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DESCRIPCION

Nueva subunidad del receptor nicotinico de la acetilcolina, su aislamiento y su uso.

La invencion se refiere a polinucledtidos identificados recientemente, a polipéptidos codificados por ellos y al
uso de tales polinucledtidos y polipéptidos. La invencion se refiere también a la produccién de los mismos. Mds
particularmente, los polinucleétidos y polipéptidos de la presente invencion se refieren a un nuevo miembro de la
familia de receptores nicotinicos de acetilcolina, de aqui en adelante denominado HNARA10. La invencidn se refiere
también a la inhibicién o activacion de la accién de tales polinucleétidos y polipéptidos.

Los receptores nicotinicos de acetilcolina (los nAChR) son miembros de la familia del canal iénico dependiente de
ligando que comprende también los receptores GABA,, de glicina y 5-HT; (Bamard, E. (1992) TIBS 17, 368-374). Se
cree que estos receptores se forman por la asociacién de cinco subunidades homoélogas orientadas alrededor de un canal
catiénico, determinando el dominio extracelular N-terminal de cada subunidad los sitios naturales de unién al ligando
(Galzi, J.-L. & Changeux, J. -P. (1995) Neuropharmacol. 34 (6), 563-582). Véase también el documento WO 96/03504
que describe 4cidos nucleicos aislados que codifican la subunidad alfa9 de nAChR. Este dominio extracelular, asi como
otras partes del receptor, puede ser también el objetivo de muchos ligandos naturales y sintéticos capaces de modular
la actividad del receptor (Williams, M. et al. (1994) Drugs News Perspect. 7, 205-223). Estos nAChR forman uno
de los receptores neurotransmisores excitatorios predominantes sobre los misculos y nervios del sistema nervioso
periférico y estdn expresados también en las neuronas por todo el sistema nervioso central. En adicién, también se han
descrito los mismos en células no excitatorias tales como linfocitos o queratinocitos. Los nAChR se asocian con un
gran nimero de enfermedades (Lindstrom, J. (1997) Mol. Neurobiol. 15 (2), 193-222). Varias respuestas autoinmunes
a los nAChR de los musculos pueden causar parélisis muscular. Se ha demostrado que mutaciones en los nAChR
neuronales causan la epilepsia y se ha sugerido que defectos genéticos de algunos nAChR pueden ser responsables
de la esquizofrenia. Se ha detectado también una importante pérdida de los nAChR en los cerebros de pacientes con
enfermedad de Alzheimer y enfermedad de Parkinson. Los nAChR median también en el efecto adictivo de la nicotina.
Ademads, se ha publicado que la nicotina tiene un efecto beneficioso sobre los pacientes con la enfermedad de Tourette
y varios estudios sugieren también que los agonistas nicotinicos pueden tener efectos neuroprotectores. Los agonistas
nicotinicos tienen también efectos analgésicos y se ha demostrado que los anestésicos pueden actuar también sobre los
nAChR. La nicotina puede modular también el ritmo cardiaco y la tensidn arterial a través de los nAChR neuronales y
se ha demostrado también que es un agente mitégeno que podria estimular ciertas formas de cancer.

Esto indica que estos receptores tienen una historia establecida y probada como dianas terapéuticas. Existe cla-
ramente la necesidad de identificacién y caracterizacion de otros receptores que puedan desempefar un papel en la
prevencion, alivio o correccién de disfunciones o enfermedades, incluyendo, pero sin limitarse a ellas, la enfermedad
de Alzheimer, trastornos de la memoria, epilepsia, esquizofrenia, corea, sindrome de Tourette, depresion, dependencia
de la nicotina, distrofia muscular, enfermedad de Parkinson, dolor, cdncer, ulcera gastrointestinal, trastorno de motili-
dad gastrointestinal, disfuncién endocrina, enfermedad neuronal degenerativa, ictus y trastorno del apetito, actifenos y
disfuncién auditiva, y en la produccién de analgesia o anestesia.

En un aspecto, la descripcion se refiere a polipéptidos y polinucledtidos del “Nombre del receptor” y a materiales
y métodos recombinantes para su produccion. Otro aspecto de la descripcidn se refiere a métodos para utilizar tales
polipéptidos y polinucleétidos HNARA10 en asociacién con otras subunidades de la familia de los receptores nicoti-
nicos de acetilcolina, por ejemplo en el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer, trastornos de memoria, epilepsia,
esquizofrenia, corea, sindrome de Tourette, depresion, dependencia de la nicotina, distrofia muscular, enfermedad de
Parkinson, dolor, cancer, dlcera gastrointestinal, trastorno de la motilidad gastrointestinal, disfuncién endocrina, en-
fermedad neuronal degenerativa, ictus o trastornos del apetito, acifenos y disfuncién auditiva y en la produccion de
analgesia o anestesia, entre otros. En otro aspecto mas, la descripcion se refiere a métodos para identificar agonistas
y antagonistas que utilizan los materiales proporcionados por la invencién, y condiciones de tratamiento asociadas
con el uso de tales compuestos. Otro aspecto mds de la descripcion se refiere a ensayos de diagndstico para detectar
enfermedades asociadas con actividad o niveles inapropiados de HNARA10.

En particular, la invencion se refiere a un método para identificar agonistas (y antagonistas respectivamente) del
receptor nicotinico de acetilcolina alfa9/alfal0 que comprende poner en contacto una célula hospedante modificada
con un compuesto candidato; y determinar si el compuesto candidato tiene o no algin efecto sobre una sefial generada
por activacién del receptor alfa9/alfalO (determinando respectivamente si la sefial generada por dicho agonista dismi-
nuye o no en presencia de un compuesto candidato); en el que la célula hospedante modificada contiene un sistema de
expresion que comprende una molécula de DNA o RNA que constituye un vector recombinante, que comprende un
sistema de expresion que es capaz de producir un polipéptido HNARA10 y un polipéptido alfa9 cuando dicho sistema
de expresion estd presente en una célula hospedante compatible, y en el que el sistema de expresion que es capaz de
producir un polipéptido HNARA 10 comprende:

(a) la secuencia nucleotidica presentada en la SEQ ID NO: 1;
(b) una secuencia nucleotidica que codifica el polipéptido HNARA10 presentada en la SEQ ID NO: 2;

(c) la secuencia nucleotidica que comprende la secuencia localizada entre los nucleétidos nimeros 43 a 1392
presentada en la SEQ ID NO: 1;
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(d) la secuencia nucleotidica que codifica un polipéptido que comprende los aminodcidos desde aproximadamente
179 hasta aproximadamente 196 presentada en la SEQ ID NO: 2;

(e) la secuencia nucleotidica que codifica un polipéptido que comprende los amino4cidos desde aproximadamente
357 hasta aproximadamente 374 presentada en la SEQ ID NO: 2;

(f) una secuencia nucleotidica que codifica el polipéptido HNARA10 expresada por el clon cDNA contenido en la
ATCC niimero de depésito PTA-315;

(g) una secuencia nucleotidica capaz de hibridarse con la secuencia nucleotidica presentada en la SEQ ID NO: 1 o
con el clon cDNA contenido en la ATCC ntimero de depdsito PTA-315;

(h) una secuencia nucleotidica que codifica el polipéptido HNARA 10 maduro expresada por el clon cDNA conte-
nido en la ATCC nidmero de depdsito PTA-315; o

(1) una secuencia nucleotidica complementaria de cualquiera de las secuencias nucleotidicas definidas en los puntos
(a), (b), (¢), (d), (e), (), (g) o (h) anteriores, asi como fragmentos, variantes, derivados y formas mutadas de estas
secuencias nucleotidicas.

En una realizacién, la secuencia nucleotidica tiene al menos un 80% de identidad con la contenida en la SEQ ID
NO: 1.

En otra realizacion, la secuencia nucleotidica es el polinucleétido de 1a SEQ ID NO: 1.

La Figura 1 muestra la secuencia de aminodcidos codificada por el cDNA de HNARA10. La escision del péptido
sefial se predice entre las posiciones de aminodcidos 24 y 25 (utilizando el software de andlisis SignalP versién 1,1,
CBS) y la secuencia del péptido sefial prevista estd subrayada con una linea de puntos. Las regiones previstas que se
extienden en la membrana (MSR I-1V) (utilizando el software de analisis TMHMM versién 1.0, CBS) estan subrayadas
con una linea sélida. Los asteriscos indican residuos de cisteina en las posiciones 154, 168, 218 y 219 conservados en
todas las subunidades alfa de nAChR.

