector de expresion como se resefia en esta memoria. Las proteinas de esta invencién pueden sintetizarse sea
por expresion directa o como una proteina de fusion que comprende la proteina de interés como una fusion de
traduccion con otra proteina o péptido que puede ser eliminable autoescision, o por escision enzimatica o quimica. Por
consiguiente, en una realizacion particular, esta invencién proporciona las proteinas de acuerdo con la invencion en las
cuales dichos polipéptidos forman parte de una proteina de fusion.

A menudo se observa en la produccion de ciertos péptidos en sistemas recombinantes que la expresion como una
proteina de fusion prolonga la duracion de vida, aumenta el rendimiento del péptido deseado, o proporciona un medio
conveniente de purificacion de la proteina. Esto es particularmente relevante cuando se expresan proteinas de
mamifero en hospedadores procariotas. Se conocen una diversidad de peptidasas (v.g. enteroquinasa y trombina), que
escinden un polipéptido en sitios o materiales de digestion especificos, los péptidos de los términos amino o carboxi
(v.g. diaminopeptidasa) de la cadena peptidica. Adicionalmente, productos quimicos particulares (v.g. bromuro de
cianégeno) escindirdn una cadena polipeptidica en sitios especificos. El artesano experto apreciara las modificaciones
necesarias para la secuencia de aminoacidos (y la secuencia codificante sintética o semisintética si se emplean medios
recombinantes) para incorporar sitios de escision internos de accion especifica. Véase, v.g. P. Carter, "Site Specific
Proteolysis of Fusion Proteins", capitulo 13, en Protein Purification: From Molecular Mechanisms to Large Scale
Processes. American Chemical Society, Washington, D.C. (1990).

Adicionalmente, podria utilizarse, v.g., una célula de mamifero que comprende ya en su genoma una molécula de acido
nucleico que codifica una proteina que modula la sefializacién de CRH como se ha descrito arriba, pero no expresa el
mismo o no lo hace de una manera apropiada debido, v.g., a un promotor débil, e introducir en la célula de mamifero
una secuencia reguladora tal como un promotor fuerte en proximidad estrecha a la molécula de acido nucleico
endogena que codifica dicho polipéptido de purina-permeasa a fin de inducir la expresion del mismo.

Como tal, una célula hospedadora recombinante que contiene un polinucleétido que codifica una proteina que modula la
sefializacion de CRH bajo el control de una secuencia o proteina heteréloga de transcripcion y/o reguladora, podria ser
otra realizacion de esta invencion.
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En este contexto, el término "secuencia reguladora” denota una molécula de acido nucleico que puede utilizarse para
aumentar la expresion del polipéptido purina-permeasa, debido a su integracién en el genoma de una célula en estrecha
proximidad al gen codificante de la proteina moduladora de CRH. Tales secuencias reguladoras comprenden
promotores, intensificadores, secuencias intrén silenciadoras desactivadas, regiones codificantes 3'UTR y/o 5'UTR,
elementos estabilizadores de proteinas y/o RNA, moléculas de acido nucleico que codifican una proteina reguladora,
v.g., un factor de transcripcién, capaces de inducir o desencadenar la expresion del gen codificante de la proteina
moduladora de CRH u otros elementos de control de la expresidon génica que se sabe activan la expresion génica y/o
aumentan la cantidad del producto génico. La introduccién de dicha secuencia reguladora conduce a aumento y/o
induccion de la expresién de polipéptidos, que modulan la sefializacién de CRH, dando como resultado al final una
cantidad incrementada de dichos polipéptidos en la célula. Asi, la presente invencion esta orientada a proporcionar la
expresion de novo y/o incrementada de polipéptidos que modulan la sefializacién de CRH.

La introduccién del constructo en la célula hospedadora puede efectuarse por transfeccién con fosfato de calcio,
transfeccion mediada por DEAE-dextrano, transfeccion mediada por lipidos catiénicos, electroporacion, transduccion,
infeccién, u otros métodos. Tales métodos se describen en muchos manuales estandar de laboratorio, tales como Davis,
Basic Methods in Molecular Biology (1986). Se contempla especificamente que los polipéptidos, que modulan la
sefializacién de CRH, pueden ser expresados de hecho por una célula hospedadora que carece de un vector
recombinante.

Adicionalmente, la expresion de los nucledtidos de acuerdo con la invencion puede realizarse también utilizando un
MRNA sintético producido in vitro. EIl mRNA sintético o mRNA aislado de células capaces de modular la sefializacién de
CRH puede traducirse eficientemente en diversos sistemas exentos de células con inclusién, pero sin caracter limitante,
de extractos de germen de trigo y extractos de reticulocitos, asi como traducirse eficientemente en sistemas basados en
células que incluyen, pero sin caracter limitante, microinyeccién en oocitos de rana, prefiriéndose generalmente la
microinyeccion en oocitos de rana.

Animales transgénicos no humanos

La presente invencion se refiere también a un método para la produccion de un animal transgénico no humano,
preferiblemente ratdn transgénico, que comprende la introduccion de un polinucleétido o vector de la invencion en una
célula germinal, una célula embrionaria, célula madre o un huevo o una célula derivada del mismo. El animal no humano
puede utilizarse de acuerdo con un método de seleccion de la invencion descrito en esta memoria y puede ser un
animal sano no transgénico, o puede tener un trastorno de absorcion o reabsorcion de fosfato, preferiblemente un
trastorno causado por al menos una mutacion en la proteina que modula la sefalizacion de CRH. Tales animales
transgénicos son perfectamente adecuados para, v.g. estudios farmacoldgicos de farmacos en conexién con formas
mutantes de los polipéptidos arriba descritos. La produccién de embriones transgénicos y la seleccion de los mismos
pueden realizarse, v.g., como se describe por A. L. Joyner Ed., Gene Targeting, A Practical Approach (1993), Oxford
University Press. EI DNA de las membranas embrionarias de los embriones puede analizarse utilizando, v.g.,
transferencias Southern con una sonda apropiada; véase arriba.

Preferiblemente, el animal transgénico no humano de la invencion comprende adicionalmente al menos un alelo
desactivado de tipo salvaje del gen codificante de la proteina moduladora de CRH del mamifero correspondiente; véase
arriba. Esta realizacién permite por ejemplo el estudio de la interaccion de diversas formas mutantes de polipéptidos de
acuerdo con la invencién en cuanto al comienzo de los sintomas clinicos de enfermedad relacionados con trastornos en
el metabolismo de CRH. Todas las solicitudes que se han expuesto anteriormente en esta memoria con respecto a un
animal transgénico son aplicables también a animales que llevan 2, 3 0 mas transgenes; v.g. codificantes de la
endopeptidasa neutra (NEP). Podria ser deseable también desactivar la proteina que modula la expresion o funcion de
la sefializacion de CRH en una cierta etapa del desarrollo y/o la vida del animal transgénico. Esto puede conseguirse
utilizando, por ejemplo, promotores especificos de tejido, experimentales y/o regulados por la célula y/o inducibles, que
impulsan la expresion de, v.g., un transcrito antisentido o dirigido por ribozima contra el RNA que codifica la proteina
capaz de modular la sefializacion de CRH; véase también arriba. Un sistema inducible adecuado es por ejemplo la
expresion del gen regulado por tetraciclina como ha sido descrito, v.g., por Gossen y Bujard (Proc. Natl. Acad. Sci. 89
USA (1992), 5547-5551) y Gossen et al. (Trends Biotech. 12 (1994), 58-62). Anadlogamente, la expresion de la proteina
mutante que modula la sefializacién de CRH puede ser controlada por dichos elementos reguladores.

Adicionalmente, la invencion se refiere también a una célula transgénica de mamifero que contiene (integrada
preferiblemente de manera estable en su genoma) una molécula de acido nucleico de acuerdo con la invencion o parte
de la misma, en donde la transcripcién y/o expresion de la molécula de acido nucleico o parte de la misma conduce a
una reduccion de la sintesis de una proteina que modula la sefializacion de CRH.

En una realizacion preferida, la reduccidon se consigue por un efecto mutante antisentido, de sentido, ribozima, co-
supresion y/o efecto dominante. "Antisentido" y "nucledtidos antisentido" significa constructos de DNA o RNA que
bloguean la expresion del producto génico existente naturalmente.

La provision del polinucleétido de acuerdo con la invencién abre la posibilidad de producir animales transgénicos no
humanos con un nivel reducido de la proteina como se describe arriba y, por tanto, con un defecto en el metabolismo
del fosfato. Métodos para conseguir esto son bien conocidos para las personas expertas en la técnica. Dichos métodos
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incluyen, por ejemplo, la expresion de RNA antisentido, ribozimas, de moléculas que combinan funciones antisentido y
de ribozima y/o de moléculas que proporcionaran un efecto de cosupresion; véase también arriba. Cuando se utiliza el
enfoque antisentido para reduccién de la cantidad de proteina que modula la sefializacién de CRH en las células, la
molécula de acido nucleico que codifica el RNA antisentido es preferiblemente de origen homologo con respecto a la
especie animal utilizada para la transformacién. Sin embargo, es también posible utilizar moléculas de acido nucleico
que exhiben un alto grado de homologia respecto a las moléculas de acido nucleico existentes endégenamente que
codifican una proteina que modula la sefializacién de CRH. En este caso, la homologia es preferiblemente mayor que
80%, particularmente mayor que 90% y todavia mas preferiblemente mayor que 95%. La reduccién de la sintesis de una
proteina de acuerdo con la invencién en las células transgénicas de mamifero puede dar como resultado una alteracion
en, v.g., la reabsorcién de adenina. En los animales transgénicos que contienen dichas células, esto puede conducir a
diversos cambios fisiologicos, del desarrollo y/o morfol4gicos.

Asi pues, la presente invencion se refiere también a animales transgénicos no humanos que comprenden las células
transgénicas arriba descritas. Estas pueden exhibir, por ejemplo, una deficiencia en el metabolismo del CRH
comparadas con los animales de tipo salvaje debido a la presencia estable o transitoria de un DNA extrafio que da como
resultado al menos una de las caracteristicas siguientes:

€) disrupcion de (uno o mas) genes enddgenos que codifican una proteina capaz de modular la sefializacion de
CRH;

(b) expresion de al menos un RNA antisentido y/o ribozima contra un transcrito que comprende un polinucleottido de
la invencion;

(c) expresion de un mRNA de sentido y/o no traducible del polinucleétido de la invencion;

(d) expresion de un anticuerpo de la invencion;

(e) incorporacion de una copia funcional o no funcional de la secuencia reguladora de la invencion; o
) incorporacion de una molécula de DNA recombinante o vector de la invencion.

Con los polipéptidos, sus polinucleétidos codificantes y vectores de la invencién, es posible ahora estudiar in vivo e in
vitro la eficiencia de los farmacos en relacion con mutaciones particulares en la proteina que modula las sefializaciones
de CRH de un paciente y el fenotipo afectado. Adicionalmente, pueden utilizarse formas mutantes de los polipéptidos de
la invencién para determinar el perfil farmacolégico de los farmacos y para la identificacion y preparacion de farmacos
ulteriores que puedan ser eficaces para el tratamiento de trastornos relacionados con el metabolismo del CRH, en
particular para la mejora del estrés o depresion inducidos por CRH.

Se apreciara por tanto que la presente invencion se refiere también a un método para prevenir, tratar o mejorar una
condicibn médica relacionada con un trastorno del metabolismo de CRH que incluye trastornos relacionados con los
receptores de CRH, que comprende administrar a un mamifero una cantidad terapéuticamente eficaz de los
polipéptidos, los polinucledtidos o los vectores que codifican una proteina susceptible de modulacion de la sefializacion
de CRH de la presente invencion.

Ensayos de Diagndstico

Esta invencién se refiere adicionalmente al uso de polinucledtidos de la presente invencidn como reactivos de
diagnéstico. La deteccion de una forma mutada del gen caracterizado por el polinucleétido de SEQ ID NO.1, SEQ ID
NO.2, SEQ ID NO.3, SEQ ID NO.4, SEQ ID NO.5, SEQ ID NO.6, SEQ ID NO.7, SEQ ID NO.8, SEQ ID NO.9, SEQ ID
11, SEQ ID NO.13, SEQ ID NO.15, SEQ ID NO.17, SEQ ID NO.19, SEQ ID NO.21, SEQ ID NO.23, SEQ ID NO.25,
SEQ ID NO.26, SEQ ID NO.27, SEQ ID NO.28, SEQ ID NO.29, SEQ ID NO.30, SEQ ID NO.31, SEQ ID NO.32, SEQ ID
NO.34, SEQ ID NO.36, SEQ ID NO.38 y SEQ ID NO.40 que estd asociado con una disfuncién proporcionara una
herramienta de diagndstico que puede sumarse a, o definir, un diagnéstico de una enfermedad, o propension a una
enfermedad, que es resultado de la infraexpresion, sobreexpresion o expresion espacial o temporal alterada del gen.
Los individuos que llevan mutaciones en el gen pueden ser detectados al nivel del DNA por una diversidad de técnicas.

Se apreciara por tanto que esta invencién proporciona un método de diagnéstico de una condicién patoldgica o una
propensiéon a una condicién patolégica en un individuo relacionada con un trastorno de la actividad del CRH que
comprende:

(@ determinar la presencia 0 ausencia de una mutacién en el polinucle6tido de acuerdo con la invencién; y

(b) diagnosticar una condicién patolégica o propension a una condicién patolégica basada en la presencia o
ausencia de dicha mutacion.

Los acidos nucleicos para el diagnostico pueden obtenerse a partir de las células de un individuo, por ejemplo de
sangre, orina, saliva, o material de biopsia tisular o autopsia. El DNA genomico puede utilizarse directamente para la
deteccidon o puede amplificarse enzimaticamente por utilizacion de PCR u otras técnicas de amplificacion antes del
andlisis. Pueden utilizarse también RNA o cDNA de manera similar. Pueden detectarse deleciones e inserciones por un
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cambio en el tamafio del producto amplificado en comparacion con el genotipo normal. Pueden identificarse mutaciones
puntuales por hibridacién de DNA amplificado a secuencias nucleotidicas marcadas de acuerdo con la invencién.
Secuencias perfectamente coincidentes pueden distinguirse de los duplex incorrectamente apareados por digestion con
RNasa o por diferencias en las temperaturas de fusion. Pueden detectarse también diferencias en la secuencia de DNA
por alteraciones en la movilidad electroforética de fragmentos de DNA en columnas o geles de electroforesis capilar, con
0 sin agentes desnaturalizantes, o por secuenciacion directa del DNA (v.g., Myers et al., Science (1985) 230:1242). Los
cambios de secuencia en localizaciones especificas pueden revelarse también por endonucleasas de restriccion
especificas, ensayos de proteccidon contra las nucleasas, tales como la protecciéon contra RNasa y S1 o un método de
escision quimica (véase Cotton et al., Proc. Natl. Acad. Sci USA (1985) 85: 4397-4401). En otra realizacion, puede
construirse una red de sondas oligonucleotidicas que comprenden una secuencia de nucleétidos que codifica una
proteina capaz de modular la actividad de CRH o fragmentos de la misma para realizar una seleccién eficiente de v.g.,
mutaciones genéticas. Los métodos de tecnologia de redes son bien conocidos y tienen aplicabilidad general, pudiendo
utilizarse para abordar una diversidad de cuestiones de genética molecular que incluyen expresién de genes, enlaces
genéticos, y variabilidad genética (véase por ejemplo; M. Chee et al., Science, Vol. 274, pp. 610-613 (1996)).

Los ensayos de diagnéstico ofrecen un proceso para diagnosticar o determinar una propension a las enfermedades por
deteccion de mutaciones en el gen codificante de la proteina moduladora de CRH por los métodos descritos.
Adicionalmente, dichas enfermedades pueden diagnosticarse por métodos que comprenden determinar a partir de una
muestra derivada de un individuo un nivel anormalmente reducido o incrementado de polipéptido o mMRNA, asi como por
determinacion a partir de dichas muestras de la presencia de derivados de proteina comparada con la estructural normal
(véase arriba). La expresion reducida o incrementada puede medirse al nivel del RNA utilizando cualquiera de los
métodos bien conocidos en la técnica para la cuantificacion de polinucleétidos, tales como, por ejemplo, amplificacion de
acido nucleico, por ejemplo por PCR, RT-PCR; proteccion contra RNasas, transferencia Northern y otros métodos de
hibridacion. Técnicas de ensayo que pueden utilizarse para determinar los niveles de una proteina, tal como un
polipéptido de la presente invencion, en una muestra derivada de un hospedador son bien conocidas por los expertos en
la técnica. Dichos métodos de ensayo incluyen radioinmunoensayos, ensayos de fijacion competitiva, analisis por
transferencia Western, y ensayos ELISA. Técnicas de ensayo que pueden utilizarse para determinar la presencia de
derivados de proteinas o variantes comprenden, entre otras, la espectrometria de masas.

Asi, en otro aspecto, la presente invencion proporciona un método de diagnéstico de una condicién patoldgica o una
propensién a una condicidn patoldgica en un individuo relacionada con un trastorno de exposiciéon prolongada al CRH
que comprende:

(@ determinar la presencia o cantidad de expresiéon del polipéptido o un derivado del mismo de acuerdo con la
invencion en una muestra biologica; y

(b) diagnosticar una condicidn patolégica o propensién a una condicidon patoldgica basandose en la presencia o
cantidad de expresion del polipéptido o un derivado del mismo.

En particular, la presente invencién proporciona un método de diagndstico de un perfil de expresién génica inducido por
CRH en un individuo, comprendiendo dicho método:

a) obtener una muestra bioldgica de dicho individuo; y

b) determinar la cantidad de al menos una proteina que modula la sefializacién de la hormona liberadora de
corticotropina (CRH) en dicha muestra bioldgica;

en el cual la proteina que modula la sefalizacion de la hormona liberadora de corticotropina (CRH) es SEQ ID NO. 20.
En una realizacion alternativa, el método de diagnéstico de un perfil de expresion inducido por CCRH no esté limitado al
menos una proteina de acuerdo con la invencion, sino que requiere la evaluacion simultanea de los niveles de expresion
del grupo de proteinas identificadas como implicadas en la sefializacion del CRH, es decir las proteinas que tienen las
secuencias de aminodcidos SEQ ID NO.10, SEQ ID 12, SEQ ID NO.14, SEQ ID NO.16, SEQ ID NO.18, SEQ ID NO.20,
SEQ ID NO.22, SEQ ID NO.24, SEQ ID NO.33, SEQ ID NO.35, SEQ ID NO.37, SEQ ID NO.39 y SEQ ID NO.41.