La Figura 2 muestra el alineamiento de la secuencia de aminodcidos de HNARA10 con un nAChR conocido, la
secuencia de proteina alfa 9 de rata, utilizando el software MEGALIGN (versién 3.13) de DNASTAR con el algoritmo
de Jotun-Hein.

La Figura 3 muestra un dendrograma que ilustra la relacién entre la proteina HNARA10 y las subunidades de
nAChR de otros vertebrados. La longitud de cada par de ramas representa la distancia entre pares de secuencias. Se
realiz6 el alineamiento utilizando el algoritmo CLUSTAL de MEGALIGN (version 3.13) de DNASTAR.

La Figura 4 muestra la localizacién cromosémica (indicada por la flecha) del gen HNARA 10 humano determinada
mediante hibridacién fluorescente in sifu.

La Figura 5 ilustra la clonacién del cDNA de HNARA 10 de longitud completa.

La Figura 6 (a & b) muestra la distribucién del mRNA de HNARA10 en tejidos humanos determinada por un dot
blot Master (Clontech) hibridado con una sonda de cDNA de HNARA10. En la figura 6a, la sefial de hibridacion fuerte
corresponde a mRNA de musculo esquelético humano. En la cuantificacién de la sefial mostrada en la figura 6b, las
sefiales que aparecen en negro estdn apenas por encima del ruido de fondo y no son significativas.

La Figura 7 muestra la distribuciéon del mRNA de HNARA1O en tejidos humanos determinada por blot MTN™
hibridado con una sonda de cDNA de HNARAI1O. El transcrito de 6,4 kb especificamente marcado estd indicado por
la flecha.

La Figura 8 (A, B y C) muestra la respuesta inducida por acetilcolina obtenida con oocitos de Xenopus laevis
inyectados con los cDNA humanos de las subunidades alfa 9 y HNARA10 de nAChR. La corriente registrada, como
se muestra en la figura 8A, corresponde a la obtenida con la subunidad @9 sola mientras que la corriente mostrada
en la figura 8B corresponde a la co-expresion de las subunidades @9 y HNARA10Q. Las amplitudes medias de la
corriente obtenidas con acetilcolina (ACh) 30 uM sobre los oocitos inyectados con los cDNA de a9, a9+HNARA, y
HNARA10 se muestran en la figura 8C. Las amplitudes de la corriente se expresan en nano-amperios (nA).

Se proporcionan las siguientes definiciones para facilitar la comprensién de ciertos términos usados frecuentemente
en esta memoria.

“HNARA10” se refiere a un polipéptido que comprende la secuencia de aminodcidos presentada en la SEQ ID
NO: 2, o una variante alélica del mismo, asi como otras variantes que se describen adicionalmente mas adelante.
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“Actividad de HNARA10” o “Actividad biolégica de HNARA10” se refiere a la funcién metabdlica o fisiolégica
de dicho HNARA10 incluyendo actividades similares o mejoradas o estas actividades con disminucién de efectos
secundarios indeseables. Se incluyen también las actividades antigénicas e inmunégenas de dicho HNARA10.

“Gen HNARA10” se refiere a un polinucleétido que comprende la secuencia nucleotidica presentada en la SEQ ID
NO: 1 o variantes alélicas del mismo y/o sus complementos como se describen en la siguiente memoria descriptiva.

“Anticuerpos” como se usa aqui, incluye anticuerpos policlonales y monoclonales, anticuerpos quiméricos, de
cadena sencilla, y anticuerpos humanizados, asi como fragmentos Fab, incluyendo los productos de un Fab o de otro
banco de expresion de inmunoglobulinas.

“Aislado” significa alterado “por la mano del hombre” desde el estado natural. Si una composicién o sustancia “ais-
lada” se presenta en la naturaleza, ha sido cambiada o separada de su entorno original, o ambas cosas. Por ejemplo,
un polinucleétido o un polipéptido presente naturalmente en un animal vivo no estd “aislado”, pero el mismo polinu-
cledtido o polipéptido separado de los materiales coexistentes en su estado natural estd “aislado”, segin el término
empleado en esta memoria. Por ejemplo, las moléculas de DNA recombinante contenidas en un vector se conside-
ran aisladas para los fines de la presente invencién. Otros ejemplos de moléculas de dcido nucleico aisladas incluyen
moléculas de DNA recombinante mantenidas en células hospedantes heter6logas o moléculas de DNA purificadas en
solucién. Las moléculas de RNA aisladas incluyen transcritos de RNA in vivo o in vitro de las moléculas de DNA de
la presente invencién. Las moléculas de 4dcido nucleico aisladas segun la invencién incluyen ademads tales moléculas
producidas sintéticamente.

“Polinucledtido” se refiere en general a cualquier polirribonucleétido o polidesoxirribonucleétido, que puede ser
RNA o DNA sin modificar o RNA o DNA modificado. Los “polinucledtidos” incluyen, sin limitaciéon, DNA de cadena
sencilla y de cadena doble, DNA que es una mezcla de regiones de cadena sencilla y de cadena doble, RNA de cadena
sencilla y de cadena doble, y RNA que es una mezcla de regiones de cadena sencilla y de cadena doble, moléculas
hibridas que comprenden DNA y RNA que pueden ser de cadena sencilla o, mas tipicamente, de cadena doble o
una mezcla de regiones de cadena sencilla y de cadena doble. En adicién, “polinucledtido” se refiere a regiones de
cadena triple que comprenden RNA o DNA o ambos, RNA y DNA. El término polinucleétido incluye también los
DNA o RNA que contienen una o mds bases modificadas y los DNA o RNA con cadenas principales modificadas
para estabilidad o por otras razones como se explica en la presente solicitud. Las bases “modificadas” incluyen, por
ejemplo, bases tritiladas y bases inusuales tales como inosina. Se han realizado una variedad de modificaciones al DNA
y RNA; por lo tanto, el término “polinucledtido” engloba las formas modificadas quimicamente, enzimaticamente o
metabdlicamente de los polinucleétidos como se encuentran tipicamente en la naturaleza, asi como las formas quimicas
de DNA y RNA caracteristicas de virus y células. Por lo tanto, “polinucleétido” engloba también las variantes de
las moléculas de 4cido nucleico de la invencién que codifican porciones, andlogos o derivados de los receptores
HNARA10. Algunas variantes pueden aparecer naturalmente, tales como las variantes alélicas naturales. Por una
“variante alélica” se entiende una de varias formas alternativas de un gen que ocupa un locus dado en un cromosoma
de un organismo. El término “polinucleétido” engloba también los polinucledtidos relativamente cortos, denominados
a menudo oligonucledtidos.

“Polipéptido” se refiere a cualquier péptido o proteina que comprende dos o mas aminodcidos unidos uno a otro
por enlaces peptidicos o enlaces peptidicos modificados, esto es isdsteros peptidicos. “Polipéptido” se refiere tanto a
las cadenas cortas, cominmente denominadas péptidos, oligopéptidos u oligémeros, como a las cadenas mds largas,
generalmente denominadas protefnas. Los polipéptidos pueden contener otros aminodcidos aparte de los 20 aminoé-
cidos codificados génicamente. Los “polipéptidos” incluyen secuencias de aminodcidos modificados o por procesos
naturales, tales como un proceso post-traduccion, o por métodos de modificacién quimica que son bien conocidos en
la técnica. Tales modificaciones estdn bien descritas en textos basicos y en monografias mds detalladas, asi como en
una voluminosa bibliografia de investigacién. Las modificaciones pueden tener lugar en cualquier sitio de un polipép-
tido, incluyendo la cadena principal del péptido, las cadenas laterales de aminodcidos y los grupos amino o carboxilo
terminales. Se podra apreciar que el mismo tipo de modificacién puede estar presente en el mismo o diferente grado
en varios sitios de un polipéptido dado. También, un polipéptido dado puede contener muchos tipos de modificacio-
nes. Los polipéptidos pueden ser ramificados como resultado de la ubiquitinacién, y pueden ser ciclicos, con o sin
ramificacién. Los polipéptidos ciclicos, ramificados y ciclicos ramificados pueden resultar de procesos naturales post-
traduccion o pueden ser preparados por métodos sintéticos. Las modificaciones incluyen acetilacidn, acilacién, ADP-
ribosilacidn, amidacion, union covalente de flavina, unién covalente de un resto heme, unién covalente de un nucleé-
tido o derivado de nucleétido, unién covalente de un lipido o derivado de lipido, unién covalente de fosfotidilinositol,
reticulacidn, ciclacién, formacion de enlace disulfuro, desmetilacién, formacién de reticulaciones covalentes, forma-
cion de cistina, formacién de piroglutamato, formilacién, gamma-carboxilacién, glucosilacién, formacién del ancla
GPI, hidroxilacién, yodacién, metilacion, miristoilacidén, oxidacion, proceso proteolitico, fosforilacion, prenilacion,
racemizacion, selenilacién, sulfonacién, adicién mediada por el RNA de transferencia, de aminodcidos a proteinas tal
como arginilacién, y ubiquitinacién. Véase, por ejemplo, Proteins-Structure and molecular properties, 2nd Ed., T. E.
Creighton, W. H. Freeman and Company, New York, 1993 y Wold, F, Post-translational Protein Modifications: Pers-
pectives and Prospects, p. 1-12 en Post-translational covalent modification of proteins, B. C. Johnson, Ed., Academic
Press, New York, 1983; Seifter et al., “Analysis for protein modifications and non-protein cofactors”, Meth. Enzymol.
(1990) 182:626-646 y Rattan et al., “Protein Synthesis: Post-translational Modifications and Aging”, Ann. NY Acad.
Sci. (1992) 663:48-62.
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El término “variante” como se usa en esta memoria, es un polinucledtido o polipéptido que difiere de un polinu-
cledtido o polipéptido de referencia respectivamente, pero retiene propiedades esenciales. Una variante tipica de un
polinucleétido difiere en la secuencia nucleotidica de otro polinucleétido de referencia. Los cambios en la secuencia
nucleotidica de la variante pueden alterar o no la secuencia de aminoécidos de un polipéptido codificado por el poli-
nucledtido de referencia. Los cambios de nucledtidos pueden dar como resultado sustituciones, adiciones, deleciones,
fusiones y truncaciones de aminoacidos en el polipéptido codificado por la secuencia de referencia, como se expone
mds adelante. Generalmente, las diferencias se limitan de modo que las secuencias del polipéptido de referencia y
de la variante sean estrechamente similares en su conjunto y, en muchas regiones, sean idénticas. Una variante y un
polipéptido de referencia pueden diferir en la secuencia de aminoécidos por una o mds sustituciones, adiciones o dele-
ciones en cualquier combinacién. Un residuo de aminoécido sustituido o insertado puede ser o no uno codificado por
el cédigo genético. Una variante de un polinucleétido o polipéptido puede estar presente en la naturaleza, tal como
una variante alélica, o puede ser una variante que no es conocida como presente en la naturaleza. Las variantes de
polinucleétidos y polipéptidos que no estdn presentes en la naturaleza se pueden preparar por técnicas de mutagénesis
o por sintesis directa.

“Identidad” es una medida de la identidad de las secuencias nucleotidicas o de las secuencias de aminoacidos. En
general, las secuencias se alinean de forma que se obtenga una coordinacién del mds alto orden. “Identidad” per se
tiene un significado reconocido en la técnica y se puede calcular utilizando métodos publicados. Véase, por ejemplo:
Computational Molecular Biology, Lesk, A.M., ed., Oxford University Press, New York, 1988; Biocomputing Infor-
matics and Genome Projects, Smith, D. W., ed., Academic Press, New 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. and Devereux, J., eds., M
Stockton Press, New York, 1991. Aunque existen muchos métodos para medir la identidad entre dos secuencias de
polinucleétidos o polipéptidos, el término “identidad” es bien conocido por los expertos en la técnica (Carillo, H., and
Lipton, D., SIAM J. Applied Math. (1988) 48:1073). Los métodos comtiinmente empleados para determinar la iden-
tidad o similitud entre dos secuencias incluyen, pero sin limitarse a ellos, los descritos en Guide to Huge Computers,
Martin J. Bishop, ed., Academic Press, San Diego, 1994, y Carillo, H., and Lipton, D., SIAM J. Applied Math. (1988)
48:1073. Los métodos para determinar la identidad o similitud se codifican en programas de ordenador. Los métodos
de programas de ordenador preferidos para determinar la identidad y similitud entre dos secuencias incluyen, pero
sin limitarse a ellos, el paquete de programa GCS (Devereux, J., et al., Nucleic Acids Research (1984) 12(1):387),
BLASTP, BLASTN, FASTA (Atschul, S.F. et al., J. Molec. Biol. (1990) 215:403).

Como una ilustracién, por un polinucleétido que tiene una secuencia nucleotidica que tiene al menos, por ejemplo,
95% de “identidad” con respecto a una secuencia nucleotidica de referencia de la SEQ ID NO: 1, se entiende un
polinucleétido en el que la secuencia nucleotidica es idéntica a la secuencia de referencia excepto que la secuencia de
polinucleétido puede incluir hasta cinco mutaciones puntuales por cada 100 nucleétidos de la secuencia nucleotidica
de referencia de la SEQ ID NO: 1. En otras palabras, para obtener un polinucledtido que tenga una secuencia nucleoti-
dica con al menos un 95% de identidad con respecto a una secuencia nucleotidica de referencia, se pueden delecionar o
sustituir con otro nucledétido hasta el 5% de los nucleétidos de la secuencia de referencia, o se pueden insertar en la se-
cuencia de referencia un nimero de nucleétidos de hasta el 5% de los nucleétidos totales de la secuencia de referencia.
Estas mutaciones de la secuencia de referencia pueden tener lugar en las posiciones 5 o 3 terminales de la secuencia
nucleotidica de referencia o en cualquier sitio entre estas posiciones terminales, intercaladas o individualmente entre
los nucleétidos en la secuencia de referencia o en uno o mds grupos contiguos dentro de la secuencia de referencia.

Similarmente, por un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos que tiene al menos, por ejemplo, 95% de
“identidad” con respecto a una secuencia de aminoécidos de referencia de la SEQ ID NO: 2, se entiende un polipéptido
que tiene una secuencia de aminodcidos idéntica a la secuencia de referencia excepto que la secuencia de polipéptido
puede incluir hasta cinco alteraciones de aminodcidos por cada 100 aminodcidos de los aminodcidos de referencia de
la SEQ ID NO: 2. En otras palabras, para obtener un polipéptido que tenga una secuencia de aminodcidos que tiene
al menos un 95% de identidad con respecto a una secuencia de aminodcidos de referencia, se pueden delecionar o
sustituir con otro aminoécido hasta el 5% de los residuos de aminodacidos de la secuencia de referencia, o se pueden
insertar en la secuencia de referencia un nimero de aminodcidos de hasta el 5% de los residuos de aminoécidos totales
de la secuencia de referencia. Estas alteraciones de la secuencia de referencia pueden tener lugar en las posiciones
amino o carboxi terminales de la secuencia de aminodcidos de referencia o en cualquier sitio entre estas posiciones
terminales, intercaladas o individualmente entre los residuos en la secuencia de referencia o en uno o mas grupos
contiguos dentro de la secuencia de referencia.

En un aspecto, la presente invencion se refiere a polipéptidos HNARA10 aislados. Los polipéptidos HNARA10
incluyen el polipéptido de la SEQ ID NO: 2; asi como los polipéptidos que comprenden la secuencia de aminodcidos
de Ia SEQ ID NO: 2; y los polipéptidos que comprenden una secuencia de aminodcidos que tiene al menos el 80% de
identidad con respecto a la SEQ ID NO: 2 en toda su longitud, y atin mas preferiblemente al menos el 90% de identidad,
e incluso més preferiblemente al menos el 95% de identidad con respecto a la SEQ ID NO: 2. Ademds, los que tienen al
menos 97-99% de identidad son altamente preferidos. También estan incluidos dentro de los polipéptidos HNARA10
los polipéptidos que tienen la secuencia de aminodcidos que tiene al menos un 80% de identidad con el polipéptido
que tiene la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO: 2 en toda su longitud, y atin mds preferiblemente al menos
el 90% de identidad, e incluso mas preferiblemente al menos el 95% de identidad con respecto a la SEQ ID NO:
2. Ademas, los que tienen al menos 97-99% de identidad son altamente preferidos. Preferiblemente los polipéptidos
HNARAI10 presentan al menos una actividad biol6gica de HNARA10.
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Se reconocerd que algunos aminoécidos de los polipéptidos HNARA10 pueden ser variados sin un efecto signifi-
cativo sobre la estructura o funcién de la protefna. Si se contemplan tales diferencias, se deberfa recordar que habra
dreas criticas de la proteina que determinan la actividad.

Por lo tanto, la invencién proporciona ademads variantes de los polipéptidos HNARA10 que presentan actividad
sustancial de polipéptido HNARA10 o que incluyen regiones de proteina HNARA10 tales como las porciones de
proteina que se exponen mas adelante. Dichos mutantes incluyen polipéptidos HNARA10 en los que han tenido lugar
deleciones, inserciones, sustituciones tipo, inversiones y/o repeticiones. Se puede encontrar una guia acerca de los
cambios de aminodcidos que probablemente son fenotipicamente silentes en Bowie, J. U. et al, “Deciphering the
Message in Protein Sequences: Tolerance to Amino Acid Substitutions”, Science 247: 1306-1310 (1990).