Preferiblemente, la cantidad de dichas proteinas se determina sea al nivel de proteina, utilizando preferiblemente
anticuerpos que se fijan a ella, o al nivel de la transcripcion génica, utilizando preferiblemente sondas que se fijan a un
polinucleétido que codifica la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO. 20.

Alternativamente, el perfil de expresion génica inducida por CRH se determina por evaluacién del nivel de transcripcion
génica de un gen que comprende la secuencia de acido nucleico seleccionada del grupo constituido por SEQ ID NO.1,
SEQ ID NO.2, SEQ ID NO.3, SEQ ID NO.4, SEQ ID NO.5, SEQ ID NO.6, SEQ ID NO.7, SEQ ID NO.8, SEQ ID NO.9,
SEQ ID 11, SEQ ID NO.13, SEQ ID NO.15, SEQ ID NO.17, SEQ ID NO.19, SEQ ID NO.21, SEQ ID NO.23, SEQ ID
NO.25, SEQ ID NO.26, SEQ ID NO.27, SEQ ID NO.28, SEQ ID NO.29, SEQ ID NO.30, SEQ ID NO.31, SEQ ID NO.32,
SEQ ID NO.34, SEQ ID NO.36, SEQ ID NO.38 y SEQ ID NO.40. Métodos para determinar el nivel de transcripcion
génica han sido descritos anteriormente en esta memoria y comprenden, en una realizacion preferida, el uso de una
sonda que se fija, y con preferencia se fija selectivamente, a un polinucleétido seleccionado del grupo constituido por
SEQ ID NO.1, SEQ ID NO.2, SEQ ID NO.3, SEQ ID NO.4, SEQ ID NO.5, SEQ ID NO.6, SEQ ID NO.7, SEQ ID NO.8,
SEQ ID NO.9, SEQ ID 11, SEQ ID NO.13, SEQ ID NO.15, SEQ ID NO.17, SEQ ID NO.19, SEQ ID NO.21, SEQ ID
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NO.23, SEQ ID NO.25, SEQ ID NO.26, SEQ ID NO.27, SEQ ID NO.28, SEQ ID NO.29, SEQ ID NO.30, SEQ ID NO.31,
SEQ ID NO.32, SEQ ID NO.34, SEQ ID NO.36, SEQ ID NO.38 y SEQ ID NO. 40 o el complemento del mismo. En otra
realizacion, puede construirse una red de sondas oligonucleotidicas que comprenden una secuencia de nucleétidos de
acuerdo con la invencién o fragmentos de la misma, a fin de conducir una seleccion eficiente del nivel de transcripcion
génica en la muestra de un individuo.

Se describe también un kit de diagnéstico que comprende:

(a) un polinucledtido de la presente invencidn, preferiblemente la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO.1, SEQ ID
NO.2, SEQ ID NO.3, SEQ ID NO.4, SEQ ID NO.5, SEQ ID NO.6, SEQ ID NO.7, SEQ ID NO.8, SEQ ID NO.9, SEQ ID
11, SEQ ID NO. 13, SEQ ID NO.15, SEQ ID NO.17, SEQ ID NO.19, SEQ ID NO.21, SEQ ID NO.23, SEQ ID NO.25,
SEQ ID NO.26, SEQ ID NO.27, SEQ ID NO.28, SEQ ID NO.29, SEQ ID NO.30, SEQ ID NO.31, SEQ ID NO.32, SEQ ID
NO.34, SEQ ID NO.36, SEQ ID NO. 38 y SEQ ID NO. 40 o un fragmento del mismo;

(b) una secuencia de nuclettidos complementaria a la de (a);

(c) un polipéptido de la presente invencidn, preferiblemente el polipéptido de SEQ ID NO. NO.10, SEQ ID 12, SEQ ID
NO.14, SEQ ID NO.16, SEQ ID NO.18, SEQ ID NO.20, SEQ ID NO.22, SEQ ID NO.24, SEQ ID NO.33, SEQ ID NO.35,
SEQ ID NO.37, SEQ ID NO.39 y SEQ ID NO.41 o un fragmento del mismo; o

(d) un anticuerpo para un polipéptido de la presente invencion, preferiblemente para el polipéptido de SEQ ID NO.10,
SEQ ID 12, SEQ ID NO.14, SEQ ID NO.16, SEQ ID NO.18, SEQ ID NO.20, SEQ ID NO.22, SEQ ID NO.24, SEQ ID
NO.33, SEQ ID NO.35, SEQ ID NO.37, SEQ ID NO.39 y SEQ ID NO.41 y medios de deteccion opcionalmente
adecuados.

Se apreciara que en cualquier kit de este tipo, (a), (b), (c) o (d) pueden comprender un componente sustancial. Un kit de
este tipo serd util en el diagnéstico de una enfermedad o propension a una enfermedad, particularmente trastornos
relacionados con el metabolismo de CRH tales como estrés o depresion inducidas por CRH.

Las secuencias de nucleétidos de la presente invencion son valiosas también para localizacién de cromosomas. Estas
secuencias estan direccionadas especificamente para, y pueden hibridarse con, una localizacion particular en un
cromosoma humano individual. EI mapeado de secuencias relevantes para los cromosomas de acuerdo con la presente
invencion es un primer paso importante en la correlacion de dichas secuencias con la enfermedad asociada al gen. Una
vez gque una secuencia se ha mapeado a una localizacion cromosémicas precisa, la posicion fisica de la secuencia en el
cromosoma puede correlacionarse con datos del mapa genético. Dichos datos se encuentran, por ejemplo, en V.
McKusick, Mendelian Inheritance in Man (disponible en linea de Johns Hopkins University Welch Medical Library). La
relacion entre genes y enfermedades que se han mapeado a la misma regién cromosomica se identifica luego por
andlisis de enlaces (herencia comun de genes fisicamente adyacentes). El gen de la presente invencion mapea al
cromosoma humano 15.

Pueden determinarse también diferencias en el cDNA o la secuencia gendémica entre individuos afectados y no
afectados. Si se observa una mutacion en algunos o la totalidad de los individuos afectados pero no en ningun individuo
normal, entonces es probable que la mutacion sea el agente causante de la enfermedad.

Las secuencias de nucleétidos de la presente invencion son valiosas también para localizacion tisular. Dichas técnicas
permiten la determinacién de los patrones de expresiéon de los polipéptidos de acuerdo con la invencion en tejidos por
deteccion de los mRNAs que codifican los mismos. Estas técnicas incluyen técnicas de hibridacion in situ y técnicas de
amplificacion de nucleétidos, por ejemplo PCR. Dichos métodos son bien conocidos en la técnica. Los resultados de
estos estudios proporcionan una indicacion de las funciones normales de los polipéptidos en el organismo.

Los polipéptidos de la invencién o sus fragmentos o analogos de los mismos, o células que expresan los mismos,
pueden utilizarse también como inmundgenos para produccion de anticuerpos inmunoespecificos para los polipéptidos
de la presente invencion. El término "inmunoespecifico" significa que los anticuerpos tienen afinidad sustancialmente
mayor para los polipéptidos de la invencién que su afinidad para otros polipéptidos afines en la técnica anterior.

Asi, en otra realizacion, esta solicitud describe un anticuerpo monoespecifico inmunolégicamente reactivo con una
purina-permeasa de mamifero. En una realizacion preferida, dicho anticuerpo es inmunolégicamente reactivo con un
polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos seleccionada de un grupo constituido por: SEQ ID NO.10, SEQ ID
12, SEQ ID NO.14, SEQ ID NO.16, SEQ ID NO.18, SEQ ID NO.20, SEQ ID NO.22, SEQ ID NO.24, SEQ ID NO.33,
SEQ ID NO.35, SEQ ID NO.37, SEQ ID NO.39 y SEQ ID NO.41; y analogos funcionales del mismo, o dicho anticuerpo
bloquea la actividad de una proteina que modula la sefializacion de CRH.

Los anticuerpos generados contra los polipéptidos de la presente invencion pueden obtenerse por administracion de los
polipéptidos o fragmentos vehiculos de epitope, analogos o células que expresan éstos a un animal, preferiblemente un
animal no humano, utilizando protocolos de rutina. Para la preparacion de anticuerpos monoclonales, puede utilizarse
cualquier técnica que proporcione anticuerpos producidos por cultivos continuos de lineas de células . Ejemplos incluyen
la técnica del hibridoma (Kohler, G. y Milstein, C., Nature (1975) 256; 495-497), la técnica del trioma, la técnica del
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hibridoma de las células B humanas (Kozbor et al., Immunology Today (1983) 4:72) y la técnica del hibridoma EBV
(Cole, et al., MONOCLONAL ANTIBODIES AND CANCER THERAPY, pp. 77-96, Alan R. Liss, Inc., 1985).

Técnicas para la produccion de anticuerpos monocatenarios, tales como los descritos en la patente U.S. NO. 4.946.778,
pueden adaptarse también para producir anticuerpos monocatenarios para los polipéptidos de esta invencion.
Asimismo, ratones transgénicos, u otros organismos, que incluyen otros animales, pueden utilizarse para expresar
anticuerpos humanizados.

Los anticuerpos arriba descritos pueden emplearse para aislar o identificar clones que expresan el polipéptido o para
purificar los polipéptidos por cromatografia de afinidad.

Los anticuerpos contra los polipéptidos de la presente invencion pueden emplearse también para tratar los trastornos
relacionados con el metabolismo de CRH.

En un aspecto adicional, la presente invencién se refiere a proteinas de fusion solubles modificadas por ingenieria
genética, que comprenden un polipéptido de la presente invencién, o un fragmento del mismo, y diversas porciones de
las regiones constantes de las cadenas pesada y ligera de inmunoglobulinas de diversas subclases (19G, IgM, IgD, IgE).
Como inmunoglobulina se prefiere la parte constante de la cadena pesada de IgG humana, particularmente IgG |, donde
la fusion tiene lugar en la region bisagra. En una realizacion particular, la parte Fc puede eliminarse simplemente por
incorporacion de una secuencia de escision que puede ser escindida por ejemplo con el factor Xa. de coagulacion de la
sangre. Adicionalmente, esta invencion se refiere a procesos para la preparacion de estas proteinas de fusion por
ingenieria genética, y al uso de los mismos para seleccion de farmacos, diagnosis y terapia. Un aspecto adicional de la
invencion se refiere también a polinucleétidos que codifican tales proteinas de fusion. Ejemplos de la tecnologia de las
proteinas de fusidbn pueden encontrarse en las Solicitudes de Patente Internacional nims. WO 94/29458 y WO
94/22914.

Utilidad Terapéutica

Un aspecto adicional de la invencion se refiere a una formulacién (composiciéon) inmunolégica/vacunal que, cuando se
introduce en un hospedador mamifero, induce una respuesta inmunoldgica en dicho mamifero para un polipéptido de la
presente invencion en donde la composicion comprende un polipéptido o polinucledtido de la presente invencion. La
formulaciéon de vacuna puede comprender adicionalmente un vehiculo adecuado. Dado que un polipéptido puede
descomponerse en el estbmago, el mismo se administra preferiblemente por via parenteral (por ejemplo, inyeccion
subcuténea, intramuscular, intravenosa, o intradérmica). Formulaciones adecuadas para administracién parenteral
incluyen soluciones de inyeccidn estériles acuosas y no acuosas que pueden contener antioxidantes, tampones,
bacteriostaticos y solutos que hacen la formulacion isoténica con la sangre del receptor; y suspensiones estériles
acuosas y no acuosas que pueden incluir agentes de suspension o agentes espesantes. Las formulaciones pueden
presentarse en envases de dosis unitaria o multidosis, por ejemplo, ampollas y viales sellados y pueden guardarse en
una condicion liofilizada que requiere Gnicamente la adicion del vehiculo liquido estéril inmediatamente antes de su
utilizacion. La formulacion de vacuna puede incluir también sistemas adyuvantes para mejora de la inmunogenicidad de
la formulacion, tales como sistemas de aceite en agua y otros sistemas conocidos en la técnica. La dosificacion
dependera de la actividad especifica de la vacuna y puede ser determinada facilmente por experimentacion de rutina.

En otro enfoque adicional, la expresion del gen que codifica las proteinas que modulan la sefializacion de CRH puede
inhibirse utilizando técnicas de bloqueo de la expresién. Técnicas conocidas de este tipo implican el uso de secuencias
antisentido, generadas internamente o administradas externamente (véase, por ejemplo, O'Connor, J. Neurochem
(1991) 56:560; Oligodeoxynucleotides as Antisense Inhibitors of Gene Expression, CRC Press, Boca Raton, FL (1988)).
Alternativamente, pueden suministrarse oligonucledtidos que forman hélices triples (“triplex”) con el gen (véase, por
ejemplo, Lee et al., Nucleic Acids Res (1979) 6:3073; Cooney et al..., Science (1988) 241:456; Dervan et al., Science
(1991) 251:1360). Estos oligdbmeros pueden ser administrados per se, o los oligémeros relevantes pueden expresarse in
vivo. Los oligonucledtidos antisentido sintéticos o triples pueden comprender bases modificadas o cadenas principales
modificadas. Ejemplos de las udltimas incluyen metilfosfonato, fosforotioato o cadenas principales de &cido nucleico
peptidico. Tales cadenas principales se incorporan en el oligonucle6tido antisentido o triplex a fin de proporcionar
proteccion contra la degradacion por las nucleasas y son bien conocidas en la técnica. Las moléculas antisentido y
triplex sintetizadas con éstas y otras cadenas principales modificadas forman parte también de la presente invencion.

En otro proceso para inhibir la expresién de un gen diana en una célula, se introduce RNA con caracter parcial o
totalmente bicatenario en la célula o en el entorno extracelular. La inhibicion es especifica en el sentido de que se
selecciona una secuencia nucleotidica de una porcion de gen diana para producir RNA inhibidor. EI RNA puede
comprender una o mas cadenas de ribonucleétido polimerizado; el mismo puede incluir modificaciones en la cadena
principal fosfato-azicar o en el nucledsido. La estructura bicatenaria puede estar formada por una cadena de RNA
simple autocomplementaria o por dos cadenas complementarias. La inhibicién es especifica de la secuencia en el
sentido de que las secuencias de nucleétidos que corresponden a la regidn duplex del RNA estan direccionadas para la
inhibicidn genética. Se prefiere RNA que contenga una secuencia de nucledétidos idéntica a una porcién de la secuencia
diana. Ejemplos de la tecnologia de inhibicion de RNA pueden encontrarse en la Solicitud de Patente Internacional WO
99/32619.
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Adicionalmente, la expresion de las proteinas que modulan la sefializacion de CRH puede prevenirse por utilizacion de
ribozimas especificas de la secuencia de mRNA que codifica dicha proteina. Las ribozimas son RNAs cataliticamente
activos que pueden ser naturales o sintéticos (véase por ejemplo Usman, N. et al., Curr. Opin. Struct. Biol. (1996) 6(4),
527-33.) Las ribozimas sintéticas pueden disefiarse para escindir especificamente los MRNAs mencionados
anteriormente en posiciones seleccionadas previniendo con ello la traduccion de dichos mRNAs en polipéptido
funcional. Pueden sintetizarse ribozimas con una cadena principal natural ribosa-fosfato y bases naturales, como se
encuentran normalmente en las moléculas de RNA. Alternativamente, las ribozimas pueden sintetizarse con cadenas
principales no naturales para proporcionar proteccién contra la degradacion por las ribonucleasas, por ejemplo, 2'-O-
metil-RNA, y pueden contener bases modificadas.

Para el tratamiento de condiciones anormales relacionadas con una infraexpresion de proteinas que modulan la
sefializacion de CRH, estan disponibles también varios enfoques. Un enfoque comprende administrar a un individuo una
cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto que activa un polipéptido de la presente invencioén, es decir, un
agonista como se ha descrito arriba, en combinacion con un vehiculo farmacéuticamente aceptable, para aliviar con ello
la condicién anormal. Alternativamente, puede emplearse terapia génica para conseguir la produccién endégena de
purina-permeasa de mamifero por las células relevantes en el individuo. Por ejemplo, puede modificarse un
polinucleétido de la invencién por ingenieria genética para expresion en un vector retroviral deficiente en replicacion,
como se ha expuesto anteriormente. El constructo de expresion retroviral puede aislarse e introducirse luego en una
célula de empaquetamiento transducida con un vector plasmidico retroviral que contiene el RNA codificante de un
polipéptido de la presente invencion de tal modo que la célula de empaquetamiento produce ahora particulas virales
infecciosas que contienen el gen de interés. Estas células productoras pueden administrarse a un individuo para
modificacion de las células por ingenieria genética in vivo y expresion del polipéptido in vivo. Para una revision de la
terapia génica, véase capitulo 20, Gene Therapy and other Molecular Genetic-based Therapeutic Approaches (y las
referencias citadas en dicho lugar) en Human Molecular Genetics, T. Strachan y A.P. Read, BIOS Scientific Publishers
Ltd (1996). Otro enfoque consiste en administrar una cantidad terapéutica de un polipéptido de la presente invencién en
combinacion con un vehiculo farmacéutico adecuado.

En un aspecto adicional, la presente invencion proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden una cantidad
terapéuticamente eficaz de un polipéptido, tal como la forma soluble de un polipéptido de la presente invencion, péptido
agonista/antagonista o compuesto de molécula pequefia, en combinacion con un vehiculo o excipiente
farmacéuticamente aceptable. Tales vehiculos incluyen, pero sin caracter limitante, solucidon salina, solucién salina
tamponada, dextrosa, agua, glicerol, etanol, y combinaciones de los mismos. La invencion se refiere adicionalmente a
paquetes y kits farmacéuticos que comprenden uno 0 mas envases llenos con uno 0 mas de los ingredientes de las
composiciones de la invencion arriba mencionadas. Los polipéptidos y otros compuestos de la presente invencion
pueden emplearse solos 0 en asociacion con otros compuestos, tales como compuestos terapéuticos.