Por lo tanto, el fragmento, derivado o andlogo del polipéptido de la SEQ ID NO: 2, o que es codificado por el
cDNA depositado como se expone mds adelante, puede ser:

¢ uno en el que uno o més de los residuos de aminodcidos estdn sustituidos con un residuo de aminodcido conser-
vado o no conservado, preferiblemente un residuo de aminoédcido conservado, y tal residuo de aminodcido sustituido
puede ser 0 no uno codificado por el cédigo genético, o

e uno en el que uno o més de los residuos de aminodcidos incluye un grupo sustituyente, o

e uno en el que el polipéptido maduro se fusiona con otro compuesto, tal como un compuesto para aumentar la
semivida del polipéptido (por ejemplo, polietilenglicol), o

e uno en el que aminodcidos adicionales se fusionan con el polipéptido maduro, tal como el péptido de la regién
de fusion Fc de IgG o secuencia lider o secretora que se emplea para la purificacién del polipéptido maduro o una
secuencia pro-proteina. Dichos fragmentos, derivados y andlogos se considera que estdn dentro del alcance de la
invencion.

Son de particular interés las sustituciones de aminodcidos cargados con otro aminoécido cargado y con aminoécidos
neutros o cargados negativamente. Esta tltima sustitucién da como resultado proteinas con carga positiva reducida que
mejoran las caracterfsticas de la proteina HNARA 10, por ejemplo para la prevencion de la agregacion.

Como se ha indicado, los cambios son preferiblemente de una naturaleza menor, tales como sustituciones conser-
vadoras de aminodcidos que no afectan significativamente a la unién ni a la actividad de la proteina, tales como los
que se indican a continuacion.

Aromaticos Fenilalanina

Triptéfano

Tirosina

Hidréfobos Leucina

Isoleucina

Valina

Polares Glutamina

Asparragina

Basicos Arginina

Lisina

Histidina
Acidos Acido aspartico

Acido glutamico

Pequefios Alanina

Serina

Treonina

Metionina

Glicina

Generalmente, el niimero de sustituciones de aminodcidos no serd superior a 50.
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Los aminodcidos del polipéptido HNARA10 de la presente invencion que son esenciales para la funcién se pueden
identificar por métodos conocidos en la técnica, tal como la mutagénesis dirigida al sitio o la mutagénesis mediante
alanina (Cunnigham and Wells, Science 244: 1081-1085 (1989)). El tltimo procedimiento introduce mutaciones sen-
cillas de alanina en cada residuo de la molécula. Las moléculas mutantes resultantes se analizan entonces en cuanto
a su actividad bioldgica tal como la unién al receptor o la actividad proliferativa in vitro. Los sitios que son criticos
para la unién ligando-receptor se pueden determinar también por andlisis estructural, por ejemplo, cristalizacion, re-
sonancia magnética nuclear o marcaje por fotoafinidad (Smith et al., J. Mol. Biol. 224: 899-904 (1992); de Vos et al.,
Science 255: 306-312 (1992)).

En cuanto a la seleccién de péptidos o polipéptidos que llevan un epitopo antigénico, es bien conocido que las
secuencias sintéticas relativamente cortas que imitan parte de una secuencia proteinica son rutinariamente capaces de
provocar un antisuero que reacciona con la proteina parcialmente mimetizada. Véanse por ejemplo, Sutcliffe, J. G.,
Shinnick, T. M., Green, N. and Learner, R. A., Antibodies that React with Predetermined Sites on Proteins, Science
219: 660-666 (1983). Los péptidos capaces de provocar sueros reactivos con las proteinas estan representados frecuen-
temente en la secuencia primaria de una proteina, se pueden caracterizar por un conjunto de reglas quimicas sencillas,
y no estan confinados ni a las regiones inmunodominantes de proteinas intactas (esto es epitopos immundgenos) ni a
los amino o carboxilo terminales.

Los péptidos y polipéptidos de la invencién que llevan un epitopo antigénico son utiles por tanto para producir
anticuerpos, incluyendo anticuerpos monoclonales, que se unen especificamente a un polipéptido de la invencién. Los
péptidos y polipéptidos de la invencidn que llevan un epitopo antigénico contienen preferiblemente una secuencia
de al menos siete, mas preferiblemente de al menos nueve y lo mds preferiblemente entre aproximadamente 15 has-
ta aproximadamente 50 aminodcidos contenidos dentro de la secuencia de aminodcidos de un polipéptido segin la
invencion.

Por ejemplo, los polipéptidos o péptidos antigénicos que se pueden usar para generar anticuerpos especificos
de HNARA10 comprenden: un polipéptido que comprende los residuos de aminoacidos desde aproximadamente 84
hasta aproximadamente 101 de la SEQ ID NO: 2, un polipéptido que comprende los residuos de aminoédcidos desde
aproximadamente 120 hasta aproximadamente 158 de la SEQ ID NO: 2, un polipéptido que comprende los residuos
de aminodcidos desde aproximadamente 177 hasta aproximadamente 196 de la SEQ ID NO: 2, un polipéptido que
comprende los residuos de aminodcidos desde aproximadamente 207 hasta aproximadamente 226 de la SEQ ID NO:
2, un polipéptido que comprende los residuos de aminoécidos desde aproximadamente 348 hasta aproximadamente
395 de la SEQ ID NO: 2, un polipéptido que comprende los residuos de aminodcidos desde aproximadamente 405
hasta aproximadamente 427 de la SEQ ID NO: 2. Como se ha indicado antes, se cree que los fragmentos de polipéptido
anteriores son regiones antigénicas del polipéptido HNARA10 como se determina utilizando Protean (versién 3.16) de
DNASTAR. En particular, los polipéptidos que comprenden los residuos de aminoécidos de 179 a 196 y los residuos
de aminodcidos de 357 a 374 de la SEQ ID NO: 2 se utilizaron satisfactoriamente para generar anticuerpos policlonales
en el conejo que son capaces de reconocer la proteina HNARA 10 expresada transitoriamente en células HEK 293.

Los péptidos y polipéptidos de la invencién que llevan epitopos, se pueden preparar por cualquier medio conven-
cional, por ejemplo por el método descrito en el documento Patente de Estados Unidos n° 4.631.211.

Los polipéptidos HNARA1O de la presente invencion y los fragmentos de los mismos que llevan epitopos, se
pueden combinar con partes del dominio constante de inmunoglobulinas (IgG), dando como resultado polipéptidos
quiméricos. Estas proteinas de fusion facilitan la purificacién y generalmente presentan un aumento de la semivida in
vivo. Véase por ejemplo, Traunecker et al., Nature 331: 84-86 (1988). Las proteinas de fusién que tienen una estructura
dimérica ligada por disulfuro debida a la parte de IgG pueden ser también mas eficientes en la unién y neutralizacién
de otras moléculas que la proteina monomérica HNARA10 o los fragmentos proteinicos de la misma (Fountoulakis et
al., J. Biochem. 270: 3958-3964 (1995)).

Los polipéptidos HNARA 10 pueden estar en la forma de proteina “madura” o pueden ser una parte de una proteina
mds grande tal como una proteina de fusién. A menudo es ventajoso incluir una secuencia adicional de aminoéci-
dos que contiene secuencias secretoras o lideres, pro-secuencias, secuencias que ayudan a la purificacién tales como
residuos mdltiples de histidina, o una secuencia adicional para estabilidad durante la produccién recombinante.