La composicion se adaptara a la ruta de administracion, por ejemplo por una ruta sistémica u oral. Formas preferidas de
administracion sistémica incluyen inyeccion, tipicamente por inyeccion intravenosa. Pueden utilizarse otras rutas de
inyeccion, tales como subcutanea, intramuscular, o intraperitoneal. Medios alternativos para administracion sistémica
incluyen administracion transmucosal y transdérmica, utilizando penetrantes tales como sales biliares o acidos fusidicos
u otros detergentes. Adicionalmente, si un polipéptido u otros compuestos de la presente invencion pueden formularse
en una formulaciéon entérica o encapsulada, puede ser posible también la administracién oral. La administracion de
estos compuestos puede ser tépica y/o localizada, en la forma de parches, pomadas, pastas, geles, y analogos.

El intervalo de dosificacion requerido depende de la eleccion del péptido u otros compuestos de la presente invencion, la
ruta de administracion, la naturaleza de la formulacion, la naturaleza de la condicion del individuo, y el criterio del
especialista que tenga a su cargo el tratamiento. Sin embargo, las dosis adecuadas estan comprendidas en el intervalo
de 0,1-100 pg/kg de individuo. Sin embargo, son de esperar variaciones amplias en la dosificacion necesaria teniendo
en cuenta la diversidad de compuestos disponibles y las diferentes eficiencias de diversas rutas de administracién. Por
ejemplo, podria esperarse que la administracion oral requiera mayores dosis que la administracion por inyeccion
intravenosa. Las variaciones en estos niveles de dosificacion pueden ajustarse utilizando rutinas empiricas estandar
para optimizacion, como es bien conocido en la técnica.

Los polipéptidos utilizados en el tratamiento pueden generarse también endégenamente en el individuo, en modalidades
de tratamiento a las que se hace referencia a menudo como "terapia génica”, como se ha descrito arriba. Asi, por
ejemplo, las células de un individuo pueden modificarse por ingenieria genética con un polinucleétido, tal como DNA o
RNA, para codificar un polipéptido ex vivo y por ejemplo, por el uso de un vector retroviral plasmidico. Las células se
introducen luego en el individuo.

Esta invencion se comprendera mejor por referencia a los Detalles Experimentales que siguen, pero los expertos en la
técnica apreciaran facilmente que éstos son Unicamente ilustrativos de la invencién como se describe mas plenamente
en las reivindicaciones que siguen mas adelante. Adicionalmente, a lo largo de esta solicitud, se citan diversas
publicaciones. La descripcion de estas publicaciones se incorpora por la presente por referencia en esta memoria a fin
de describir mas plenamente el estado de la técnica a la que pertenece esta invencion.
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PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES

Alojamiento y tratamiento de los animales - Ratones transgénicos macho CRF que sobreexpresaban C57BL/6J (CRF-
OE o TG) y sus hermanos de camada de tipo salvaje (WT) se mantuvieron en una instalacion especifica exenta de
patégenos que cumple todos los requerimientos nacionales y europeos respecto a atenciéon animal. Los ratones se
alojaron individualmente 4 semanas antes del comienzo del experimento en una colonia de animales controlada
climaticamente con un ciclo oscuridad-luz de 12 horas (con encendido de las luces a las 7:00 EST) con acceso libre a
alimento y agua. Antes del tratamiento, ratones de 3 meses de edad se distribuyeron aleatoriamente en 3 grupos, cada
uno de los cuales comprendia 4 animales de tipo salvaje y 4 transgénicos. Un grupo no recibié tratamiento alguno, un
segundo grupo recibid inyeccién de vehiculo 5 dias, dos veces al dia (10% ciclodextrano (CD), pH 4) y un tercer grupo
recibié 10 mg/kg de un antagonista especifico de CRH-RI, R121919 en 10% de CD siguiendo el mismo régimen. 16
horas después del dltimo tratamiento, los animales se sacrificaron para diseccion de las areas cerebrales y aislamiento
subsiguiente de RNA.

Preparacion de la muestra - Se disecaron macroscépicamente las areas cerebrales siguientes de los animales
transgénicos y de tipo salvaje: pituitaria, cerebelo, area temporal, hipocampo, corteza frontal, y nucleus accumbens. El
tejido cerebral se homogeneiz6 en Trizol (Invitrogen Life Technologies) utilizando una trituradora Ultra-Turrax T25 (IKA-
labortechnik). Se extrajo el RNA total utilizando Trizol de acuerdo con las instrucciones del fabricante. EI RNA total se
purificé ulteriormente utilizando el kit Rneasy (Qiagen) con tratamiento de DNAsa | en la columna.

Hibridacién de microrredes - Se preparé cRNA como sigue. La transcripcion inversa se llevé a cabo sobre 10 ug de RNA
total durante 1 h a 42°C utilizando un iniciador T7-oligo(dT).4 y Superscriptll RT (Invitrogen Life Technologies). La
sintesis del cDNA de la segunda cadena se realizd durante 2 h a 16°C utilizando DNA-polimerasa | de Escherichia coli,
DNA-ligasa y RNAsaH (Invitrogen Life Technologies). Después de extraccion con fenol-cloroformo utilizando gel de
blogueo de fase (Eppendorf) se realizdé una transcripcion in vitro durante 6 h a 37°C utilizando el kit de marcacién de
transcritos de RNA de alto rendimiento Bioarray con ribonucleétidos marcados con Biotina (Enzo Diagnostics). Las
muestras de cDNA se purificaron en columnas Qiagen Rneasy seguido por fragmentacién durante 35 minutos a 95°C.
Los rendimientos de cRNA estaban comprendidos entre 50 y 100 pg. Las muestras se procesaron en GeneChips
(Affymetrix, Santa Clara, CA). Con objeto de comprobar la cantidad de cada muestra, se corrieron 5 ug de cRNA
marcado en redes Test2. Los experimentos reales se realizaron sobre redes Murine Genome U74Av2, que contenian
equipos de sonda que interrogaban aproximadamente 12.000 genes de ratdn de longitud total y agrupaciones EST de la
base de datos UniGene (tipo 74). La hibridacion se realizé utilizando 15 pug de cRNA durante 16 h a 45°C bajo rotacion
continua. Las redes se tifieron en estaciones Affymetrix Fluidics utilizando estreptavidina/ficoeritrina (SAPE) seguido por
tincion con anticuerpo anti-estreptavidina y una segunda tincibn con SAPE. Subsiguientemente, las redes se
escanearon con un Laserscaner HP y los datos se analizaron con el software Microarray Suite (Affymetrix). En esta
etapa no se realizd aumento de escala o normalizacion alguna. La calidad del experimento se evalué basandose en los
porcentajes de llamadas presentes (véase la tabla).

Area Llamadas presentes 3'/5' B-Actina 3'/5' GAPDH
area temporal 46,15+1,98% 1,96+0,53 1,46+0,38
hipocampo 46,27+1,89% 1,58+0,39 1,22+0,29
cerebelo 47,14+2,13 1,67+0,37 0,97+0,08
corteza frontal 44,68+2,23 1,85+0,39 1,29+0,26
nucleus accumbens 44,27+2,11 2,69+0,85 2,52+1,20
pituitaria 45,33+1,67 1,53+0,28 1,25+0,21

Las muestras con rendimientos bajos de RNA o porcentajes bajos de llamadas presentes o relaciones 3'/5' que se
desviaban se omitieron del andlisis subsiguiente. El nUmero de animales que se utilizaron para el analisis se muestra en
la tabla.

WT WT WT TG TG TG
sin tratar vehiculo R121919 sin tratar vehiculo R121919
area temporal 4 4 4 3 4 3
hipocampo 4 4 4 3 3 4
cerebelo 3 4 4 3 4 3
corteza frontal 3 4 4 3 4 4
nucleus accumbens 4 3 4 4 3 4
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WT WT WT TG TG TG
sin tratar vehiculo R121919 sin tratar vehiculo R121919
pituitaria 4 4 4 4 3 4

Analisis de los datos y seleccion de genes

Las intensidades brutas en cada red se normalizaron utilizando el algoritmo siguiente:

Z Ibruto Z Ibruto
todas las muestras muestra

log lalineado = log lbruto , 4 log
# genes x # muestras # genes

Basicamente, esta alineacién ajusta la intensidad media de una red al valor medio medido. Esta normalizacion
compensa las variaciones de red a red en hibridacién, lavado y tincién, permitiendo finalmente una comparacion
razonable entre redes. Después de la nhormalizacién, se analizaron los datos utilizando el andlisis de mapeado espectral
ponderado (SMA) (7). El mapeado espectral ponderado es un método de analisis multivariante no supervisado que
incluye doble centrado de los datos combinados con una visualizacion especializada que representa los dos
componentes principales maximos del principio que explican la mayor parte de la varianza en la serie de datos. Aun
cuando el doble centrado elimina el componente de "tamafio" de los datos de la red, esta informacion se reintroduce en
la visualizacién por la via del &rea de los simbolos que representan el tamafio de las muestras (representadas por
cuadrados) y genes (representados por circulos) respectivos. Lo que queda son contrastes entre los diferentes genes y
contrastes entre las diferentes muestras de la tabla de datos. Estos contrastes pueden expresarse como relaciones
debido a la transformacion logaritmica realizada por el algoritmo. Los contrastes pueden entenderse como
especificidades de los diferentes genes para las distintas muestras. Inversamente, aquéllos se refieren también a las
especificidades o preferencias de las diferentes muestras para algunos de los genes. Por consiguiente, podria afirmarse
que SMA proporciona una visualizacion de las interacciones entre genes y muestras. Este método permite la reduccion
de una gran serie de datos de microrredes y proporciona medios para inspeccionar e identificar con ello visualmente
agrupaciones de genes y/o individuos en los datos. En el mapa espectral, las muestras se agrupan pueden interpretarse
por tanto como similares. Correspondientemente, las muestras localizadas en sitios opuestos de los ejes o en el centro
puede interpretarse distintas.

Ademas de este andlisis global, la identificacién de genes individuales con un nivel de expresién diferente entre grupos
se identificd, utilizando andlisis de significacion de datos de microrredes (SAM) (8). SAM identifica genes con cambios
estadisticamente significativos en la expresion por asimilacion de una serie de tests t especificos de gen. En contraste
con el test t clasico, estos tests t especificos de gen no solo tienen en cuenta la varianza observada para un gen
particular, sino que incluyen también un denominado factor de elusidon que cubre la varianza total a través de todos los
genes medidos. Los genes con registros mayores que un umbral se consideran potencialmente significativos. Con
objeto de estimar el nimero de positivos falsos entre estos genes modificados de modo potencialmente significativo,
SAM utiliza permutaciones para estimar la tasa de descubrimientos falsos. A este fin, se calculan iterativamente los
valores t sobre las permutaciones de las medidas. El umbral puede ajustarse para identificar conjuntos de genes
menores 0 mayores, y se calculan los FDRs correspondientes. Ademas del delta umbral que influye en el nimero de
genes modificados significativamente y un FDR correspondiente, puede imponerse un umbral de nimero modificaciones
para desechar aquellos genes que exhiben solamente una diferencia limitada en expresion entre las muestras. Estos
cambios son probablemente de poca significacion desde un punto de vista biolégico.

Se realizd una agrupacion de valores K medios de los datos de expresion obtenidos en un area dada del cerebro
utilizando el programa OmniViz. Todos los registros que estaban ausentes en todas las muestras se eliminaron y todas
las sefiales inferiores a 20 se ajustaron a 20. Esto permitio la agrupacion de genes con comportamiento similar.

RT-PCR cuantitativa - Los datos de microrredes se confirmaron utilizando analisis PCR en tiempo real. La sintesis del
cDNA de la primera cadena se llevo a cabo sobre 0,5 ug de RNA total utilizando iniciadores hexameros aleatorios y
Superscriptll RT (Invitrogen Life Technologies). La PCR cuantitativa se llevd a cabo en un ciclador ABIPrism 7700
(Applied Biosystems) utilizando un kit Tagman PCR. Se utilizaron diluciones seriadas de cDNA para generar curvas
estandar de ciclos umbral frente a los logaritmos de concentracién para (-actina, receptor 1 de CRH (Crh-R1), receptor
2 de CRH (Crh-R2), receptor 1 de neurotensina (Ntsrl), receptor 2 de neurotensina (Ntsr2), receptor 3 de neurotensina
(Ntsr3), 11B-hidroxiesteroide-deshidrogenasa | (Hsd11B1), quinasa regulada por suero/glucocorticoides (Sgk) y los
genes de interés (véase la Tabla para las secuencias de los iniciadores). Una linea de regresion lineal calculada a partir
de las curvas estandar permitio la determinacion de los niveles de transcritos en las muestras de RNA de los diferentes
grupos de tratamiento para cada area cerebral.
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5'-CATCTTGGCCTCACTGTCCAC-3'
5-TGCTTGCTGATCCACATCTGCTGGA-3'
5'-GGGCCGGACTCATCGTACT-3'
5'-GGGAGAACAGAAGCGCCTG-3'
5'-AGAAGGGTGAGGATCCCCCAAATCAGAGT-3'
5-CCCTTGTTTCAATCACTCCCA-3'
5-TTTCTGAACAGTGAGGTCCGC-3'
5'-CCGGAAGAGGTGGCGGCGA-3'
5'-GGGCTCTGATGGAGTGCTTG-3-
5'-CGCCGCCGAAAGAAGAG-3'
5'-CCAACGTTCTCCAGGAAGCCAAACAG-3'
5'-ACGCATGGTTGCTGGACAT-3'
5-TGGTGACCAACACGCTCTTCT-3'
5'-TCAGCTCGGCAGTGACCCCA-3'
5'-AGGAAGACACGGCGTTGTAGA-3'
5'-GGAAGCCGGAGAACAGCAA-3'
5-TGCGACGCTACCGCAAAGAACA-3'
5'GGATATGAAGGCTGCACTCGTT-3'
5-TGGACCAATGCCCCAGTT-3'
5-TCAGTCAAAGCCGTTGGTGTTTTCATTG-3'
5-GCCCGTTTTATAGGTGACATTTTAA-3'

Hsd11b1l directa
Hsd11bl sonda
Hsd11bl inversa

5'-GGGATAATTAACGCCCAAGCTT-3'
5'-CCCAAGGAGGAGTGCGCCCT-3'
5'-AGAGCTGTGCCTTTGATGATCTC-3'

Autorradiografia - La fijacion de [125I]neur0tensina y las radiografias de pelicula de los cerebros de ratones transgénicos
macho adultos C57BL/6J y sus hermanos de camada de tipo salvaje, se realizé como ha SIdO descrito previamente por
Moyse et al. (12). Se incubaron secciones de 20 micrémetros de espesor con monoyodo- [ I]Tyr3 neurotensina 0,1 nM
(2200 Ci/mmol, Perkln Elmer) en Tris-HCI 50 mM, de pH 7,4, que contenia 0,1% de seroalbumina bovina, EDTA 1 mM,
bacitracina 5 x 10™°M, 2 pg/ml de quimostatina y 4 pg/ml de leupeptina. La |ncubaC|on de secciones adicionales en
presencia de neurotensina nativa 1 uM evalud la tincion inespecifica. La fijacion de [ I]neurotensma con bloqueo de la
Nts2 se realizd en secciones de hipocampo en presencia de levocabastina 1 yM, un antagonista de Nts2. El analisis
densitométrico de las radiografias de pelicula se realiz6 utilizando un analizador digital MCID M4 (Imaging Research, St.
Cathalines, ON, Canadd). En cada seccion se delinearon interactivamente las estructuras y se midieron los niveles de
pixel grises en las areas resenadas Los niveles de pixel grises se convirtieron en radiactividad por mg de tejido
utilizando los estandares '*°I co- expuestos y se promediaron para el area medida. Los datos se analizaron
estadisticamente por un ANOVA de dos vias y el test Bonferroni's Post-hoc concomitante utilizando software SPSS
11.0.

RESULTADOS & DISCUSION

Con objeto de estudiar los efectos de la administracién prolongada de CRH sobre el sistema nervioso central, se
compararon los perfiles de expresion génica en regiones del cerebro derivadas de ratones que sobreexpresaban CRH
con los de sus hermanos de camada de tipo salvaje. Adicionalmente, se estudiaron los efectos de la administracién del
antagonista de CHR-R1 sobre estos niveles de expresion. Las regiones del cerebro investigados en este estudio
incluyen pituitaria, nucleus accumbens, corteza frontal, area temporal, hipocampo y cerebelo. La expresion del receptor
1 de CRH (CRH-R1) y 2 (CRH-R2) se midié en areas del cerebro utilizando RT-PCR cuantitativa en tiempo real (RTQ).
Aunque CRH-R1 era facilmente detectable, no pudo obtenerse medida fiable alguna para CRH-R2 en estas areas del
cerebro. Los niveles de expresion observados de los receptores CRH en estas areas del cerebro corresponden con
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informes previos de niveles altos de CRH-R1 en el cerebelo y corteza frontal y niveles inferiores expresion de CRH-R2,
gue es principalmente un receptor periférico (véase la Figura 1) (9).

Los RNA aislados de las diferentes areas del cerebro derivadas de animales diferentes se procesaron por separado en
redes que contenian 12.000 EST murinos. Después de la normalizacion, se analizaron los datos por area del cerebro. El
examen de primer paso de los datos se realiz6 utilizando analisis de mapeado espectral (SMA), permitiendo una
interpretacion grafica global de las respuestas de expresion génica en relacion con el grupo de tratamiento y el genotipo.
SMA indicaba la ausencia de grandes cambios de expresion entre los grupos de tratamiento para todas las areas
excepto la pituitaria. En todas las areas del cerebro, la mayor parte de las muestras derivadas de animales transgénicos
(TG) se agrupan en una localizacién distinta de las derivadas de animales de tipo salvaje (WT). Esto alcanza su maxima
evidencia al nivel de la pituitaria, en el que se observa una diferencia clara en el patrén de expresion entre los animales
TG y WT con las muestras agrupadas en los sitios opuestos del mapa espectral. Considerados en su conjunto, estos
datos indican que la exposicién a lo largo de la vida a CRH induce cambios en los perfiles de expresion génica en todas
las areas del cerebro estudiadas, observandose los efectos mas notables en la pituitaria. Estos cambios en el perfil de
expresion no se ven afectados (o lo hacen s6lo en un grado limitado) por un tratamiento de 5 dias con el antagonista de
CRH-R1 como se ilustra por el mapa espectral de la pituitaria.

Con objeto de identificar genes que estaban significativamente modificados, se aplicé el analisis de significacion del
algoritmo de datos de microrredes (SAM). En concordancia con el SMA, Gnicamente un nimero limitado de genes se
encontraron modificados significativamente en la mayor parte de las areas del cerebro (véase informacion
suplementaria). En cambio, en la pituitaria, mas de 300 genes se expresaban de modo diferente entre los animales WT
y TG. Los perfiles de expresion génica en las areas estudiadas del cerebro de los ratones que sobreexpresaban CRH
ilustraban mecanismos homeostaticos no reducidos con anterioridad en estos animales. En general, los perfiles de
expresion observados apuntan hacia un pequefio nimero de caminos que estan afectados en los animales transgénicos
(TG).

Los animales TG tienen niveles de glucocorticoides en plasma que son 6-8 veces mayores que en los animales WT
(véase la Figura 3). Como consecuencia, los perfiles de expresion génica exhiben una adaptacion a estos altos niveles
de corticosterona. Esto se consigue tanto por regulacion descendente de los intensificadores de la sefializacion de
receptores de glucocorticoides tales como 11f-hidroxiesteroide-deshidrogenasa tipo 1 (118-HSD1) en el hipocampo
como por regulacién ascendente de los represores supuestos de este camino de sefializacion tales como la proteina 5
fijadora de FK506 (Fkbp5) (véase la Figura 4).

Las concentraciones de glucocorticoides en los tejidos se determinan no solo por los niveles hormonales en plasma,
sino también por dos 113-hidroxiesteroide-deshidrogenasas intracelulares (tipo 1y 2), que interconvierten localmente los
glucocorticoides activos y las formas inertes11-ceto. 11p-HSD1, la isoforma predominante del cerebro, parece funcionar
como 11B-reductasa predominante, regenerando glucocorticoides activos a partir de las formas 11-ceto. Por estudio de
ratones deficientes en 113-HSD1, se demostro que la regeneracion intracelular de glucocorticoides por 11p-HSD1 juega
un papel importante en el control del eje HPA. En respuesta a un estrés restringido, estos ratones exhiben niveles
exagerados de ACTH y corticosterona. Adicionalmente, los ratones deficientes en 113-HSD1 eran menos sensibles a la
supresion exdgena de cortisol de la activacion de HPA, lo que sugiere una retroalimentaciéon disminuida de
glucocorticoides en estos animales. Teniendo en cuenta la regulacion significativamente descendente de 113-HSD1 en
el hipocampo de los sobreexpresantes de CRH, puede considerarse que estos ratones tienen una realimentacion de
glucocorticoides alterada.

Se encontr6 que Fbp5 estaba regulada en sentido ascendente en todas las areas del cerebro testadas, aunque sélo
significativamente en un pequefio numero de ellas, exhibiendo todas las demas una tendencia similar (Figura 4). Es
interesante la observacion de que el cambio de la inmunofilina Fkbp5 por Fkbp4 es un primer paso importante para la
activacion del receptor de glucocorticoides (GR). En el mono ardilla y los géneros de primates del Nuevo Mundo en
general, Fkbp5 se ha identificado como un inhibidor potente de la fijaciébn de receptores de glucocorticoides. La
observacion por los autores de la invencion de la induccién de Fkbp5 podria explicarse como una atenuacién del GR en
los altos niveles persistentes de respuesta de glucocorticoide circulante. Otra indicacion de sefializacion alterada de
glucocorticoides es la regulacién ascendente de suero/glucocorticoide-quinasa (Sgk) en el cerebelo, el nucleus
accumbens y el area temporal (Figura 4). Sgk es una serina/treonina-proteina-quinasa cuya transcripcion es inducida
por glucocorticoide y suero y esta regulada por cambios en el volumen de células anisoténicas e isotonicas. En el
cerebro de la rata, se ha demostrado que los niveles de mMRNA de Sgk estaban incrementados por deshidratacién en el
I6bulo temporal, incluyendo el hipocampo. En el mismo estudio se demostré6 que Sgk aumentaba notablemente la
actividad del canal neuronal K*, Kv1.3, lo que sugeria que Sgk podria participar en la regulacién de la excitabilidad
neuronal. Es interesante un informe reciente acerca de la facilitacion por Sgk de la consolidacion de la memoria de
aprendizaje espacial en las ratas. Se demostré que Sgk se expresa diferentemente en los animales que aprenden
rapidamente frente a los que aprenden lentamente, demostrandose ademas que la transfeccién de Sgk en la region CA1
del hipocampo conduce a una eficiencia incrementada en el laberinto de agua (10). A este respecto, es notable que si
bien este estudio demuestra que los sobreexpresantes de CRH exhiben niveles altos de mRNA de Sgk, se ha
consignado que estos animales exhiben un déficit profundo de aprendizaje (11).

El receptor 2 de neurotensina (Ntsr2) se encontro regulado descendentemente en varios tejidos cerebrales que incluian
el hipocampo y el nucleus accumbens excepto la pituitaria (véase la Figura 5). La neurotensina (NT) es un
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tridecapéptido que se encuentra en concentracion alta en numerosas areas del CNS, donde la misma juega un papel
como neurotransmisor y neuromodulador. Cuando se administra NT por inyeccién intracerebroventricular, se observan
una diversidad de efectos en el CNS, que incluyen hipolocomocioén, hipotermia, analgesia, y consumo reducido de
alimento. Se han identificado 3 receptores para NT (Ntsrl, 2 y 3). Estudios de ratones deficientes en Ntsrl demostraron
gue este receptor es responsable de los efectos de NT sobre la temperatura corporal, el comportamiento de
alimentacion y la hipolocomocién. Por otra parte, Ntsr2 parece explicar los efectos analgésicos de NT como se
demuestra por aplicacion de una estrategia antisentido en el cerebro de los ratones. La observacion de la regulacién
descendente de Ntsr2 impulsé a los autores de esta invencion a investigar los niveles de expresién de otros miembros
de la familia de receptores NT por RTq. Ntsr3 no exhibia cambio alguno en la expresion en todas las areas testadas. En
contraste, Ntsrl estaba significativamente regulado en sentido descendente en los sobreexpresantes de CHR,
acusandose el efecto mas pronunciado en el hipocampo (Figura 5). El nivel de regulacién descendente era mayor para
Ntsrl que para Ntsr2. Era notable la regulacion ascendente tanto de Ntsrl como Ntsr2 en los animales tratados con
vehiculo (tanto TG como WT) comparados con los animales sin tratar. Este aumento en el nivel de expresion se anulaba
en los animales tratados con R121919, lo que sugeria que el estrés repetido inducia la expresién de Nstrl (y en menor
proporcién Nstr2) y que esta induccién podria ser invertida por un antagonista de CRH-R1 (incluso 16 horas después del
ultimo tratamiento). Los datos de los autores de la invencién demuestran por primera vez un enlace entre los sistemas
CRH y NT en los animales que sobreexpresan CRH, y sugieren un papel para estos receptores NT en el estrés repetido.

Con objeto de evaluar los cambios en el mMRNA de Ntsl y Nts2 al nivel de expresmn de las proteinas, se evalud la
expresion de los receptores (Nts1-3) por autorradiografia de la fijacion de [**I]NT en secciones cerebrales. Los datos
generados demostraron una regulacion descendente global no selectiva (Nts1-3) determinada genéticamente de la
capacidad de fijacion de [**°IINT en el stratum radiatum que bordea la regién CA1-CA2 del hipocampo (-21,8 + 3,0%, p <
0,05) y la corteza cingulada anterior (-22,2 + 2,7%, p < 0,05%) en los animales CRF-OE frente a los animales WT (Fig.
6). No se observo cambio alguno en el bulbo olfativo, el nucleus accumbens y el septo.

La capacidad de fijacion de [***INT de los animales tratados con vehiculo (tanto en los animales WT como en los CRF-

OE, no estaba alterada comparada con los animales sin tratar. Sin embargo, la administracion subcronica del
anta%onlsta R121919 de CRF;, daba como resultado una tendencia ascendente (p = 0,057) de la capacidad de fijacion
de [ I]NT para el stratum radiatum que bordeaba la regién CA1-CA2 comparada con los animales tratados con
vehlculo tanto en los animales WT como en los animales CRF-OE. Ademas, el nivel de fijacion de [**’IINT en los
animales CRF-OE tratados con R121919 era igual al nivel medido en los animales WT sin tratar (Fig. 6).

Para discriminar entre los diferentes receptores, se llevaron a cabo experimentos de fijacién de [125I]NT en presencia de

una concentracion saturante de Levocabastina, un antagonista especifico de Nts2. Basandose en los resultados de los
experimentos de fijacion anterlores se concentrd la atencién en las secciones de hipocampo del cerebro (Fig. 7). La
capacidad de fijacion de [ I]NT estaba regulada en sentido descendente en los animales CRF-OE comparados con los
animales WT, en el stratum radiatum (-63,8 + 6,5%, p < 0,001%), la corteza granular retroesplénica (-49,4 + 7,5%, p <
0,001%) y la corteza temporal (-34,8 + 3,5%, p < 0,001%).

Aunque en el hipocampo de los animales WT y CRF-OE tratados con vehiculo, los niveles de mRNA de Ntsl estaban
regulados en sentido ascendente (Fig. 5), no se observé ninguna de dichas alteraciones en Ios animales tratados con
vehiculo al nivel de fijacién de [**’I]NT (Fig. 6 & 7). Globalmente, la capacidad de fijacion de [***I|NT para Nts1-3 estaba
regulada en sentido descendente en el stratum radiatum del hipocampo y la corteza cingulada anterior en CRF-OE
cuando se comparaban contra los animales WT (Fig. 6). Ademas, cuando se bloguearon los receptores Nts2 con el
antagonista especifico de Nts2 Levocabastina, la regulacion descendente de la capacidad de fijacion de [ I]NT era aun
mas pronunciada en el stratum radiatum del hipocampo, la corteza granular retroesplénica y la corteza temporal en los
animales CRF-OE frente a sus hermanos de camada WT (Fig. 7). Aunque Nts3 se expresa también en Ias regiones
mencionadas, la afinidad para NT de Nts3 es mucho menor que la de Ntsl, lo que sugiere que [*IINT se fija
primariamente a Nts1. Adicionalmente, dado que no se observd alteracion alguna en el mRNA de Nts3 en la Rtq, los
autores de la invencidn atribuyen esta regulacion descendente enteramente a la Nts1.

Sorprendentemente, la expresion de mRNA de Nts1 (menos pronunciada para Nts2) estaba regulada ascendentemente
en los animales CRF-OE y WT tratados con vehiculo. Este aumento de mRNA podria ser inducido por estrés por
inyeccion repetida y estaba contrarrestado por administracion subcrénica del antagonista R121919 de CRF;. Sin
embargo, esto no se traduce al nivel de los receptores. [125I]NT exhibia fijacion igual a Nts1 en el hipocampo de los
ratones WT y CRF-OE sin tratar y tratados con vehiculo (Fig. 6, 7). Sin embargo, al nivel de fijacién total de NT,
R121919 contrarrestaba la regulacion descendente de la fijacion de [l 5I]NT En los animales CRF-OE, R121919
aumentaba el nivel de fijacion de [125I]NT en el stratum radiatum en una magnitud que igualaba la de los animales sin
tratar (Fig. 6). Esto podria implicar los receptores CRF; en la regulacion de la expresion de los receptores NT.

Informes previos demuestran que los glucocorticoides aumentan la expresion de mRNA de NT (+ 92%) y la liberacién de
NT (+ 100%) en cultivos primarios de neuronas hipotaldmicas y nucleos hipotalamicos periventriculares (PVN) (Nicot et
al., 1995; Scarceriaux et al., 1995; Souaze et al., (1997). Es interesante que estresantes distintos como el bafio forzado
en agua fria, estrés por inmovilizacion y estrés por golpes en el rabo suscitan también aumentos en el MRNA de NT en
los PVN y el nacleo amigdaloide central de las ratas. A su vez, NT puede conducir a activacion del eje HPA como se
demuestra por administracion intracerebroventricular. Esta activacion puede ser bloqueada tanto por CRF alfa-
helicoidal, un antagonista de CRF inespecifico y por SR-48450, un antagonista de Nstl-2 (Azzi et al., 1998; Lepee-
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Lorgeoux et al., 2000; Nicot et al., 1994; Rowe et al., 1995). Los niveles altos de NT regulan también en sentido
descendente Nts1 y Nts2 (Hermans y Maloteaux, 1998). Podria argumentarse que la regulaciéon descendente observada
de los niveles de Nts1-2 en los animales CRF-OE estéa relacionada con sus niveles incrementados de glucocorticoides.
Las observaciones de que el hipercortisolismo o la administracion de dexametasona da como resultado una regulacion
descendente selectiva de mMRNA de Ntsl (40-70%) en los PVN (Nicot et al., 1995) y que la dexametasona reduce la
fijacion de [125I]NT en los cultivos primarios de neuronas hipotalamicas (Scarceriaux et al., 1996), respaldan esta idea.
Asi, la regulaciéon descendente de Nts1l-2 podria evitar por tanto una liberacion ulterior de CRF inducida por NT.
Considerados en su conjunto, estos datos demuestran un enlace claro entre el eje HPA y el sistema NT en las areas
limbicas del cerebro. El sistema NT podria tener por tanto un papel regulador en el estrés y la ansiedad repetidos
ademas de los papeles propuestos previamente en la esquizofrenia y la supresion del dolor.

Otros caminos afectados incluyen sefializacion/deteccion de calcio intracelular (afin a la hipocalcina 1, calcicling, ...),
mielinacién (mielina, glicoproteina asociada a mielina, ...), proliferacion de células y neurogénesis (Edg2, Id2, GAB1, ...)
y la formacion de matriz extracelular (decorina, brevican, ...).

La simil-hipocalcina 1 (Hpcall) pertenece a la familia de sensores neuronales de calcio de proteinas de fijacién de ca*
que juegan un papel en diversos procesos, con inclusién de la modulacién de la liberacion de neurotransmisores, el
control del metabolismo de nucledtidos ciclicos, la biosintesis de fosfoinositidos y la regulacion indirecta de los canales
i6nicos. Se ha demostrado que la hipocalcina podria potenciar la proteccion contra la apoptosis ejercida por las
proteinas neuronales inhibidoras de la apoptosis (IAPS).

Los cambios de expresion observados en los genes que codifican las proteinas implicadas en la mielinacion, la
proliferacién celular y la formacién de la matriz extracelular sugieren un cambio en la dinamica de la heurogénesis en los
sobreexpresantes de CRH. En respaldo de esto pueden citarse los cambios en la expresion observados principalmente
en el nucleus accumbens, que implican el receptor 2 acoplado a la proteina G del acido lisofosfatidico de diferenciacion
endotelial (Edg2), la proteina 1 asociada con la proteina 2 fijada a receptores de factores de crecimiento (Gabl), el
inhibidor 2 de la fijacion de DNA (Id2) y el receptor 2 del factor de crecimiento de los fibroblastos (Fgfr2).

Dado que la pituitaria es el érgano diana primario para CRH, se espera que los niveles elevados prolongados de CRH
tal como estan presentes en los expresantes de CRH induzcan cambios importantes en los perfiles de expresion en la
pituitaria de los animales transgénicos. El estado activado de la pituitaria se ilustra por niveles de expresion altos de
varias calicreinas, que juegan un papel como enzimas coordinadoras de proproteinas en el procesamiento de diversas
hormonas secretadas por la pituitaria. Son notables los niveles elevados de preproencefalina A (10 veces mayores en
TG frente a WT) y en menor proporcién de prodinorfina (dos veces mayores en TG frente a WT). Este descubrimiento
de niveles elevados de opioides enddgenos en los sobreexpresantes de CRH esta en linea con la nocion de que estos
opioides representan un sistema modulador importante en la adaptacién de un organismo al estrés croénico,
compensando la respuesta que el estresante impone sobre el cerebro con los efectos potencialmente perjudiciales que
puede producir una respuesta sostenida de estrés. Otros descubrimientos interesantes en la pituitaria incluyen la
elevacion de los niveles de mRNA de Bdnf, uno de los factores neurotréficos predominantes en el cerebro, y del
transportador de aminoacidos inhibidores vesiculares (Viita). Este aumento de Bdnf esta en contraste con informes de
niveles descendentes de estrés agudo y cronico de Bdnf en el hipocampo (11).

En conclusion, el perfil de expresion génica de diversas areas del cerebro de ratones que sobreexpresaban CRH
esclarecia mecanismos homeostéaticos no reconocidos previamente, presentes en estos animales.