También se incluyen en la invencion fragmentos de los polipéptidos HNARA10 o variantes, formas mutadas, de-
rivados de los mismos como se ha mencionado antes en esta memoria. Un fragmento es un polipéptido que tiene una
secuencia de aminodcidos que es totalmente la misma como parte, pero no toda, la secuencia de aminodcidos de los
polipéptidos HNARA 10 mencionados antes. Como con los polipéptidos HNARA10, los fragmentos pueden ser “in-
dependientes” o pueden estar comprendidos dentro de un polipéptido més grande del que forman una parte o region,
lo mas preferiblemente como una unica regién continua. Los ejemplos representativos de fragmentos de polipéptido
de la invencidn, incluyen, por ejemplo, fragmentos desde aproximadamente el aminodcido niimero 1 hasta aproxi-
madamente el nimero 235, desde aproximadamente el 236 hasta aproximadamente el 450, desde aproximadamente
el 321 hasta aproximadamente el 428 del polipéptido HNARA10 mostrado en la SEQ ID NO: 2. En este contexto
“aproximadamente” incluye los intervalos particularmente sefialados mds grandes o mds pequefios en varios, 5, 4, 3,
2 o 1 aminoécidos en cualquier extremo o en ambos extremos.
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Los fragmentos preferidos incluyen, por ejemplo, polipéptidos de truncacién que tienen la secuencia de aminoa-
cidos de los polipéptidos HNARA10, excepto la delecién de una serie continua de residuos que incluye el amino
terminal, o una serie continua de residuos que incluye el carboxilo terminal o la delecién de dos series continuas de re-
siduos, incluyendo una el amino terminal e incluyendo otra el carboxilo terminal. Se prefieren también los fragmentos
caracterizados por atributos estructurales o funcionales tales como fragmentos que comprenden hélice alfa y regiones
que forman hélice alfa, hoja beta y regiones que forman hoja beta, giro y regiones que forman giro, espirales y regio-
nes que forman espirales, regiones hidrdéfilas, regiones hidr6fobas, regiones alfa anfipaticas, regiones beta anfipaticas,
regiones flexibles, regiones que forman superficie, regién de unién al sustrato, y regiones de indice antigénico alto.
Otros fragmentos preferidos son los fragmentos bioldgicamente activos. Los fragmentos biolégicamente activos son
aquellos que median en la actividad HNARA10, incluyendo aquellos con una actividad similar o con una actividad
mejorada, o con una actividad disminuida de forma indeseable. Se incluyen también aquellos que son antigénicos o
inmunégenos en un animal, especialmente en un ser humano.

Preferiblemente, todos estos fragmentos de polipéptido retienen la actividad biolégica de HNARA10, incluyendo
la actividad antigénica.

Los polipéptidos HNARA10 de la invencién se pueden preparar de cualquier manera adecuada. Dichos polipépti-
dos incluyen polipéptidos aislados presentes en la naturaleza, polipéptidos producidos recombinantemente, o polipép-
tidos producidos por una combinacién de estos métodos.

En una realizacion, los polipéptidos HNARA10 de la invencidn se pueden preparar por sintesis quimica, por ejem-
plo usando aminodcidos no naturales y/o modificados. De este modo, puede ser ventajoso usar aminodcidos no natu-
rales, por ejemplo D-aminoacidos, para mejorar el tiempo de vida de los polipéptidos, o andlogos de aminoécidos, por
ejemplo formas sulfuradas de aminoécidos.

Los métodos para preparar dichos polipéptidos son conocidos en la técnica.

Por ejemplo, se puede realizar la sintesis quimica de los polipéptidos de la invencién utilizando un procedimiento
de fase sélida. En dicho método, el aminodcido de C-terminal se fija sobre un soporte sélido inerte y comprende
grupos protectores (por ejemplo, BOC o FMOC) del resto alfa-amino. Al final de esta etapa, se separa el grupo
protector y se fija un segundo aminodacido, opcionalmente protegido de manera similar. Los grupos protectores de N-
terminal se separan una vez que se ha fijado cada uno de los aminodcidos, siendo conservados los grupos protectores
posiblemente presentes en las cadenas laterales. Cuando se sintetiza la cadena del péptido, se escinde el péptido
del soporte y se separan los grupos protectores remanentes. Se puede llevar a cabo el acoplamiento utilizando N,N’-
diisopropil-carbodiimina (DIC), entre otros, en un disolvente de DMF o DCM. Esta sintesis en fase s6lida estd descrita
por ejemplo en Stewart J. M. et al., Solid Phase Peptides Synthesis. Pierce Chem. Company, Rockford, 111, 2nd Ed.,
(1984).

Otros polipéptidos segin la invencién comprenden la secuencia de aminodcidos del pohnucleotldo HNARA10 que
posee la secuencia amino completa codificada por el clon cDNA contenido en la ATCC con el nimero de depésito
PTA-315 como se expone mds adelante, asi como los polipéptidos que comprenden la secuencia de aminodcidos del
polinucleétido HNARA10 maduro que posee la secuencia amino completa codificada por el clon cDNA contenido en
la ATCC con el nimero de depdsito PTA-315.

En otro aspecto, la invencion proporciona un péptido o polipéptido que comprende una porcién de un polipéptido
de la invencién que lleva un epitopo. El epitopo de esta porcién de polipéptido es un epitopo inmundgeno o antigénico
de un polipéptido descrito en la presente invencién. Un epitopo inmunégeno se define como una parte de una proteina
que provoca una respuesta de anticuerpos cuando la proteina completa es el inmundgeno. Por otro lado, se define como
un epitopo antigénico una regién de una molécula de proteina a la que se puede unir un anticuerpo.

Otro aspecto de la invencidn se refiere a los polinucle6tidos HNARA10.

A menos que se indique otra cosa, todas las secuencias nucleotidicas determinadas por la secuenciacién de una
molécula de DNA fueron determinadas aqui utilizando un secuenciador automatico de DNA, y todas las secuencias
de aminodcidos de los polipéptidos codificados por las secuencias de DNA determinadas aqui fueron previstas me-
diante traduccion de una secuencia de DNA determinada como anteriormente. Por lo tanto, como es conocido en
la técnica para cualquier secuencia de DNA determinada por este método, cualquier secuencia nucleotidica puede
contener algunos errores. Las secuencias nucleotidicas determinadas automdticamente son tipicamente idénticas al
menos en aproximadamente el 90%, mds tipicamente idénticas al menos en aproximadamente el 95% hasta idénticas
en aproximadamente el 99,9% con respecto a la secuencia nucleotidica real de la molécula de DNA secuenciada.

Los polinucle6tidos HNARA10 incluyen polinucledtidos aislados que codifican los polipéptidos y fragmentos
HNARAI1O0, y los polinucleétidos estrechamente relacionados con ellos, por ejemplo, variantes, derivados y formas
mutadas. Més especificamente los polinucleétidos HNARA10 de la invencién incluyen un polinucleétido que com-
prende la secuencia nucleotidica presentada en la SEQ ID NO: 1 que codifica un polipéptido HNARA10 de la SEQ
ID NO: 2, y un polinucleétido que tiene la secuencia particular de la SEQ ID NO: 1. Los polinucleétidos HNARA10
incluyen ademads un polinucleétido que comprende una secuencia nucleotidica que tiene al menos un 80% de identidad
con una secuencia nucleotidica que codifica el polipéptido HNARA10 de la SEQ ID NO: 2 en toda su longitud, y un
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polinucleétido que es idéntico al menos en un 80% con el que tiene la SEQ ID NO: 1 en toda su longitud. A este
respecto, son particularmente preferidos los polinucledtidos idénticos en al menos un 90%, y son especialmente pre-
feridos aquellos con al menos un 95% de identidad. Ademas, son altamente preferidos aquellos con al menos un 97%
de identidad y son los mds altamente preferidos aquellos con al menos 98-99% de identidad, siendo el mds preferido
el que tiene al menos 99% de identidad. También se incluyen en los polinucle6tidos HNARAT1O las secuencias nu-
cleotidicas que tienen suficiente identidad con una secuencia nucleotidica contenida en la SEQ ID NO: 1 o contenida
en el inserto de cDNA del plasmido depositado en la ATCC con el nimero de depésito PTA-315 para hibridarse en
condiciones ttiles para la amplificacién o para uso como una sonda o marcador. Por otra parte, los polinucleétidos
HNARA10 incluyen una secuencia nucleotidica que tiene al menos un 80% de identidad con una secuencia nucleotidi-
ca que codifica el polipéptido HNARA10, ya sea en forma madura o no, expresada por el inserto de cDNA depositado
en la ATCC con el nimero de depdsito PTA-315 como se expone mds adelante, y una secuencia nucleotidica que
comprende al menos 15 nucleétidos contiguos de tal inserto de cDNA. A este respecto, son particularmente preferidos
los polinucleétidos con al menos un 90% de identidad, y son especialmente preferidos aquellos con al menos 95% de
identidad. Ademas, son altamente preferidos aquellos con al menos 97% de identidad y son los mds altamente prefe-
ridos aquellos con al menos 98-99% de identidad, siendo el mds preferido el que tiene al menos 99% de identidad.
La invencién proporciona también polinucledtidos que son complementarios de todos los polinucleétidos HNARA10
seglin la invencidn.