La identificacion de los genes alterados en ratones sobreexpresantes de CRH comparados con sus hermanos de
camada de tipo salvaje permite una caracterizacion molecular ulterior de este modelo animal de activacion crénica
pituitaria-adrenal. En esta memoria se proporcionan las herramientas para evaluar al nivel de expresion génica las
consecuencias de una exposicion prolongada a CRH, que podria conducir finalmente al uso de nuevos marcadores en
el estrés, la ansiedad o la depresion tanto en animales como en humanos. Adicionalmente, los autores de la invencion
demuestran que la administracion de un antagonista de CRH-R1 no conduce a una 'normalizacion' general de los
niveles de expresion en los animales transgénicos, aunque al nivel de la pituitaria se mide algun efecto del compuesto.
Adicionalmente, el estrés repetido infligido por el tratamiento parece provocar una respuesta en la expresién génica de
genes especificos tales como el receptor de neurotensina 1. Este efecto puede ser invertido por antagonistas
especificos de CRH-R1, lo que sugiere una relacién estrecha entre la neurotensina y CRH.
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LISTADO DE SECUENCIAS
SEQ ID NO.1

tettttctttttittttaccaaaaatatcattttattctttaatggaaaaaggeattaatattcaaacaaaggaatcacattttaataaccctatagataagaaacagge
tccaggaacattcaagcagcagtcatgagggaaaaatgtttcaatagcccagttttcttca

SEQ ID NO.2

tteeettttttetttttccaacttaacgttitttttaatitagaatataatttttaacacaaaagceagttcattitaticagcaaaataaatttaacaagttcatttaaataagg
taaattctagactctgtaactttittittccitagctacttgettttctgecectiggaatceatagetgetatactaggttgetttccaaggtaacacagetgtaagg
gaaggaactgttcattcattcatatatatatatatatatatatatatatatatatatatataatttgaatgactcaaatacacccacgttctcattcaaccaccagtgt
gtitagtgaagcagaaggagggagcacaggga

SEQ ID NO. 3

teteteeeettttttttggacatgaagtgtgtitattaggaagaacaciccaageactcacaaatggetttcacaaacacttagectaggctggaacacaaaagga
tatcacaacagagtccattgggttttacttgcttacatcaccaaagaatgticatggcagttaattttcaggctgtaaaaactacatctatggecaccaacatgg

SEQ ID NO.4

atatttaactcaaggcagaggaaagattatcccagctaataattccattcagetgatgaaatacttgattattagagageagtcccaataagcagcetttaagtt
ticcgtattcattitaaacatcagtgeattaccttcaatatggtaaagatgttittttcagttgaatggticatattttggtecagtgtttgatgticacaaaaaaatgt
tacaataataaactaacata

SEQ ID NO.5

gaaggcaaagatcatttgcatgttttatttaaaagtaaacagctgttaagatagaaggpcagatgttitctttattgtaaagacagcagttacaaaagagttac
aagttacaagtcaaataaatatgacattaagaattttiggttitggttitgttaaaaaatacaacacccecctceccaggtatttgtgagaagtcccaagaaact
caagatacaaaaatctgtctcatgggcgagaatacatttctttcagttctctggaactgnttgtcagacacgggaatttggtcatgatticaaaaga

SEQ ID NO.6

tttetttttetititttggnttttatcacatttattgttacatttatttaatttittitgcagtaatagatgaggcacaaacacctectgettctccatcactgcaacagaaa

ggacaatagtcaagggtaacagtgaaattaaaaaaaaaaaaaaaaatacaaacgectaaggictgggagaaacctgactacaatctacgtggagaaact
tgtaaatgactccagectggtcticcgattgecaccacticacagaccacagaggaggggtgtcecagecagaaaggacacagecaggetcagetcgeca

gggtostegopcctctgeccatccacetgegtictgetcagetagetcaagttcacatettgetactcacatgetgecttetggtittcaaagtgactggtacaa
acggtcagtctcetegtgeeg

SEQ ID NO.7

gtggcaacacaggaaactcacagaccttggtttattagattattttaatatgccagaccaatagaaaggaaggacggagcacacaggaacacctgtgtitg
caggacagagggcagatgiccacagecttgggeatgeatgtatctectgtgtaattaggcaaatgaatacttaaataccacacaaccgecagacttgggg
gtggggagaatcacaggccacaggggaccatgetitaaaggcagtcagaggctttaaatacaggggctgaaccttctcactttatacaaaacttatatatta
aaagtaaggataccac ggta(atacatgcaagcagctttggttggagaaaaatgaccaagggaggtggagcctgaataggaagggcntgccatataat
gtctatcticttcatccicacaaagtcacctgggattatagaataaatcagetggtctcagtaagatattgaaaagteengtctggtgtectaagtgettaaan
geencegtnggeagggaagggncctittncgagatactgaaacctngaaggaacagetggactngattgtgggteact

SEQ ID NO.8

tttatttgatcattttaatatgccaggtcaatggaaaggaaggacagagcacacaggaacacctgtatttgcaggacggaggecagatgtccacagecttg
ggcatgeatgtatctcetgtgtaattaggcaaataaatacttaaataccacageacagecagacttggggatgggggogaatcacaggecacaggggac
catgctttaag
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SEQ ID NO.9

ttaaataagaagtcaagatctgtgggactgtgataggcagectatittagtigaatggggetigetetggtgacccaatagagaaatctacaagggatgaaa
aggtgagccataticccagaatcaggagectgtecataattetgttactatcagtegtgeagacaatgtcccaagcttctggeattetggttagactccacee
ccacagccacctgactatagetcactataagaggggctgcttggeccetectegetetttageccteaggtttettactctetagectectecteetetetetet
cteteteteeettcecceatctetecacatggecatggetggttictetctettictaccttetttectitctecetgectttctacaataaagetctaaaaccataaa
ctgtctctgatcatgaaggectgecatgettigaactgecatgcttaggetitctcctaaggageegagtctaacctcccaccagaaggecatectgtgetee
agccacagacctgaccaaggactctcgeccgagtgggaaccatecagtgeccteteecccagecectcteetectttcateeetggggecaagtgecace
ccgggeccctattetgtictetgticetttgetgtatccageetgggatgteggaggecgagaatetggtacctggggetgececttgtetaccaceegetgt

gtgggattagtgocticctacagcagacacccacegggggcegtgtggaaage gtgaacagtcetectccgaccaccegeccagageactggatetet

ggogggacacgggticteteceacteecctetitcceccacatccacageectgeaaagatcaggetttgcagacaccactgttgetttitgecgettgetg
aagcaatgatcaaccccaccgegticttcettgggccacgicteetitgagetgtitgcagacaaagticcaaagacagcagaaaaciticatgctctgage
actgaagagaaaggatitggetataagggticctectticacagaattgtcccaggaticatgtgccagggtggtgacticacacgeegtaatggeactgat
ggcaggtccatctacggagagaaatctgaggatgacaatttcatcctgaageatacaggtectggeatettgtecatggeaaatgctggaccaaacacaa
atgggtcccagttttitatctgeactgecaagactgaatggetcgatggeaageatttggtetttggaaaggtgaaagaaggceaatgaacattgtcgaagec
atggagcgtittgggtccaagaatggcaagaccagcaagaagatcaccatttgtgactgtggacaagtctaatttettttgactttcgggcattttacccatca
aaccattcttictgtagctcataagaacacccctaccccatctgetctcaatgtectgtaatetetgetetcactgaagttctttgggticcatattttccteattec.
ccticaagtctagetggattgcaaagttaagettatgattatgaataaaaactaaataagaaaaaaaagtcaagatcagatttagaatttaaaacaactataca
gaggtaccattaactaaattcaatttafatgttcttaagatgtatacaaaataaagtttgatatattc gtgaaattittgttitaaccaagaaaagaaaaaaaaaat
aaaaaggattttttigcaaaaacacatatccaccaagtagettatctaaaatatacaaagaatatgtatatagcacagcagaaagggaaaaaaaaacccca

actttaaagtaggaaaatatttacatagtcactgcatgaacggtattcaaaacccagaaaatcacattaaaaaaatgttcagtgtecttagtagtgaggggaa .
tgcaaatttgtotttgaaaggttgetggtitccaagagatectttgagaacagtgtggtagetgetgetaaagaatcaggeaaagecagaagttgetcacatt -
taggaggettgtgtgctgggpatigggaggatgactgctaaatactggggaageaaaatgagetaagtctttacageaactgteattigtgagagtaaace |

attagaaacggacggcaggtttgtggtagattccacaaggtggte gaactagtcgeatatgtagttcagacttgaaggeacacacgtatggggacagttct
ggtgittacgataaacaggtatgetgecatccagetagcacageactaggetaaagegtactgageecttgicticegtgggagetgeagagtgggatac
atgegttgtgagetgaggetcaagetgegetggeagaagageagggettgectigtcagactccagggtetcttetetetgagectgggaaagtgecact

ftattggatctataaagceggggggggpgggeoopopaggaatctcaaggtgaagaggaagticacagaccectetaacgectetattagaacctteca R
getattctetcatacttgtacactgagetggeacacagtataggeaagttctattcgeatcacceetctagttectgtetecetggttatgeaagectcatattia K
ggtagatgtgaccttaggaaaccaaaatatcctitaagatctiactaactggtigeetgticagettticcacattgatectgtageeceetegaggaggtgaa
ggaaaaaaatctcctcttgttictctaactcattaatgaattitaagggeactetgtaaggticctticccattctggtetggticgtacattctgagaaacacact «

gtgtttgtgttgagagtiggcteectagetacactgtetgteacattgatgetetgagtagggacagggttcatctaggaaatatattitcactcacactctgtat
ctttcctagtttggeatatictagtetgeatitggetetetgtttaaatataaaagaaaactaaaacacaccettcagacgectatgtctgaaaaatetggeattt
cegtgggtttttctitaaggaggccttcatttgtaaccaacaccatgetctecttaaggaaatcaatctcaatgecctattateetteccttttctticeteecagttt
gaggctgeagttgecttttittticttatccectgetgaacctgaaaaaccetctctittctacagtittetgticccaggeccegetgacttectttagageatgg

2288888 eeeatcaggattgtgatgtgtgaactgggapgatcitgacctactccgetaacccagtggectgageaaatcacaaggaggattggage
catctgeccageccceteccecacggeageetgetggaaagagacaagitagtcattcaaatgattggettittgecegetictictctaaataagaaggeag
cagcttctgeigaggtgcaaagggtitttgtgaattacggtegtogstaagaccegagitcetccagttcetgectattttcagetgactaggcggttaagga
tggtagatgcutctgegcaacctggaagetgacagacagtcagaattitgatgagtacatgaaagetctgggtaggtaaaaataagacgtactgttttettct
taactctgtattttgatccitagaaaccceegattttacttaccaggtttctgaaagacaggetgageacattgtgteaattatactaagactgtgcatageeca

ctcaaataattcttactgtggtattttcctgecticttgcgaagaatcaaataaagggaccatttgatatcotgtggataatgtgaagetictgtaactittggaga -

agggagtgagaaggtccttatttgtgcttacctigtccatggetagtggagtaaccattaatcaggtitggacgaaatctacactttagaatccaattetggatt
cttagagtgacaagcagattictgaactatittggaagttgctgttaactgegetggeteectttgetgtttcaggegtgggctttgecactaggeaagtggga
aacgtgaccaaaccaactgtgattatcagtcaggaaggtggcaaagtggigatccggacacaatgcacattcaagaacacagagatcaatttccagetg
ggagaagagtitgaagaaaccagcatagatgacagaaactgtaaggtaagaggcagctitatccggtgaggatgggacagaggattcecaatctctcca
cagacatggagaaggpgaacaagctttcagaatcecccticaggaagaaggagecagagetaacattctagggtttactggttgtatcccagacactga
gtaatttccagagccaaacttgeaggetatitatectitticacatittatagcaacttttacccagagagtattgaaccatgtttatttgaaagaaagaccacac
cttgitcettetctctgatcatetcagetigaccaattagicegtcgcacagceaaagetttgcttaagcaagaagagtgactagtictgtattttatitctgatcta
tgctggtttitigeaactggetgtatacatggeagetgaatcataaatggecacatttiagaaaacagagattcitgaaagtaacagaggatgaagtectget
ggaataattatgagtgatgtactcagttatggeectetetgataatgetgtegtttgacttctgtgaaaagtggacttctgectgttaacceectttgattggttgt
tgetctcagtetgtgpttcggttggatggagacaageteattcatgtgcagaagtggpatggcaaagaaacaaattgtaccagagaaattaaggatggea
agatggtcgtggtaagtcctaaggagtctgecttttctgtccetgetteecttctaageatcattctittgeacteeectetggactettetteettageecceact
titgctctceeccaaceecttattitcatetcagtitctectgecgttcaaagicecttaatatgtaaaacaggaggaaggaaaaactcagaactagaagaage
cteaggttggeacctgtagagtittaaaattatacatcaatttaccccaaaagtgtgtgtcaagaaccgtggtcatgggattgetgtgaatgtecagecttcaa
ctggaacttaaatgtaagctactcattaggaaaatatttgaagataactcataggaaaacataaagtaac gaaatatcagagtagttacctattagagactgt
aattaaggcatttmaacattttaaattttagtttataagagctcagtgcaaataattttaacaaaaggtgaagctttaatttttactagatctgtttgatgttactccc
ttacagttgtittcatatttaatgaatcagctaagtiticaagatatgtccagtgacagctaggcatataaatatcctaagatagaaaataattttataaataattic
cctcatgatagaagttaggccttgatctagacctgtagagacaattttaaaaatagaaatatttagatgatagtgatatgggtaagtttgattattactcttgagg
atgtctggggttcccttacaaacteetgetaagatttictagetgecttictagtgectitctggetgctggtacagaatagattgeteactictttactatcacagt
cagaactattctgtacttaaatacacttcttctcacatgtagaatgttggagageagggageagagatitticitgaataatcaacaaagaaaagagttcatttc
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taacaattatcctaaagttatctttttatgagtagccttgattcctttcttgtttatacaaagctagagcaagctcatctttagaaatcctgactgtggtcaggcaa
gactgagttctgcaagaactcagattacagaaaggeatactgaatictgagggtttaccaatgettggaacgtcitgggtataaaccttaatactttttttttgta
gtaattcttcactitcagagtaagagcatcaaaattcagtgeccetgecacctaageatctagattatgticacatgagetaaacatgacagtcaaagtagag
agaacaccgtactggcatgtcettgetgagettaaaataagtcactectgataccatgagetcaaaggettgtatttictaaagaaacccatcaggattgtgg
atagaaaactgttatgaaaatctatgaaaaatcgaaatcectttcaaageagacaattgaggccacagtgacatgatgcegtttttcttggatceaatttettctg
gttcccttageaattttacaggaaaggaatttittaaaccatagtttccaaticagtitctacttecttttcatcttcataaatitgaataagatgageatgettttcac
ttattaaacatgagcatctititgtitg gtiaggaaacaatgaatatatgcaacatttaatgcttgectatgtecteatictitggtctaatatttaagtcatataaatg
acaatgtttaaaatttcagcagtgaatggtcttaggtaaaacgattcaattatctttggactatttcagactcttacctttggggatatcgttgctgttcgctgttat
gaaaaggcatagaagagatgacaggacttitgacaacttggtitcctggagteccagagttagecagetaatgaageactggteactaattataagtitgtet
tcggtgtegagatagaaaattataattctaagatgtgttactccaagceaattcatgggattttgatatgcaaatttactgttttceattttitttaaataattttacaat
actttttatagaaatgggaatatacttatgactttcttiggaatgcaaaccaaattgaaataaaaaatacacacacatatgatagcetggtigtcatttttaataccg
tcaatctatcttgaattttccatacagtagectticttatagcataaagtaaggctggaaaaaagtcttgtatcttgtataagatactcattcataagatagettgat
gacccagaaaaatatggagatgccacatatttgagactatgatgaagaacctggaattagtaagttcatctggtcaggacctaaggaagttogitatagtaa
gactacaaaaatgatcttttgctattaaaaacagtataaaggaaaaaaaaacaggcticaacatgtgaccacaggtaaatataatcaagtgecatggaatca
cagtgccatttatcaaagttttatagcaaagacaatitgaaaaaagaagtcaattttatcctccactcttagcacgagtctccaaacactgeactacactgaac
tttacaaagtcaagaatggtacaatgaagcectatacagagaatccatgaaaatgttccaattccactittttcagggggtaggaagaacaggtaattagaac
agagct

SEQ ID NO.10

MVDAFCATWKLTDSQNFDEYMKALGVGFATRQVGNVTKPTVHSQEGGKVV]RTQCTFKNTEI
NFQLGEEFEETSIDDRNCKSVVRLDGDKLIHVQKWDGKETNCTREIKDGKMVVTLTFGDIVAVR
CYKA

SEQ ID NO.11

agcacagtgctgeccteegtaggetcegggtigtoctgggtgaggctiggatigesttggcccggeggctgegtgaactgeggagetggacctageag
gcttacagttcctcctageatgaccgagatctgatcagccaacecgegeattgetttttgtgectggeactgeagtgeagggggcectetteatcgeeccaaa
ctacagcactgicatggcagctgectctactticcagecctgtaatttcacagececagticacagecatgaacgaacaacagtgettctacaatgagtctat
cgccttctittataaccggagtgggaaatatctagccacagaatggaacacagtgageaagetggtgatgggactgggeatcactgtitgegtgttcateat
gttggccaatcteetggtcatggtgcaatetacgtcaaccgecgettecatttecctatttattacttgatggecaacctggetgetgeagacttcticgetgg
attggcctacttctacctgatgttcaatacaggacctaataccecggagactgactgttaacacgtggetectceggeagggcctcattgacaccagectga
cagctictgtggecaacctgetggetattgetatcgagaggceacatcacggttitccgeatgeagetcecatacacgaatgageaaccggegegtggtest
ggtgattgtagtcatctggactatggecattgtgatgggtgctatgeccactgtgggetggaactgeatetgtgatatcgatcactgttccaacatggeacee
ctctacagtgactcetacttagtettctgggecatittcaacctggtgaccttigtggteatggtggttctctacgetcacatctttggetatgttcgecagagga
ctatgaggatgictcggeatagttctggacccaggaggaatcgggacaccatgatgagectictgaagactgtggteattgtgctiggtgcctttattgtetg
ctggactccgggattggtettgttattgctggatgtgtectgcecgeagtgegatgtectggectatgagaagttcticctectectggecgagttcaactetg
ctatgaaccccatcatctactcctaccgegacaaagagatgagegecaccticaggeagatectgtgttgccagegcaacgagaacectaatggeecca
cggaaggcictgaccgctctgectectcectcaaccacaccattetggctggagttcacagcaacgaccactctgtggtttagaaggaageageeggect,
ctgtggatctgtgaaccceaccetaceccecattgecagggeaaggtggggagecagaggagatgageacactectgtacttaacactaaccaatgge
agtatttgiccctagacccaagagacttgaggatgaatttatttggcaggecccatcttetectitggaaaacagaaggggacegtettgtggtggaattgag
aaatggactctggggtgaccgtgtageaticactaactagacttaaaagattttatgtggtitgacttaagccaggaaaaaaaaatctgetgaattgagtata
caatcgagtatacacaggcticcectttaaagaacaaacaatacattgcatttattaatgagtatgtttatgectgacageatgtttgtgatcgaaaagactget
aaactgacatagatgagttgttttetetteittgtittitgttitittttacatgatggaggaaaagtataaattagaatgattittgtgtitgtttagaaagcaageatgty
gtgtgtgtaticagtatgectitctttaaagataaaaggecactattttaaatctictagggaatagaagaatctagtaaaaaccagtaticatttaggetacagg
aaaaaccatatcctaatcaattaccttttaattaaagtaatgaaatatacatgaaaggcaaagtaatgtgagcttgtcacccaaagagtgtgtgctctccaaac
getggaggagatgaagetgtagegttgtcectgeatagtgaagatacceacgtgegtictcagtgecagacceetcagtgggacttgttttaaagectgtggt
tttccaagtiagaaaataatacctacttactatagaaaacttgaaaattgcagaactgtgtgaaaaaagaanaaagaaagaaagattgetgatatacgacct
ggaagtagccatctttccctgetcacceacgtatgectatagacatatattatataccttttttittttttacataatcgggttgatattgtaaaatgttttgtaacttttt
cittcagaattgccaggtttttctatggeatitittitcaaaaacgttagcggetatataatattceatttaatggatgeageteagtttatttagtaccattectgtatt
gttgactatgetttiggcttttttticataatattggaagaatcttgtgtatataaaactttgccagtatcattgatgatttacttgggctecattcceatgaaggacet
acttttaaaatgtgaaatgtcctcatgtgtigtcactttataaaaagggatattctaccctcaaactgcaggggtgaccatgetgacaaaaagcetcagaaatta
cctttitacaaaagaaacacagtggctactttagttgcgaatggattcttgacaagatgtitcccaataacccagacccttaacataactagcaaatttacttta
gtaggaactggtgatccctttctggacacaagaaaacacaaagacatcaageatcagagtgaatccageaatgeagtaccaageagectgggtggget
gtgctagcaactggetgetgtgtgptetccageaatcacccaatggacaceetgtgttcagagatgeccagtacagtgtectggagactaaggtctctaat
gtcatgctatgaggaacaaggaggaagaagaatagtcctgaageaggtptggagaggtcaggaggacgtctgagagaaggeagtectgecaagagt
ggcattctaggga geaggaaggcageatgtgpctigtgtctggacagtcagtggtaggeatgtgacatitgectggtggaaaaaaaataagtaggegga

gatccagttagcaggacaaagattttgctcgaggattcccccaatccaagaaatttaaactggaaatgagtgaaccgaacttggacttttattgattcecctit
tatgggegaggtaagpgactatitgaatigaaaagcatactaattgaaccttaataaatcattctcaatcagtgtttggegatgtgtggttctggtet gtgetttttt
tctattttcgagaagcectctggetgtoctgtgatggcttctetetctgaccttctitaacagtetgaggeageccaacaactgttectttagetcagatactggtt
ccteatccatgagattcatgagagacgtgttacctcaatggaatgagtactagagcaaggtatitagagagattttttttattatttatttatttattttgaataaaat
gtatgtataaataagataaaataaa
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SEQ ID NO.12

MAAASTSSPVISQPQFTAMNEQQCFYNESIAFFYNRSGKYLATEWNTVSKLVMGLGITVCVFIM
LANLLVMVAIY VNRRFHFPIY YLMANLAAADFFAGLAYFYLMENTGPNTRRLTVNTWLLRQGLI
DTSLTASVANLLATAIERHITVFRMQLHTRMSNRRVVVVIVVIWTMAIVMGAMPTVGWNCICDI
DHCSNMAPLYSDSYLVFWAIFNLVTFVVMVVLY AHIFGY VRQRTMRMSRHSSGPRRNRDTMM
SLLKTVVIVLGAFIVCWTPGLVLLLLDVCCPQCDVLAYEKFFLLLAEFNSAMNPIIY SYRDKEMS
ATFRQILCCQRNENPNGPTEGSDRSASSLNHTILAGVHSNDHSVV

SEQ ID NO. 13

cccagagataagetgacgetgggcaaacccetggggeaaggttgcticggacaagtagtcatggctgaageagtgggaatcgataaagacaaaceca
aggaggcggtcaccgtggcagtgaagatgitgaaagatgatgccacagagaaggacctgtctgatctggtatcagagatggagatgatgaagatgattg
ggaaacataagaacattatcaacctcctgggggcctgeacgeaggatggaccictctacgtcatagttgaatatgcatcgaaaggeaacctcegggaata
cctecgageccggaggecacctggeatggagtactectatgacattaaccgtgtccccgaggageagatgaccttcaaggacttggtgtectgeaccta
ccagetggctagaggcatggagtacttggeticccaaaaatgtatccatcgagatttggetgecagaaacgtgttggtaacagaaaacaatgtgatgaag
atagcagactttggcctggccagggatatcaacaacatagactactataaaaagaccacaaatgggcgacticcagtcaagtggatggcetcetgaagee
ctitttgatagagtttacactcatcagagegatgtctggtccttcggggtgttaatgtgggagatctttactttagggggctecaccctacccagggattecegt
ggaggaacttittaagctgetcaaagagggacacaggatggacaageecaccaactgcaccaatgaactgtacatgatgatgagggattgetggeatge.
tgtaccctcacagagacccacaticaagcagttggtcgaagacttggatcgaattctgactctcacaaccaatgaggaatacttggatctcacccagectcet:
cgaacagtattctcctagttaccccgacacaagtagetcttgttcttcaggggacgattetgtgttttctccagaccccatgecttatgaaccetgtetgectea.
gtatccacacataaacggcagtgttaaaacatga )

SEQ ID NO.14

PRDKLTLGKPLGEGCFGQVVMAEAVGIDKDKPKEAVTVAVKMLKDDATEKDLSDLVSEMEM
MKMIGKHKNIINLLGACTQDGPLY VIVEY ASKGNLREYLRARRPPGMEY SYDINRVPEEQMTFK
DLVSCTYQLARGMEYLASQKCIHRDLAARNVLVTENNVMKIADFGLARDINNIDY YKKTTNGR
LPVKWMAPEALFDRVYTHQSDVWSFGVLMWEIFTLGGSPYPGIPVEELFKLLKEGHRMDKPTN
CTNELYMMMRDCWHAVPSQRPTFKQLVEDLDRILTLTTNEEYLDLTQPLEQYSPSYPDTSSSCS
SGDDSVESPDPMPYEPCLPQYPHINGSVKT

SEQ ID NO.15

ctcgagtectcacggegtgcaccatgageggeggcgaagtggtitgetcgggatggetcegeaagtegeecccggagaagaagitgaagegttatgeg
tggaagagaaggtgptttgtottgcgcagtggccgtitgactggagacceggatgtectggagtattacaaaaacgatcatgccaagaagectattcggat
tattgatttaaatttatgtcagcaagttgatgetgggtigacattcaacaaaaaggagtttgaaaacagctatatctttgatatcaacaccatcgaccggattttc
tacttggtggcagatagtgaggaagacatgaacaagtgggteegttgtatctgtgacatctgtggaticaatcccacagaagaagatceetgtgaageeget
gactggctcctcacaageaccegtegattcacctttcgetataagtacagcaccagectccagtcagatggaagcttettcagtcgegetacetectectta

ccaggtcatcagecttccgecacacccagacacceteggectccaggacgatccacaagactacetctigetgatcaactgtcaaagecaagaagectga
acctaacagaaccctctttgactctgccaageccacctttictgagacagactgcaatgacaacgtcecttcccaccagactectgettcctcccagagea

aacacggaatgaatggctttttgcagcaacaaatgatgtatgactgeccaccgteccggetgacatetgtetcgggagagtecagectctataacctgece
agpagctattcccatgacgtgttgccaaaggaatccccatcaagcacggaggecgacggggagetgtacacctttaacaccecatetgggactgeaggt
gtagaaacgcagatgagacatgtatccatcagttacgacattccgecaacacctggeaacacttaccagatcccacggacatticcagaaageacactg

ggacagtcatcaaagctggacaccattcctgatatcceccccaccteggecaccaaagecacatccaagteatgaceggtetectgtggaaacgtgtgga

gtcccacgeacggecteggacactgacageagttactgtatcectectccagtaggeatgacgecctcccggagtaataccatttccacegtggatttgaa
caagttgcggaaagatgcetagtictcaagattgctatgatattccacggacctttccgagegatagatctagticecctggaaggcttccatagecagtataaa
atcaaaagcgtgttgacagegggaggtgtetcggotgaagagcetggatgagaactacgttcccatgaacceceaactcgecacctcgacaacattcegge
agctitaccgagecaatccaggagecaaactatgtgccaatgacceccagggacctitgacttttettectttggaatgeaagtecetectectgetcatatgg

gcttcaggtccageccaaagaccectcccaggaggecagttectgttgetgactgtgaaccacceecggtggataggaatctcaagecagacagaaaa
gtcaagecggeacctttagacataaaaccictgtcagaatgggaagagetgeaageeccagtcagatcteccatcaccaggagettegetegggactee
tctaggtitcccatgtceecteggectgattetgtgeacagtacgacatcgageagegactetcatgacagtgaagagaactatgtccceatgaatccaaat
cigtctggegaagaccegaaltctctttgeccageaacagecttgatgggggaageageccgatgaataaacccaaaggagacaaacaagtcgaatacet
ggatttagacctagatictgggaagtccacgccaccacggaagcaaaagageagtggtictggcageageatggcagacgagagggtepattacgttg
tggtggaccaacagaagactctggecctgaagagtaccagagaagetiggacggatgggaggcagtccacagagtccgagacacccacaaagaatg
tgaagtgaagacatgeegtegecetetgegggaagacgagatctgagtggaaagagagatgecaagtgaagatgttcecactetcagtggagectegag
cagaggggaagagagaaggatcictcacacatgticaagcaaattaggttgtgaatggtectgtatogtattggatttataacgtgtaaataacccgggga
aatagtgttittagttcacagagaagcttictgtccctaattaacacacctgtagtattactatactgatgeacgttttcatttaaaaccttggtitgggtettcecg
atctaccttaacagactttccttgggaggtctittggectcetcacactacictatataacaatactaagtgaactgagetacttgtaattctggaaattccagtt
gaagctacagggctaacaccattaaaacaagaagtaagttgacacattcgcetttictcttgaaggtggtagecattagettaagetgtagaacatagttgge

cg
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SEQ ID NO.16

MSGGEVVCSGWLRKSPPEKKLKRYAWKRRWFVLRSGRLTGDPDVLEY YKNDHAKKPIRIIDLN
LCQQVDAGLTENKKEFENSYIFDINTIDRIFYLVADSEEDMNKW VRCICDICGFNPTEEDPVKPLT
GSSQAPVDSPFAISTAPASSQMEASSVALPPPYQVISLPPHPDTLGLQDDPQDYLLLINCQSKKPEP
NRTLFDSAKPTFSETDCNDNVPSHQTPASSQSKHGMNGFLQQQMMYDCPPSRLTSVSGESSLYN
LPRSYSHDVLPKESPSSTEADGELYTFENTPSGTAGVETQMRHVSISYDIPPTPGNTYQIPRTFPEST
LGQSSKLDTIPDIPPPRPPKPHPSHDRSPVETCGVPRTASDTDSSYCIPPPVGMTPSRSNTISTVDLN
KLRKDASSQDCYDIPRTFPSDRSSSLEGFHSQYKIKSVLTAGGVSGEELDENY VPMNPNSPPRQH
SGSFTEPIQEPNY VPMTPGTFDFSSFGMQVPPPAHMGFRSSPKTPPRRPVPVADCEPPPVDRNLKP
DRKVKPAPLDIKPLSEWEELQAPVRSPITRSFARDSSRFPMSPRPDSVHSTTSSSDSHDSEENY VP
MNPNLSGEDPNLFASNSLDGGSSPMNKPKGDKQVEYLDLDLDSGKSTPPRKQKSSGSGSSMADE
RVDYVVVDQQKTLALKSTREAWTDGRQSTESETPTKNVK

SEQ ID NO.17

gtcgacccacgegtcegggeggeggetgegggtggtggacctgecagacggeegtegeecacaccetegetetetectgggecggeggatecttttgtet
ctccgagcggcgaaggtcgcagagcaggcgcggcggctgc gggacgcaaacgeccgctctetcggtecacctecccagectecggecacecgeagaac
- ttgggctcgagaagecageggaccgegtecagetccagageeggtitagtetecactgecagetgecatgggeaageagaacageaagetgegtect
gaggtgctgcaggacctgegggaacacacggaattcaccgaccatgageticaggagtggtacaagggcticctcaaggactgecceactggecacet
gactgtggacgagttcaagaagatctacgecaacticttccectacggegatgectceaagticgetgaacacgtettcegeaccttcgacaccaacage
gatggcaccatcgacttccgggagttcatcattgetctgagtgtgacctetcggggeaagetggaacagaagetcaagtgggcectttageatgtacgacct
ggacggcaatggctacatcagecgeagtgaaatgetggagatagtgecaggecatctacaagatggtgtectcegtgatgaagatgectgaggacgagt
ccacgccecgagaagcgaacagacaagatcticaggcagatggacacaaacaatgatggcaaactgtecctggaagaattcatcaaaggtgecaagag
cgacccatccattgtceggttgctgeagtgtgatcccageagtgetagecagttctgaggggaatgggcttttggacatttgtgagaaacacaggettgge
ctgccatcttcagetttgettgtaaaagtggatttctecgtgatetetectgeteteccaggacetgggtecaggeageaategeacectectgacetggeca
actgtggcttcctcetecteccagtccaggetggetcettccaatggttcaagtgtictcggetgtegggctectticetgeccacagagggectggeggeect
taaggacaccagacaggacttticagtatcttaccaagaccagctaatttattctatgatcccaggtgacttigtgaggatgaaaaagatggagagtagaca
ggcaagecctteetgtgcatggetccaccteecttgticattttctctgaccaaagecgettgeatgtatatacegtggtatecttacttttaatatatgagttattt
gtatggtgagatggactataatgttcageccctgtatitaatgeetctgactgectttgaageatggteccetgtggectgtgattceccceccacceccaagtct
ggctgtgcetgtggtatttatgeattcatgatttgectgattccacaggagatacatgeatgeecagggctgtggacatetgeccteegtectgtaaatgeagg
tgtttctgtgtgctetgtecticetgtcgattgatatggcatattaaaatgatcaaat

SEQ ID NO.18

MGKQNSKLRPEVLQDLREHTEFTDHELQEWYKGFLKDCPTGHLTVDEFKKIY ANFFPYGDASK
FAEHVFRTFDTNSDGTIDFREFIIALSVTSRGKLEQKLKWAFSMYDLDGNGYISRSEMLEIVQAIY
KMVSSVMKMPEDESTPEKRTDKIFRQMDTNNDGKLSLEEFIKGAKSDPSIVRLLQCDPSSASQF

SEQ ID NO.19

ggatgagacagaaggatagagagoaggapagagagagagagaagagaagcaaccagaaataggcagecaataaaaaggageegeacttatctga

agcctcaaggggcctgagecaggtcectgtttgatggeagttatgaaaaattacctcetecegatectggtgcetetcectggectactactactattctacaa
atgaagagttcagaccagaaatgctccagggaaagaaagtgattgtcactggggccageaaagggattggaagagaaatggeatatcatetgtcaaaa

atgggagcccatgtggtattgactgccaggteggaggaaggtetccagaaggtagtgtetcgetgecttgaactcggageagectctgetcactacattg

ctggcactatggaagacatgacattigcggageaatttattgtcaaggegggaaagetcatgggcggactggacatgettattctaaaccacatcactcag
acctcgetgtctctcttccatgacgacatceactetgtgegaagagtcatggaggtcaacttectcagetacgtggteatgageacageegecttgeccatg
ctgaagcagagcaatggeagcattgecgteatctectectiggetgggaaaatgacccagectatgattgetecctactetgecaageaagtttgetetggat
gggticttttccaccattagaacagaactctacataaccaaggtcaacgtgtccatcactetetgtgtectiggectcatagacacagaaacagetatgaag

gaaatctctgggataatigacgecctagettetcccaaggaggagtgegeectggagatcatcaaaggeacagetctacgcaaaagegaggtgtactat

gacaaattgcctttgactccaatcetgettgggaacccaggaaggaagatcatggaatttitticattacgatattataataaggacatgtttgtaagtaactag
gaactcctgagecctggtgagtggtcttagaacagtectgecteatacticagtaagecctacccacaaaagtatetttccagagatacacaaattttgggst
acacctcatcatgagaaattcttgcaacacttgcacagtgaaaatgtaattgtaataaatgtcacaaaccactttgggectgeagttgtgaacttgattgtaac
tatggatataaacacatagtggttgtatcggctttacctcacactgaatgaaacaatgataactaatgtaacattaaatataataaaggtaatatcaacttcgta

aatgcaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa '

SEQ ID NO.20
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MAVMKNYLLPILVLSLAYYYYSTNEEFRPEMLQGKKVIVTGASKGIGREMAYHLSKMGAHVVL
TARSEEGLQKVVSRCLELGAASAHYIAGTMEDMTFAEQFIVK AGKLMGGLDMLILNHITQTSLS
LFHDDIHSVRRVMEVNFLSYVVMSTAALPMLK QSNGSIAVISSLAGKMTQPMIAPYSASKFALD
GFFSTIRTELYITKVNVSITLCVLGLIDTETAMKEISGIIDALASPKEECALEINKGTALRKSEVYYD
KLPLTPILLGNPGRKIMEFFSLRY YNKDMFVSN :

SEQ ID NO.21

ggagatcaggccaccacgagacagagatggagaccageagectgtggeceecgaggeccagecccagtgeagggetgagectggaggegeggct
gggcgtggacactegeetetgggecaaggtgetgticaccgegetctattegeteatettcgegettggeacageeggeaatgegetgtecgtgeacgtg
gtgctgaaggegeggacgggtcgeecccgggegectgegetaceacgtgetcagectggeactgtcagecctgetgetactgetgatcagegtgeccat
ggagctctacaacticgtgtggtcccactaccectgggtettcggegatcteggetgtegtggctattacttcgtgegegagetgtgcgectacgecacggt
getgagegtggecagectgagegeagagegetgectggeegtgtgecageegetgegegeeegecgectgetcacceegegeegeacctgecgect
getgteactggtetgggtegeetetetgggecttgecctgeccatggeggttatcatgggacagaageacgaaatggagagggecgacggggagectg
agcectgecetcgegtgtgtgcacggtgctagtaagtcgegecagetccaggtctacattccaggtgaaacgtgetggtetecttegttetecectttgggaac
tcactgetattctgaatgggatcactgtcaaccacctggtggecctetactcccaggtaccatcagettctgeccaagtecaactccatcceccagecgeetgg
agctcctgagtgaggaaggectectgggettcatcacatggagaaagaccetcteectgggggteccaagecagectggtgagacacaaggatgecag
ccagatccgeagcectccagcacagegeccaggttctcagagecategtggctgtgtatgteatctgetggetgeegtaccatgeecgeaggetcatgtac
tgctacatcceegatgatggatggactgatgagcetctatgacttetatcactattictacatggtgaccaacacgetcttctatgtcagetcggeagtgaceee
agtcctctacaatgeegtigtcttcetecttcagaaagetcttictggaatctetcagttcectgtgtggtgaacagegeteegtggtgeccttaccccaagaag
ccccagagtcaactactagtacgtacagtttceggcetttggggatccecaagaaaccecagectgggtgaaatacaagtgtgaagagaacaaacaatgg
ctgcttgggacacacccatcagataagccatgecattactaacagtctaageggacctactgacccagegeagteattgaccagtgeatactgcaggeaa
gccacgtaacacctectgeecteagettccecacctgtgeaaccaaggtgtagaataggacaaattgectagtgatgaaggtgeccagtgeccageetggta
cagaaccagtactccataaattttagctggtgctatttttaaaaaaaaaaaaaaaaaa