Un depésito que contiene un cDNA de HNARA10 humano ha sido depositado en la American Type Culture
Collection (ATCC), 10801 University Blvd, Manassas, VA 20110-2209, USA, el 7 de julio de 1999, y ha recibido de
la ATCC el ntimero de dep6sito PTA-315. El material depositado (clon) es pCDNA3 que contiene ademds el cDNA
de HNARAI10 de longitud completa, denominado HNARA10 plasmido humano después del depésito. El inserto de
cDNA esta dentro de lo sitios BamHI y Xbal del vector. La secuencia nucleotidica del polinucleétido contenido en el
material depositado, asi como la secuencia de aminoécidos del polipéptido codificado de ese modo, se controlan en el
caso de cualquier conflicto con alguna descripcién de secuencias en esta memoria.

El depésito se ha realizado en los términos del Tratado de Budapest sobre el reconocimiento internacional del
depdsito de micro-organismos con fines de procedimiento de patente.

El HNARA1O de la invencién estd relacionado estructuralmente con otras proteinas de la familia de receptores
nicotinicos de acetilcolina, como se muestra por los resultados de la secuenciacién del cDNA de la SEQ ID NO: 1
que codifica el HNARA 10 humano. La secuencia de cDNA de la SEQ ID NO: 1 contiene un marco de lectura abierto
(ntimeros de nucledtidos 43 a 1392) que codifica un polipéptido de aproximadamente 450 residuos de aminodcidos
de la SEQ ID NO: 2, con una secuencia lider prevista de aproximadamente 24 residuos de aminodcidos y un peso
molecular deducido de aproximadamente 49,7 kDa. El andlisis de la secuencia de aminodacidos (utilizando SignalP
version 1.1 y software de prediccion TMHMM version 1.0, Centre for Biological Sequence analysis) muestra que la
secuencia proteinica prevista de HNARA10 comprende todas las caracteristicas tipicas de las subunidades alfa de los
receptores nicotinicos de acetilcolina: un péptido sefial previsto, cuatro dominios transmembranales potenciales, dos
residuos de cisteina separados por 13 aminodcidos y un par de residuos de cisteina adyacentes en la region extracelular
del N-terminal prevista (Figura 1). La secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO: 2 tiene aproximadamente 57% de
identidad (usando MEGALIGN version 3.13 con el algoritmo de Jotun-Hein procedente de DNASTAR) en los residuos
de aminoécidos 1-450 con la subunidad alfa 9 de receptor nicotinico de acetilcolina de rata (Swissprot nimero de
acceso P43144) (Figura 2). La secuencia nucleotidica de la SEQ ID NO: 1 tiene aproximadamente 62% de identidad
(usando MEGALIGN version 3.13 con el algoritmo de Jotun-Hein procedente de DNASTAR) en los residuos de
nucledétidos 43-1392 con la secuencia codificadora de la subunidad alfa 9 de receptor nicotinico de acetilcolina de rata
(Genbank nimero de acceso U12336). Un alineamiento de la secuencia de aminoacidos HNARAT1O con la de otras
subunidades conocidas de receptores nicotinicos de acetilcolina de vertebrados (usando MEGALIGN versién 3.13 con
el algoritmo CLUSTAL procedente de DNASTAR) demuestra que la proteina HNARA10 es 1a mds relacionada con el
subgrupo de subunidades de receptor nicotinico homomérico que incluye las subunidades alfa 7, alfa 8 y alfa 9 (Figura

3).

Los polinucleétidos de la presente invencién que codifican el polipéptido HNARA 10 se pueden obtener utilizando
clonacién y cribado convencionales, a partir de una genoteca de cDNA derivada de mRNA en células de musculo
esquelético, hipdfisis o cdclea humanos usando el anélisis del marcador de secuencia expresada (EST) (Adams, M.D.,
et al. Science (1991) 252:1651-1656; Adams, M. D. et al., Nature, (1992) 355:632-634; Adams, M. D., et al., Na-
ture (1995) 377 Supp: 3-174). Los polinucleétidos de la invencién se pueden obtener también de fuentes naturales
tales como genotecas de DNA gendmico o se pueden sintetizar usando técnicas bien conocidas y comercialmente
disponibles.

La secuencia nucleotidica que codifica el polipéptido HNARA10 de 1a SEQ ID NO: 2 puede ser idéntica al poli-
péptido que codifica la secuencia contenida en la SEQ ID NO: 1 (ntimeros de nucleétido 43 a 1392), o puede ser una
secuencia diferente, la cual como resultado de la redundancia (degeneracion) del cédigo genético, codifica también el
polipéptido de la SEQ ID NO: 2.

Como se ha indicado, la invencién proporciona también la forma madura del receptor HNARA10 de la presente
invencién. Segun la hipétesis de la sefial, las proteinas segregadas por células de mamiferos tienen una secuencia
lider sefial o secretora que es escindida de la proteina madura una vez que se ha iniciado la exportacion de la cadena
de proteina creciente a lo largo del reticulo endopldsmico rugoso. La mayor parte de las células de mamiferos e
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incluso de las células de insectos escinden las proteinas segregadas con la misma especificidad. Sin embargo, en
algunos casos, la escision de una proteina segregada no es enteramente uniforme, lo que da como resultado dos o
mas especies maduras de la proteina. Ademads, se ha conocido desde hace tiempo que la especificidad de la escisién
de una proteina segregada se determina en ultima instancia por la estructura primaria de la proteina completa, esto
es su secuencia de aminodcidos. Por lo tanto, la invencién proporciona una secuencia nucleotidica que codifica el
polipéptido HNARA10 maduro que tiene la secuencia de aminodcidos codificada por el clon cDNA contenido en
el hospedante identificado como depdsito PTA-315 de la ATCC. Por polipéptido HNARA10 maduro que tiene la
secuencia de aminodcidos codificada por el clon cDNA contenido en el hospedante identificado como depésito PTA-
315 de la ATCC, se indica la forma madura del polipéptido HNARA10 producida por expresién en una célula de
mamifero del marco de lectura abierto completo codificado por la secuencia de DNA humano del clon contenido en el
vector del hospedante depositado. Como se ha indicado, el polipéptido HNARA10 maduro que tiene la secuencia de
aminodcidos codificada por el clon cDNA contenido en la ATCC con nimero de depésito PTA-315 puede diferir o no
de la forma prevista de proteina HNARA10 “madura” representada en la SEQ ID NO: 2, dependiendo de la exactitud
del sitio de escision pronosticado basado en analisis por ordenador.

Hay disponibles métodos para predecir si una proteina tiene o no una secuencia lider secretora asi como el sitio de
escision de esta secuencia lider. Por ejemplo, se pueden usar los métodos de McGeoch (Virus Res. 3:271-286 (1985))
y von Heinje (Nucleic Acids Res. 14:4683-4690 (1986)).

Cuando se usan los polinucleétidos de la invencién para la produccién recombinante del polipéptido HNARA10, el
polinucleétido puede incluir, por si solo, la secuencia codificadora del polipéptido maduro o un fragmento del mismo;
la secuencia codificadora del polipéptido maduro o fragmento en el marco de lectura con otras secuencias codificado-
ras, tales como las que codifican una secuencia lider o secretora, una secuencia pre-, 0 pro- o prepro-proteina, u otras
porciones de péptido de fusién. Por ejemplo, se puede codificar una secuencia marcadora que facilita la purificacién
del polipéptido fusionado. En ciertas realizaciones preferidas de este aspecto de la invencion, la secuencia marcadora
es un péptido de hexa-histidina, como se proporciona en el vector pQE (Qiagen, Inc.) o en el vector pTracer™ (Invi-
trogen, Inc) y se describe en Gentz et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1989) 86:821-824, o es una marca del epitopo
HA o V5. El polinucleétido puede contener también secuencias 5° y 3’ no codificadoras, tales como secuencias trans-
critas, no traducidas, sefiales de corte y empalme y de poliadenilacién, sitios de unién de ribosomas y secuencias que
estabilizan el mRNA.

Otras realizaciones preferidas son polinucleétidos que codifican variantes HNARA 10 que comprenden la secuencia
de aminoécidos del polipéptido HNARA10 de la SEQ ID NO: 2 en la que varios residuos de aminodcidos, 5-10, 1-5,
1-3, 1-2 0 1 han sido sustituidos, eliminados o afiadidos, en cualquier combinacién.