SEQ ID NO.22

METSSLWPPRPSPSAGLSLEARLGVDTRLWAKVLFTALYSLIFALGTAGNALSVHVVLKARTGR

PGRLRYHVLSLALSALLLLLISVPMELYNFVWSHYPWVFGDLGCRGYYFVRELCAYATVLSVAS
LSAERCLAVCQPLRARRLLTPRRTCRLLSLVWVASLGLALPMAVIMGQKHEMERADGEPEPASR
VCTVLVSRASSRSTFQVKRAGLLRSPLWELTAILNGITVNHLVALYSQVPSASAQVNSIPSRLELL
SEEGLLGFITWRKTLSLGVQASLVRHKDASQIRSLQHSAQVLRAIVAVYVICWLPYHARRLMYC

YIPDDGWTDELYDFYHYFYMVTNTLFYVSSAVTPVLYNAVSSSFRKLFLESLSSLCGEQRSVVPL
PQEAPESTTSTYSFRLWGSPRNPSLGEIQV

SEQ ID NO.23

ggcgetegecetegetcgecatggagaagaccgagetgatccagaaggecaageiggecgageaggecgagegcetacgacgacatggeeacetge
atgaaagccgtgacggagcagggcgeegagetgtecaacgaggagegeaacctgetgtcggtggectacaaaaacgiggtagggggecgeaggtc

cgectggagggteatctcgageattgagcagaagacegacacctctgacaagaagttgeagetgatcaaggactatcgggagaaagtggagtcggag

ctgaggtccatctgeaccacggtcetggaattgtiggataagtatttaatagccaatgcaactaatccagagagtaaggtetctatctgaaaatgaaggga

gattatttccggtatcttgctgaagtagettgtggcgatgatcgaaaacaaacaatagaaaattcccaaggagectaccaagaggegtitgatataagcaag
aaggagatgcagcctacgeatccaatccgeetggggctggetcttaacttitctgtatittactatgagatcctiaataatccagagettgectgeacactgge
taaaacggcttttgatgaggccatcgcagagettgatacactgaacgaagactcctacaaagacageaccetcatcatgeagttgettagagacaacttaa
cattatggacatcagacagtgcaggagaagaatgtgatgcagcagagggggccgaaaactaaace

SEQ ID NO.24

MEKTELIQKAKLAEQAER YDDMATCMKAVTEQGAELSNEERNLLSVAYKNVVGGRRSAWRVI
SSIEQKTDTSDKKLQLIKDYREKVESELRSICTTVLELLDK YLIANATNPESKVFYLKMKGDYFR
YLAEVACGDDRKQTIENSQGAYQEAFDISKKEMQPTHPIRLGLALNFSVFYYEILNNPELACTLA
KTAFDEAIAELDTLNEDS YKDSTLIMQLLRDNLTLWTSDSAGEECDAAEGAEN

SEQ ID NO.25

tttttetttttetttttcccatccectgetggctttattactgggeaggggaaacagatectiggeagtggtaggactgagagtacaagagttggaageectggg
getcagcetttcactaggeagggtgggcacactageaagtgeagagagga, ggcctgtatatatgtcaaccccacggagaaatatatecicatgeagecgtt
cattatggtcatgtagcaggacaggtgtgeggticatgggcgagaageccagagetgggateecccaccgeecggataaageggetgteagtggeage

aggaaagatctctggetccagagtgaggticattgecttgecaggetecgetgaaagetgeccaccagggatctgaatcateegigggtgteattcgagge
tctgtaaacttctga
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SEQ ID NO.26

gecatcaatgctttattccttcatetetgtectgtccaacactagtgaacacacacctetggeteattaaggaagtgacatgcagatgagcaactaggataga
aacatcattcacacactctttctcaggtgttcctecggtgeacactcacacgagttigcacatactataagectgaataatgatgeccattatctgeacagggt
aaaactgattccatactggtgcaacctggtggaagtcttcaggacacttaacaaaattatattctgattaticattitctagatttggggatgaaaatagaaaag
aatataaacaaagcatgctttttgaggtttcttgggtcagttagtagaaaaataggtgttttctttgagaggtttttttaattgtttatcttattttatttttaagtggag

aactgtgaaactggaattcctgaggttttttttttccccacttcatcagtctttaagagagtggtaggetttggeagteecgetgtigacaaagtetgttticttaa

actgagccttcttataggegtgatgeagetotgtatgtgecccacagagagtaaaggaggacagaagetgetttgetigecttngtggggcatagectttcce
tatgctgatgtcatatttictgcaaaacctcgggtccagagggcetegtgeattctggtaactatittgeattaaatgticaac

SEQ ID NO.27

gtgacaggacgcctcccccacacccatattctaagctttatcttctagtagcctgagggctggagagaggtagtttctgccggattgtgtcatctggagtc gt
tcctgtggectoctitttctotggtttttgcatttttcttggtccgatgaaageatticctittictaaccaataaagtgategetitcageaatgg

SEQ ID NO.28

agcaatgaatgtggaacatgaagttaacctcetggtggaggaaattcatcgectgggttccagaaatgetgatggaaaattaagtgtgaagtitggggtect
cttccaggatgacagatgtgccaatetctitgaagegttggtaggaactctgaaageigcaaaac gaaggaagattgttacatacgcaggggaactactttt
gcaaggtgticatgatgatgttgacattgtattgctgcaagattaatgtggtitgcatggettggtgtatctgataaactggaataactaagttaagagactage
gtgaatticcttatgtattittatagaactttgtaaacaaaggggggcttgttgagaagtcetgtttitatacctigaagcaaaacattacaatgtaaaatgagac
aaacctattatttttcttaagaaggtaatttgggaaatgtaggtaatgaaacatttttgggaggtgtgaaaaage

SEQ ID NO.29

attggtocatgtgtgtitgetagetcactigtccatgagaatatttatgatattaaagaaaacctittgaaatggetgettticaaagaagataattcatggettct
catttttcagtctcttcaaaagtgtggetggectgtittatgactgcagagttgttatgttttttaatittgaatattgectattaaagataggacaaactt ggagatt
atgatgttgcttggcacagactgtattaaaacaacactecegtga

SEQ ID NO.30

ctggcacggacatggctgtetictgtetgetgtatgggaaacgetitcaggeacaaagegeactccageageacatggaggtecacgeaggegtecge
agctatatttgcagtgagtgcaaccgeaccticceccagecacacggcetctcaagegecaccticgetcacatacaggttttittctecatgtgtcaccaagtg
aagtitgtgecttctatagcaaagagaatatttittacatcctactaacagtagatitttttgtagtoaacatittttgtatttttatitataagtctcataagaaaaata
gegatgttcagttgtataccttgaatctgeagttagaagagaataaagttaactc

SEQ ID NO.31

ttetttttttettttttgcaagagtaaaagtetitaatitactgtgecacctcagaaagetacaagtaaaatgtitgtaagaatatacacaaagaattcagagtataaaa
ttctccatgtaattagtagtcatattaatattagaactacagtagaaaaaaatagetgtctcctagattctcccaggagcectaactgtgtggctttgagaaggte
gagttgitctgagtgagcggoaagtcaagetcactecctecagtictcccageagetccacgaagtcagtgatgtaccacttggegttgtecttaacctgetg
cctgatcacattgectccaaagecaatgaaageatcag
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SEQ ID NO.32

gggeegggacgacggegggcgetgeeccggegeactageeggettgegggegctgecagteteceggeggeggtgteceggegegeggctgagegac
cgageglgcggacggagegacgacetgelggacggectgagCgececececgecgacggagagacgcggagegagegacgcgeceacgscy
gacgcggcgacaggtcttctacttacaaaggacaatgactactgatgagggcaccagtaacaatggagagaacccageagecaccatgactgageag
ggtgaagatatcactacgaagaaagacagaggagtattaaagattgtcaaaagagtggggactagtgacgaggecccaatgttiggtgacaaagtttatg
tccactacaaagggatgttgtcagatggaaagaagtttgattccagtcatgacagaaagaagccatttgectitagecttggecaaggecaggttatcaaa
gectgggacattggggatgtetactatgaagaaaggegagatctgecatttattatgtaaaccagaatatgettatggeteggetggecacctccaaaaaatt
ccatcaaatgcaactctcttitttgagattgageteettgatttcaaaggtgaggatttatitgaagattcaggcgttatccgtagaatcaaacggaaaggega
gggatactcaaacccaaacgaaggagcaacggtaaaagtccacctggaaggetgetgtggtggaaggacatttgattgeccgagatgtegtattcgtigtt
ggggaaggagaagaccacgacattccgattggoatcgacaaagecetggtgaagatgcagagagaagaacagtgtattctatatcttggaccacgcetat
ggttttggagaagcegggaagectaagtitggeattgaccecaatgetgagettatgtacgaggtcacccttaagageticgagaaggecaaagaatettg
ggagatggacaccaaagaaaagctgacgcaggetgecatcgtgaaagagaagggaactgtgtacttcaagggaggeaagtacacgeaggecgtgat
tcagtacaggaagatagtgtcctggetggagatggaatacggectgtcagagaaggagtccaaagectcagagicgttectectcgecagecttcctgaac
ctggccatgtgetacctgaagcetcegagagtacaacaaagecgtggagtgctgcgacaaggeccttggactggacagtgecaatgagaaaggcttgta
cagaaggggcgaggeccagetgctcatgaatgactitgagtcggecaagggegacticgagaaggtgttggcagtcaatcctcagaacagggeegete
gectgeagatctecatgtgecagaggaaggcgaaggageacaacgagegggaccgeagggtgtacgccaacatgttcaagaagttcgcagageggg
acgcaaaggaggaagccagcaaagetgggagcaagaaggctgtagaaggagecgetggcaaacaacacgagagtcaggecatggaagaaggaa
aggccaaaggccatgtatgacgetgegecacggagggaagagagtectaatgaactcggecctectegetgggetcgectccaactcaggactgaac
agtgtttagtgtaaggttigtiacagtctctgtgattctggaagecaaatggeataccagtagettcccaaatgaccacctgetgetgeggggeggtggggst
gggggacatgecaggaaacagcagagaaggecgetggtgtgaagagaccaggecageagcetcagtecageccatttcagtttgtcacctttcagtgte
cagcacagcatccctgtgaacctagggeccagetgetgtgggtictacatcggeactagggtcacactgcagaaaccgttgataaaacaaactcagtgat
ctetgetticetattggtgggcatggcaggggeggptgatgagatttgettagcactgactgactggectgetaagaacacaageccacagecaggggct
ccetggtecacagcetgggtetcaggececttacctgecttccaagtectttcgeagactettgagtgtaggcttictgtectagecageatgtececacagacte
tgttgttcctccaacgeccgteattagtgacagetttctctetgagtttctgtgstptgoagagtegstagaagtaggtttatctttccegetgtetgecceacte
aaggacgat

SEQ ID NO.33

MTTDEGTSNNGENPAATMTEQGEDITTKKDRGVLKIVKRVGTSDEAPMFGDKVY VHYKGMLS
DGKKFDSSHDRKKPFAFSLGQGQVIKAWDIGVSTMKKGEICHLLCKPEYAY GSAGHLQKIPSNA
TLFFEIELLDFKGEDLFEDSGVIRRIKRKGEGYSNPNEGATVKVHLEGCCGGRTFDCRDVVFVVG
EGEDHDIPIGIDKALVKMQREEQCILYLGPRYGFGEAGKPKFGIDPNAELMYEVTLKSFEKAKES
WEMDTKEKLTQAAIVKEKGTVYFKGGKYTQAVIQYRKIVSWLEMEY GLSEKESKASESFLLAA
FLNLAMCYLKLREYNKAVECCDKALGLDSANEKGLYRRGEAQLLMINDFESAKGDFEKVLAVN
PQNRAARLQISMCQRKAKEHNERDRRVYANMFKKFAERDAKEEASKAGSKKAVEGAAGKQHE
SQAMEEGKAKGHV

SEQ ID NO.34

atggcgtggtccaggetgatgetggeagettgectectegtgatgeectetaatgtiatggeggactgectgteectgtgeteectgtgtgcagtgaggattc
aggatgggccccgtcccatcaaccecctgatttgeteectggagtgecaggaccetggtgecgecctcagaggagtgggagacatgeeggggcticica
tettttctcaccetgacggtcetetgggcteegtggeaaggatgactiggaagatgaggtiectitggaagaaggeatcagtgeacatgecaagetettggaa
ccegtectgaaggagetgpagaaaagecgactecttaccagegtcccagaggaaaagttcaggggtctetccageagetttggcaacggaaaagaate

tgagetggcgggtgctgaccggatgaatgatgaagecgeacaggggegeaccgtecattitaatgaggageacttgagaaaacaggecaaacgcetatg
gcggctttttgcgcaaataccccaagaggagttccgagatggcccgggatgaggacgggggccaggatggggatcaggtagggcatgaggacctgt
acaaacgctatggggecttcctgeggegeattcgecccaagetgaagtgggacaaccagaagegcetatggtggtttcetgegge gtcagttcaaggtgg
tgacgeggtcccaggagaaccecaatacctattctgaagatitagatgtttga

SEQ ID NO.35

MAWSRLMLAACLLVMPSNVMADCLSLCSLCAVRIQDGPRPINPLICSLECQDLVPPSEEWETCR
GFSSFLTLTVSGLRGKDDLEDEVALEEGISAHAKLLEPVLKELEKSRLLTSVPEEKFRGLSSSFGN
GKESELAGADRMNDEAAQGRTVHFNEEDLRKQAKRYGGFLRKYPKRSSEMARDEDGGQDGD
QVGHEDLYKRYGGFLRRIRPKLKWDNQKRYGGFLRRQFKVVTRSQENPNTYSEDLDV
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SEQ ID NO.36

gacagggcgeecicggaaggacaggatgtcatcaggaaaacaggactceecgtgggaagataggatacctcecaggaagatagaatagtcccaggea
tcactagaacagcaggaaacactagggtccaagetcteattgaggeacccggggaggitgtiggattgteopcagooctcagg, gaaagactgtecctget
ggtectgatccacgaccacccacceggeaaggticictctaagagaaccttgtcagagacagaacgggtecctacaggegegttcttctetectacagee
catggcgcggttcctgaggctttgcacctggctgctggcgcttgggtcctgcctcctggctacagtgcaggcggaatgcagccaggactgcgctaaatg
cacgtaccgeetggttcgeccaggegacatcaatttcetggegtgcacactggaatgtgaaggtcagetgecttetitcaaaatctgggagacctgeaag
gatctectgeaggtgtccaggeccgagttcecttgggataacatcgacatgtacaaagacagcagcaaacaggatgagagecacttgetagccaagaa
gtacggaggcttcatgaaacggtacggaggcttcatgaagaagatggacgagetatatcccatggagecagaagaagaagegaacggaggagagat
ccltgccaagaggtatggegpcttcatgaagaaggatgcagatgagegagacacctiggecaactectcegatetgetgaaagagetactgggaacgg
gagacaaccgtgcgaaagacagccaccaacaagagageaccaacaatgacgaagacatgagecageaagaggtatggggocttcatgagaagecte
aaaagaagcccccaactggaagatgaagcaaaagagetgeagaagegetacgggggcttcatgagaagggtgggacgeccegagtggtggatgga
ctaccagaagaggtatgggggcticctgaagegctttgetgagtetetgecctccgatgaagaaggegaaaattactcgaaagaagttcctgagatagag
aaaagatacgggggctttatgcggtictgaagecctittccageagtgacccegacceccactageetgeteeatcceccatgageaactgecttgtcaat
gatgtticttgtcacatgetgetttgtgetgtacagttgecccegtggtctagataactacactgectgaaagetgtgatittagggtetgtgtictittgagtettg

aagctcagtattggtctcttatggctatgttgttatcaatagtttgttacctcatctctcctgacgaaacatcaataaatgcttatttgtatataaatataataaaccc
gtgaccccaactge

SEQ ID NO.37

MARFLRLCTWLLALGSCLLATVQAECSQDCAKCTYRLVRPGDINFLACTLECEGQLPSFKIWET
CKDLLQVSRPEFPWDNIDMYKDSSKQDESHLLAKKYGGFMKRY GGFMKKMDELYPMEPEEEA
NGGEILAKRYGGFMKKDADEGDTLANSSDLLKELLGTGDNRAKDSHQQESTNNDEDMSSKRY
GGFMRSLKRSPQLEDEAKELQKRYGGFMRRVGRPEWWMDYQKRYGGFLKRFAESLPSDEEGE
NYSKEVPEIEKRY GGFMRF

SEQ ID NO.38

acccacgegtecggeeggtttcactgetceecteagtetcttttgggctetttcegggcategggacgatgaccgtcaaageecgaggcetgetcgaageac
ccttacctactccagaatgaggggaatggtagegattctcatcgetittatgaaacagagaaggatgggcctgaacgattttaticagaagattgecageaa
cacctatgcatgcaaacacgctgaagttcagtccattttgaaaatgtcccatcctcaggagccggagctlatgaacgctaacccctctcctccgccaagtc
cctctcaacaaatcaacctggptcegtectccaaccetcacgecaaaccetecgactttcacttcttgaaagtgatcggaaagggceagttttggaaaggtic
ttctggctaggcacaaggeagaagaagtattctatgecagtcaaa gitttacagaagaaagccatcctgaagaagaaagaggagaagcatattatgtcaga
geggaatgttctgttgaagaatgtgaageaccetttectggtgggecticacttcteaticcagacegetgacaaactctactttgtcctggactacattaatg
gtggagagetgttctaccatctccagagggagegetgeticctggaaccacgggctegattctacgeagetgaaatagecagtgecttgggctatctgea
ctccctaaacatcgtttatagagacttaaaacctga gaatattctcctagactcccaggggeacatcgteeteactgactttgggctetgcaaagagaatatt
gagcataacgggacaacatctacctictgtggcacgeetgagtatetggetectgaggteetecataageageegtatgaceggacggtggactggtagt
gtcttggggctgtcctgtatgagatgetctacggeetgeceecgttttata geeggaacacggetgagatgtacgacaatattctgaacaagectetccagt
tgaaaccaaatattacaaactcggcaaggceacctcctggaaggectectgcagaaggaccggaccaagaggcetg ggtgccaaggatgactttatggag
attaagagtcatattttcttctctitaattaactgggatgatctcatcaataa gaagattacacccccatttaacccaaatgtgagtgggeccagtgaccticgg
cactttgatccegagtttaccgaggagecggtecccagceteeatcggeaggtecectgacageatecttgtcacggecagtgtgaaggaageageagaa
gecttecteggettetectatgeacctectgtggattecticetetgagtgctecegggatggtictgaaggacticetcagegtttcctaaagtgttttcettac
cetitggtggaggtigccagetgacagaacattttaaaagaatttgeacacetggaagettggeagtetcgeetgeeeggegtggegegacgeagegeg

cgcetgettgatgggagetticcgaagageacaccctectctcaatgagettgtgaggtettctttictteteticcttccaacgtggtactagetcecaggegag
cgagcegtgagagtgecgectgagacagacaccttggtetcagttagaaggaagatgeaggtctaagaggaatcceegeagtetgtetgagetgtgatca
agaatattctgcaatgtgcctttictgagatcgtgttagctccaaagetttttcctatcgcagagtgttcagtttgtotitgtetgtetttgtittgtttgtitttceettg

geggatttccegtgtgtgeagtggegtgagtgtactatgectgatcacagacggtittgttgtgageatcaatgtgacacttgcaggacactacaatgtggg
acattgtttgtttcticcacatttggaagataaatttatgtgtagactgtittgtaagatatagttaataactaaaacctattgaaacggtcttgcaatgacgageat
tcagatgcttaaggaaagcattgetgctacaaatattictatttttagaaagggtttttatggaccaatgecccagtigtcagtcaaagecgttggtgtittcattg
tttaaaatgtcacctataaaacgggcattatttatgtttittttccetttgttcatattctittgcattectgattattgtatptatcgtgtaaaggaagictgtacattgg
gttataacactagatatttaaacttacaggcttatttgtaaaccatcattttaatgtactgtaattaacatgggttataatatgtacaattcctcetecttaccacaca
actttttttgtgtgcgataaaccaattttggittgcaataaaatcttgaaacct
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SEQ ID NO.39

MTVKAEAARSTLTYSRMRGMVAILIAFMKQRRMGLNDFIQKIASNTYACKHAEVQSILKMSHP
QEPELMNANPSPPPSPSQQINLGPSSNPHAKPSDFHFLK VIGKGSFGKVLLARHKAEEVFYAVKYV.
LQKKAILKKKEEKHIMSERNVLLKNVKHPFLVGLHFSFQTADKLYFVLDYINGGELFYHLQRER
CFLEPRARFY AAEIASAL GYLHSLNIVYRDLKPENILLDSQGHIVLTDFGLCKENIEHNGTTSTFCG
TPEYLAPEVLHKQPYDRTVDWWCLGAVLYEMLYGLPPFYSRNTAEMYDNILNKPLQLKPNITN
SARHLLEGLLQKDRTKRLGAKDDFMEIKSHIFFSLINWDDLINKKITPPFNPNVSGPSDLRHFDPE
FTEEPVPSSIGRSPDSILVTASVKEAAEAFLGFSYAPPVDSFL

SEQ ID NO.40

gaagcagaagagggagaacgagggtgageacgetgggeageegtgegtgegetectetetgegecacaggetcgeccaacgaageacaagecag
cagggtcgcggtcctgaggacategetgeecacccaggagtgeagagaaccaaccacagaatetggaggteggtagecageccegatctaggeagget
cggagccagggggpotoccgaggaagaaccggaaagcagatcccagactctgaaggagaaagaagagtggatccctgagecggeacgtctegag
ccccagagctcccaggateteetggatagetggettegecgeeggacggeacgeceeecttagettccacaccetetectetgagegectectcatetge
ccctggagggactttcaccttcaaaggtgcaggacaaagecgceatatctggegeecaccatgeacctcaacagetccgtgeagecagggagecccaagt
gaacccggtgeccageccttcccacatccacagticggactggagacgatgeteetggegetcagettgageaatggttctggcaattectcagaateca
tcctggageccaacagceaacctggacgtgaacactgacatttattccaaggtgetggtgaccgetgtatacctggeactttitgtggtgggcactgiggec
aactcggtgacagcecttcactctagegeggaagaagtegetgeagagectgcagageactgtgcattaccacctgggtagectggeactgtcetgacctg
ctcatcctgetgetggecatgeeccgtggagetgtacaacttcatetgggtgcaccatceetgggectttgggoatgctgectgecgtggctactatttectg
cgagatgcctgecacctatgccacagecctcaatgtagecagectgagtgtggagegetacttggecatetgecatceettcaaggecaagaccctcatgt -
cccgeagecgeaccaagaaattcatcagtgecatatggetagecteggegetgetggetgtacccatgettticaccatgggectgecagaaccgeagtgce
cgatggccageaccetggtggectggtotgcacacccacggtggacacagecacegtcaaggtegtcatccaggttaacaccttcatgtcettectgttte
ccatgctgatcatctccatcctaaacactgtgatagecaacaaactgaccgteatggtgeaccaggetgecgageagggeegtggtgtatgcacegtgg
gcacccacaacagtttagagcacagcacgttcaacatgtccatcgagecaggecgtgiccaggecctgegecatggagtectegtettacgtgetgtggt
aatcgcctttgtggtctgetggetgecctaccacgtgeggcgecteatgtictgetatatctcagatgaacagtggactacgttcetcttcgacttctaccact
atttctatatgctgaccaacgcetctettctacgtcagetcagecatcaatcccatectttacaacctegteteccgecaacttcecgecaggtettectgtccacac
tggcettgectetgtectgggtggegecgecgecgaaagaagaggccaacgtictccaggaagecaaacageatgtccageaaccatgegttttccacca
gegecaccegggaaacccetgtactaggecatgaggaggtagectgtgecacagggeageaactceecccaaccccccacceccaccecaaagecteee
aaggttaagtagtggcecatctaagecatgecggtgaggetggggeaceetcageggaggctictttettccecagtttctetttettcecttectetggttete
cceteectagtectttaticttgeccettatcectetectacctccacctitaaaaacagaaaagaggeggtttctetectggecctacaaaaggectttaacaa
gaagaaattagcactcaccaaggacggtctectitgticccagactaatggatgttitagaagcaagaaatgaaagcaccacattgggectggacagatg
agctgttgtaaccataacagcaccttggaactgeactggcagggegagacagtgtetgatgttggactigggttcagagacacaggetccatctcagece
ctttatgcctctactectgeectggtecageagataccatageactetetgagecttatgtccagaccctttettggeaggetggtacactgeecttccecaga
gtggtccagagaagccccaaaattactgtgtaaggtccagggeccacagetggaagetgtgggaatccatgecacacctggatggetatggeecacta
aagagaccccaattcccacatgeccaggaaggataaaagggctggectggaatcaacacaggacaagettcaagtggetttgcacggggaccttcace
tcttggatctgcagaaggatggaagataagtggggtecagectecccagtccaggtggctttgctggggacatgeatggttetgegictcatatacagatg
tatagactaagg(ctgacagcagetggettcaggctgggacttctgagaaggggcactgagecaggtcetcageaagatgecagtgtctgagactecac
aggtaaggggaggccaageaccccageatctagetggecageagecctggactgaggcatatgteaatttgttaaccagecgecaageagecaccct
ggcccaggttctaggegectggaaaageaggeaccecttcatetetgggagetgtctccaaacaagacaggeccattcagectccagecaacaagetgg
ctgggcacttggagacagtcccaggatgecatgecaccaacaaggtagaagtagcaggagagtcaagtgtagecttttgcaaaagagecttagetctgtt
gtetgggagagagatggctggacatgeagetgetetgtaaggatgaaattgecacgggacatgggaggcetcagtcacageccaggetagectetgete
cctetgaactataaaacaatgggtgaaaagtcagggtatctgtggtcacccagagaaatggggagggtgticaagtacttgaaccccacaaaacactget
actagtaatgtgattcctcaggccatcaagggeaggacctgggtgagtceggatcaaggetgacaccaggaagatgtgatcacccaagagggaagee
cctectcctaagaaatgtetgeatgggagecectcacagecaccttgeccagtgagtgggtcaaaggetageggttggtcatgagegattttgacttagact

caagccaggcageccageeccaggactctacectgggtttctagaccttaagecatictictgagecttgatttectcatcteggeggaccgggactgtett
gaaggactcagcetggagtacacagaagtgggacacctgaggetgggtagagecaatgeectettacatgattcctcagaaatgtggtggecteattata
geggtggtccaggeagtcaccagaagtetetgetgtagtctatageatcttgtetgtgtacttggtataattagggacatacatccatgeaccaccagacac
acctgtgaccctggetgggtatectatgetetgggecaagtgaagatgaaaatagtictggaggctgtectgageatectggetagagtetcatgageeca
gtcgtgatgtggaaacaagtcgtgteccecaaatatetgtcagaatgecacecacectccacacticaataaaagaacacectcetcatatgtctcaataaa
gaataaaggaagctgtgtatatcg

SEQ ID NO.41

MHLNSSVQQGAPSEPGAQPFPHPQFGLETMLLALSLSNGSGNSSESILEPNSNLDVNTDIYSKVLV
TAVYLALFVVGTVGNSVTAFTLARKKSLQSLQSTVHYHLGSLALSDLLILLLAMPVELYNFIWV
HHPWAFGDAGCRGYYFLRDACTYATALNVASLSVERYLAICHPFKAKTLMSRSRTKKFISATWL
ASALLAVPMLFTMGLQNRSADGQHPGGLVCTPTVDTATVKVVIQVNTFMSFLFPMLIISILNT VI
ANKLTVMVHQAAEQGRGVCTVGTHNSLEHSTENMSIEPGRVQALRHGVLVLRAVVIAFVVCW
LPYHVRRLMFCYISDEQWTTFLFDFYHYFYMLTNALFY VSSAINPILYNLVSANFRQVFLSTLAC
LCPGWRRRRKKRPTFSRKPNSMSSNHAFSTSATRETLY
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REIVINDICACIONES

1. Un método para identificar un compuesto capaz de alterar la respuesta de exposicion prolongada de CRH
en una célula, comprendiendo dicho método:

a) poner en contacto dicha célula con CRH en presencia y ausencia de dicho compuesto;

b) determinar la cantidad de al menos una proteina que modula la sefializacién de la hormona liberadora de
corticotropina (CRH) en dicha célula; y

¢) comparar la cantidad de dicha proteina en presencia y ausencia de dicho compuesto;

en el cual la proteina que modula la sefializacién de la hormona liberadora de corticotropina (CRH) es SEQ
ID NO. 20.

2. Un método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el cual la célula es una célula eucariota tal como la
linea de células de adenoma derivada del corticotropo de pituitaria murina AtT-20.

3. Un método de acuerdo con las reivindicaciones 1 6 2 en el cual la cantidad de proteina que modula la
sefializacion de CRH esta siendo determinada utilizando un anticuerpo que se fija a un polipéptido que
comprende una secuencia de aminoacidos SEQ ID NO. 20.

4. Un método de acuerdo con las reivindicaciones 1 6 2 en el cual la cantidad de proteina que modula la
sefializacion de CRH esta siendo determinada por evaluacién del nivel de transcripcién génica de un gen
gue codifica una secuencia de aminoacidos SEQ ID NO. 20.

5. Un método de acuerdo con la reivindicacién 4, en el cual el nivel de transcripcién génica esta siendo
evaluado utilizando una sonda que se fija a un polinucleétido que codifica la secuencia de aminoacidos SEQ
ID NO. 20.

6. Un método de acuerdo con las reivindicaciones 4 6 5 en el cual el nivel de expresion génica se analiza
utilizando tecnologia de microrredes.

7. Un método de acuerdo con la reivindicacion 6, en el cual el nivel de transcripcion génica se analiza
utilizando una red de sondas oligonucleotidicas que se fijan a los polinucle6tidos que codifican el grupo de
polipéptidos que tienen la secuencia de amino4cidos SEQ ID NO. 20.

8. Un método de acuerdo con la reivindicacion 6, en el cual el nivel de transcripcion génica se analiza
utilizando una red de sondas oligonucleotidicas que se fijan a los polinucleétidos que tienen la secuencia de
acido nucleico SEQ ID NO. 19.

9. Un método para identificacién de un compuesto capaz de alterar la respuesta de exposicion prolongada a
CRH en una célula, comprendiendo dicho método:

a) poner en contacto una célula que expresa al menos una proteina que comprende la secuencia de
aminoacidos SEQ ID NO. 20, con dicho compuesto de test; y

b) comparar la respuesta de CRH de dicha célula en presencia y ausencia de dicho compuesto.

10. Un método de acuerdo con la reivindicacién 9, en el cual la célula es una célula hospedadora capaz de
expresar al menos una proteina que tiene la secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO. 20.

11. Un método de acuerdo con la reivindicacién 10, en el cual la célula hospedadora se transfecta con al
menos un vector que comprende una secuencia reguladora.

12. Un método de acuerdo con la reivindicacién 10, en el cual la célula hospedadora se transfecta con al
menos un vector que comprende una secuencia de polinucledtidos que codifica la secuencia de
aminoacidos SEQ ID NO. 20.
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Tabla 1
SEQ ID
Nombre de Gen CDS Titulo Secuencia
NA | AA Derivada de
abajo | 1700015E05Rik 1 Gen RIKEN cDNA 1700015E05 A1842377
abajo | 2300002F08Rik 2 Gen RIKEN cDNA 2300002F06 AW123564
abajo | 2610008L04Rik 3 Gen RIKEN cDNA 2610008L04 A1845337
abajo | 2610511G02Rik 4 Gen RIKEN cDNA 2610511G02 AV221664
abajo | 4931430I101Rik 5 Gen RIKEN cDNA 4931430101 Al626942
abajo | Al414047 6 Secuencia expresada Al414047 AW125649
ESTs, moderadamente similar a
abajo | Géneros:47634 PROTEINA 3 SIMILAR A VISININA C80148
7 VIS3 DE RATON [M.musculus]
ESTs, moderadamente similar a
abajo PROTEINA 3 SIMILAR A VISININA Al643393
8 VIS3 DE RATON [M.musculus]
abajo | B-FABP Gen de la proteina fijadora de acidos uo04827
9 grasos cerebrales
abajo | B-FABP Proteina fijadora de acidos grasos AAA81904
10 | cerebrales
Receptor 2 de diferenciacion endotelial
abajo | Edg2 2141308 de la proteina G acoplada a acido U13370
11 12 | lisofosfatidico
abajo | Fgfr2 1-1038 Receptor 2 del factor de crecimiento de M23362
13 14 | los fibroblastos
Proteina 1 asociada a la proteina 2
abajo | Gabl 24-2111 fijada al receptor de factores de Al046826
15 16 | crecimiento
abajo | Hpoall 261-842 17 18 | Simil-hipocalcina 1 AF085192
abajo | Hsd11lbl 128-1006 Hidroxiesteroide 11-beta- X83202
19 20 | deshidrogenasa 1
abajo | Ntsr2 27-1280 21 22 | Receptor 2 de neurotensina U51908
abajo | Ntsrl 444-1718 | 40 41 | Receptor 1 de neurotensina NM 01876
Polipéptido theta de la proteina de
abajo | Ywhaq 21-758 activacion de tirosina 3- U56243
monooxigenasa/triptéfano 5-
23 24 | monooxigenasa
arriba | 1110014J22Rik 25 Gen RIKEN cDNA 1110014J22 Al842646
arriba | 1200008D14Rik 26 Gen RIKEN cDNA 1200008D14 AW208938
arriba | 1600023A02Rik 27 Gen RIKEN cDNA 1600023A02 AV019597
arriba | 3110003A17Rik 28 Gen RIKEN cDNA 3110003A17 AAB833425
arriba | 3110023F10Rik 29 Gen RIKEN cDNA 3110023F10 AM95392
arriba | Al467657 30 Secuencia expresada Al467657 AI553024
arriba | Al480570 31 Secuencia expresada Al480570 Al848545
arriba | Fkbp5 220-1590 Proteina de fijacion 5 de FK506 (51 U16959
32 33 | kDa)
arriba | Pdyn 1-747 34 35 | Prodinorfina AV382264
arriba | Perkl 297-1106 | 36 37 | Preproencefalina 1 M55181
arriba | Sgk 69-1364 Quinasa regulada por AW046181
38 39 | suero/glucocorticoides
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Fig. 2A
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Fig. 2B
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Fig. 2C
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Fig. 2D
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Fig. 2E

RIPBIN = MO ‘BIPBIA = MY ‘ONN=B[eas] ‘[eqo|9 = WION ‘8jgod = 04ud) ‘ounbBuIN = alI8ID * %ET + %6T + = 'Saiday
T0d

Faerp
wrinrH G . -
*rzqnra

L
* Baraed-i213d
.—.-u":..ﬁ.a«m -h-x

» L
” AN
aﬂb—r-tﬁla
C .
r
. e
*
Lo

e - .
AN Ry,
Ta g

YL

[elodwia) ealy — [enoadsa ede

[A1]]

45



ES 235783213

Fig. 2F
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Fig. 3
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Fig. 4
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Fig.5
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Fig.7
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