La invencién se dirige ademas a fragmentos de las moléculas de dcido nucleico aislado descritas en esta memoria.
Por fragmento de una molécula de 4cido nucleico aislado que tiene la secuencia nucleotidica del cDNA depositado o
la molécula de nucleédtido que tiene la secuencia nucleotidica mostrada en la SEQ ID NO: 1, se entienden fragmentos
de al menos aproximadamente 15 nucledtidos, y preferiblemente de al menos aproximadamente 20 nucle6tidos, mas
preferiblemente de al menos aproximadamente 30 nucledtidos, ain mds preferiblemente de al menos aproximadamente
40 nucleétidos, que son utiles como sondas de diagndstico y cebadores. Naturalmente, fragmentos mds grandes de
aproximadamente 50-1500 nucledtidos de longitud son también dtiles segin la presente invencién, como son los
fragmentos que corresponden a la mayor parte, si no a toda, la secuencia nucleotidica del cDNA depositado o como
se muestra en la SEQ ID NO: 1. Por un fragmento de al menos 20 nucleétidos de longitud, por ejemplo, se entienden
fragmentos que incluyen 20 o mds bases contiguas de la secuencia nucleotidica del cDNA depositado o de la secuencia
mostrada en la SEQ ID NO: 1.

En un primer aspecto, los fragmentos de dcido nucleico preferidos segtin la invencién comprenden aquellos que se
pueden usar como sondas de 4cido nucleico.

Por ejemplo, una sonda nucleica segtin la invenciéon comprende la secuencia nucleotidica localizada entre el nu-
cledtido nimero 998 y el nucledtido nimero 1366 de la secuencia presentada en la SEQ ID NO: 1.

Otra sonda nucleica segin la invencién comprende la secuencia nucleotidica localizada entre el nucle6tido nimero
1396 y el nucleétido nimero 1914 de la secuencia presentada en la SEQ ID NO: 1.

En un segundo aspecto, los fragmentos de dcido nucleico preferidos segtin la invencién comprenden una secuencia
nucleotidica que codifica una region antigénica de HNARA10.

Por ejemplo, los fragmentos de 4cido nucleico preferidos segin la invencién comprenden moléculas de 4cido nu-
cleico que codifican un polipéptido que comprende los residuos de aminodcidos desde aproximadamente 84 hasta
aproximadamente 101 de la secuencia de aminodcidos mostrada en la SEQ ID NO: 2, moléculas de 4cido nucleico
que codifican un polipéptido que comprende los residuos de aminoacidos desde aproximadamente 120 hasta apro-
ximadamente 158 de la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 2, moléculas de acido nucleico que codifican un
polipéptido que comprende los residuos de aminodcidos desde aproximadamente 177 hasta aproximadamente 196
de la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 2, moléculas de 4cido nucleico que codifican un polipéptido que
comprende los residuos de aminoacidos desde aproximadamente 207 hasta aproximadamente 226 de la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO: 2, moléculas de acido nucleico que codifican un polipéptido que comprende los residuos

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2358 317 T3

de aminoécidos desde aproximadamente 348 hasta aproximadamente 395 de la secuencia de aminoéacidos de SEQ ID
NO: 2, moléculas de 4cido nucleico que codifican un polipéptido que comprende los residuos de aminoécidos desde
aproximadamente 405 hasta aproximadamente 427 de la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 2, moléculas de
dcido nucleico que codifican un polipéptido que comprende los residuos de aminoécidos desde aproximadamente 179
hasta aproximadamente 196 de la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 2, moléculas de dcido nucleico que codi-
fican un polipéptido que comprende los residuos de aminoacidos desde aproximadamente 357 hasta aproximadamente
374 de la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 2.

La invencién se refiere ademds a los polinucledtidos que se hibridan con las secuencias descritas anteriormente
en esta memoria. A este respecto, la presente invencion se refiere especialmente a polinucleétidos que se hibridan
en condiciones rigurosas con los polinucleétidos descritos aqui antes. Como se usa aqui, el término “condiciones
rigurosas” significa que la hibridacién tendra lugar solamente si hay al menos el 95% y preferiblemente al menos el
97% de identidad entre las secuencias.

Los polinucleétidos de la invencion, que son idénticos o suficientemente idénticos a una secuencia nucleotidica
contenida en la SEQ ID NO: 1 o a uno de sus fragmentos, o al inserto de cDNA del plasmido depositado en la
ATCC con el ntimero de depésito PTA-315 o a uno de sus fragmentos, se pueden usar como sondas de hibridacién
para el cDNA y el DNA gendmico, para aislar los cDNA de longitud completa y los clones genémicos que codifican
HNARA10 y para aislar el cDNA y los clones genémicos de otros genes que tienen una alta similitud de secuencia con
el gen HNARAT10. Tales métodos de hibridacion son bien conocidos por los expertos en la técnica. Tipicamente estas
secuencias nucleotidicas son idénticas en un 80%, preferiblemente idénticas en un 90%, mas preferiblemente idénticas
en un 95% con la de referencia. Las sondas generalmente comprenderdn al menos 15 nucleétidos. Preferiblemente,
tales sondas tendrdn al menos 30 nucledtidos y pueden tener al menos 50 nucledtidos. Las sondas particularmente
preferidas tendrdn entre 30 y 50 nucleétidos.

En una realizacion, la obtencién de un polinucleétido que codifica un polipéptido HNARA 10 comprende las etapas
de cribado de una genoteca apropiada en condiciones de hibridacién rigurosas con una sonda marcada que tiene la
SEQ ID NO: 1 o un fragmento de la misma; y el aislamiento de cDNA de longitud completa y de clones gendémicos
que contienen la secuencia de dicho polinucleétido. Tales métodos de hibridacién son bien conocidos por los expertos
en la técnica. Las condiciones rigurosas de hibridacién son como se han definido antes o alternativamente condiciones
de incubacion durante la noche a 42°C en una solucién que comprende: formamida al 50%, 5x SSC (NaCl 150 mM,
citrato trisédico 15 mM), fosfato de sodio 50 mM (pH 7,6), solucién 5x de Denhardt, sulfato de dextrano al 10% y
20 microgramos/ml de DNA de esperma de salmén batido y desnaturalizado, seguido de lavado de los filtros en 0,1x
SSC a aproximadamente 65°C.

Los polinucleétidos y polipéptidos de la presente invencion se pueden emplear como reactivos y materiales de
investigacién para descubrir tratamientos y diagnésticos para enfermedades de animales y de seres humanos.

La presente invencion se refiere también a vectores recombinantes que comprenden un polinucleétido o polinucle6-
tidos segun la invencién y un sistema de expresion capaz de producir el polipéptido HNARA 10 cuando dicho sistema
de expresion estd presente en una célula hospedante compatible, células hospedantes que se preparan genéticamente
con vectores de la invencidn, y a la produccién de polipéptidos de la invencién por técnicas recombinantes. Se pueden
emplear también los sistemas de traduccion libres de células para producir tales proteinas usando los RNA derivados
de las construcciones de DNA de la presente invencion.

Para la produccién recombinante, se pueden tratar las células hospedantes genéticamente para incorporar siste-
mas de expresion o porciones de los mismos para los polinucleétidos de la presente invencion. La introduccion de
polinucledtidos en las células hospedantes se puede efectuar por métodos descritos en muchos manuales estandar
de laboratorio, tales como Davis et al., Basic Methods in Molecular Biology (1986) y Sambrook et al., Molecular
Cloning: a Laboratory Manual, 2nd Ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (1989) ta-
les como transfeccidn de fosfato de calcio, transfeccion mediada por DEAE-dextrano, transveccion, microinyeccion,
transfeccion catidonica mediada por lipidos, electroporacion, transduccidn, carga por raspado, introduccién balistica o
infeccion.

Los vectores de expresion incluirdn preferiblemente al menos un marcador seleccionable. Tales marcadores inclu-
yen los genes de la dihidrofolato-reductasa o de resistencia a la neomicina para el cultivo de células eucariéticas y de
resistencia a la tetraciclina o la ampicilina para el cultivo de E. coli y otras bacterias.

El inserto de DNA deberia ser preferiblemente ligado a un promotor apropiado, tales como los promotores del
fago bacteriano lambda pL y RP, T3 y T7, los promotores de E. coli lac, trp y tac, los promotores tempranos y tardios
eucariotas SV40, los promotores tempranos inmediatos CMYV, los promotores eucariotas de los LTR retrovirales, tales
como los del Virus del Sarcoma de Rous (RSV) por nombrar algunos. Otros promotores adecuados estdn disponibles
para los expertos en la técnica.

Las construcciones de expresién contendran ademads sitios para la iniciacién y terminacion de la transcripcién y, en
la region transcrita, un sitio de unién al ribosoma para la traduccién. La regién codificadora de los transcritos maduros
expresados por las construcciones incluirdn preferiblemente una iniciacién de la traduccién al principio y un codén de
terminacion (UAA, AGA o UAG) apropiadamente situado en el extremo del polipéptido a ser traducido.
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Los ejemplos representativos de hospedantes apropiados comprenden células bacterianas, tales como células de
estreptococos, estafilococos, E. coli, Streptomyces, Salmonella typhimurium y Bacillus subtilis; células flingicas, tales
como células de levadura y células de Aspergillus; células de insectos tales como células de Drosophila S2 y Spodop-
tera Sf9; células de animales tales como CHO, COS, HeLa, C127, 3T3, BHK, HEK 293 y células de melanoma de
Bowes; y células de plantas.

Se pueden usar una gran variedad de sistemas de expresion. Tales sistemas incluyen, entre otros, sistemas cromo-
somicos, episémicos y derivados de virus, por ejemplo, vectores derivados de pldsmidos bacterianos, de bacteriéfagos,
de transposones, de episomas de levaduras, de elementos de insercion, de elementos cromosdémicos de levaduras, de
virus tales como baculovirus, papovavirus, tales como SV40, vaccinia virus, adenovirus, fowlpox virus, pseudorabies
virus y retrovirus, y vectores derivados de las combinaciones de los mismos, tales como los derivados de elementos
genéticos de pladsmidos y bacteriéfagos, tales como césmidos y fagémidos. En general, se puede usar cualquier sistema
o vector adecuado para mantener, propagar o expresar polinucleétidos para producir un polipéptido en un hospedante.

Entre los vectores preferidos para uso en bacterias estdn los pGE70, pGE60 y pG-9, disponibles de Qiagen, vectores
Phagescript, vectores pBS, vectores Bluescript, pPNH8A, pNH16a, pNH18A, pNH46A, disponibles de Stratagene,
ptrc99a, pKK223-3, pDR540, pRITS disponibles de Pharmacia.

Entre los vectores eucariotas preferidos estdn los pWLNEO, pSV2CAT, pOG44, pXT1 y pSG disponibles de
Stratagene, pSVK3, pBPV, pMSG y pSVL disponibles de Pharmacia, pcDNA3, pcDNA3.1 y pTracerTM disponibles
de Invitrogene. Otros vectores serdn facilmente identificables por los expertos en la técnica.

Se puede insertar la secuencia nucleotidica apropiada en un sistema de expresion por cualquiera de una variedad de
técnicas bien conocidas y rutinarias, tales como, por ejemplo, las presentadas en Sambrook et al., Molecular Cloning,
a Laboratory Manual (cita anterior).

Para la secrecion de la proteina traducida en el lumen del reticulo endoplasmico, en el espacio peripldsmico o en el
entorno extracelular, se pueden incorporar en el polipéptido deseado las sefiales de secrecidn apropiadas. Estas senales
pueden ser endégenas con respecto al polipéptido o pueden ser sefiales heterélogas.

Si se va a expresar el polipéptido HNARA10 para uso en ensayos de cribado, generalmente, se prefiere que el
polipéptido sea producido en la superficie de la célula. En este caso, se pueden recoger las células antes del uso en
el ensayo de cribado. Si el polipéptido HNARA10 se segrega en el medio, se puede recoger el medio con el fin de
recuperar y purificar el polipéptido; si se produce intracelularmente, las células deben ser lisadas en primer lugar antes
de que sea recuperado el polipéptido.

Se pueden recuperar y purificar los polipéptidos HNARA10 a partir de cultivos celulares recombinantes por mé-
todos bien conocidos que incluyen precipitacién con sulfato de amonio o etanol, extraccién con acido, cromatografia
de intercambio anidnico o catidnico, cromatografia en fosfocelulosa, cromatografia de interaccién hidréfoba, croma-
tografia de afinidad, cromatografia en hidroxilapatita y cromatografia en lectina. Lo mds preferiblemente, se emplea
cromatografia de liquidos de alta resolucion para la purificacién. Se pueden emplear técnicas bien conocidas para el
replegamiento de las proteinas para regenerar la conformacién activa cuando el polipéptido se desnaturaliza durante
el aislamiento y/o purificacion.

El polipéptido se puede expresar en una forma modificada, tal como una proteina de fusién, y puede incluir no sélo
seflales de secrecion, sino también regiones heterélogas funcionales adicionales. Por ejemplo, se puede afiadir una
regién de aminodcidos adicionales, particularmente aminodcidos cargados, al N-terminal del polipéptido para mejorar
la estabilidad y la persistencia en la célula hospedante, durante la purificaciéon o durante la posterior manipulacién y
almacenaje. También, se pueden afadir restos peptidicos al polipéptido para facilitar la purificacién. Tales regiones
pueden ser separadas antes de la preparacion final del polipéptido. La adicién de restos peptidicos a los polipéptidos
para provocar secrecion o excrecion, para mejorar la estabilidad y para facilitar la purificacién, entre otros, son métodos
familiares y rutinarios en la técnica. Una proteina de fusion preferida comprende una inmunoglobulina en forma de
region heteréloga que es ntil para solubilizar proteinas. Por ejemplo, el documento EP-A-0.464.533 describe proteinas
de fusién que comprenden varias porciones de regién constante de moléculas de inmunoglobulina junto con otra
proteina humana o parte de la misma. En muchos casos, la parte Fc de una proteina de fusion es ventajosa para uso en
terapia y diagnéstico. Por otro lado, para algunos usos, seria deseable eliminar la parte Fc una vez que la proteina de
fusién haya sido expresada, detectada y purificada. Por ejemplo, este es el caso cuando la porcién Fc demuestra ser un
obstaculo para uso en terapia y diagnéstico, por ejemplo cuando la proteina de fusion se va a usar como antigeno para
inmunizaciones.

Los mamiferos con ciertas enfermedades o con susceptibilidad para ciertas enfermedades, se considera que expre-
san niveles significativamente alterados, mejorados o disminuidos de la proteina HNARA10 y de mRNA que codifica
la proteina HNARA10, cuando se comparan con un mamifero “estdndar” correspondiente, esto es, un mamifero de
la misma especie que no tiene la enfermedad ni presenta una susceptibilidad para la misma. Ademads, se cree que se
pueden detectar niveles significativamente alterados, mejorados o disminuidos de la proteina HNARA10 en ciertos te-
jidos corporales (por ejemplo, tejidos de médula dsea, cerebelo, cerebro, mesencéfalo, médula espinal, terminaciones
nerviosas, retina, mama, hipéfisis, corazon, pulmoén, musculo esquelético, rifion, pancreas, intestino, estémago, coclea,
epitelio) de mamiferos con la enfermedad o que presentan una susceptibilidad para la enfermedad cuando se comparan
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con los tejidos de mamiferos de la misma especie que no tienen la enfermedad ni presentan una susceptibilidad para
la misma. Por lo tanto, la invencién proporciona un método de diagndstico que incluye ensayar el nivel de expresion
del gen que codifica un polipéptido HNARA10 de la presente invencidn en células o fluidos corporales de mamiferos
y comparar el nivel de expresién génica con el nivel de expresion de un polipéptido HNARA 10 estandar, por lo cual,
un nivel de expresion alterado, mejorado o disminuido del gen con respecto al estdndar es indicativo de la enfermedad
o de una susceptibilidad para la enfermedad. Los mamiferos preferidos incluyen monos, simios, gatos, perros, vacas,
cerdos, caballos, conejos y seres humanos.

Las enfermedades que se pueden diagnosticar incluyen pero sin limitarse a ellas, la enfermedad de Alzheimer,
trastornos de memoria, epilepsia, esquizofrenia, corea, sindrome de Tourette, depresion, dependencia de la nicotina,
distrofia muscular, enfermedad de Parkinson, dolor, céncer, dlcera gastrointestinal, trastorno de motilidad gastroin-
testinal, disfuncién endocrina, enfermedad degenerativa neuronal, ictus o trastorno del apetito, actifenos o disfuncién
auditiva.

Por “ensayar el nivel de expresion del gen que codifica un polipéptido HNARA10”, se entiende medir o estimar
cualitativa o cuantitativamente el nivel de una proteina HNARA10 o el nivel del mRNA que codifica un receptor
HNARA10 en una primera muestra bioldgica bien sea directamente (por ejemplo, determinando o estimando el nivel
absoluto de proteina o el nivel absoluto de mRNA) o bien relativamente (por ejemplo comparando con el nivel de
proteina HNARA10 o con el nivel de mRNA en una segunda muestra bioldgica).

Preferiblemente, el nivel de proteina HNARA1O o el nivel de mRNA en la primera muestra biolégica se mide o
estima y se compara con el nivel de una proteina HNARA 10 estdndar o con el nivel de mRNA estandar, siendo tomado
el estandar de una segunda muestra bioldgica obtenida de un individuo que no tiene la enfermedad (ni presenta una
susceptibilidad para la misma). Como se podrd apreciar, una vez que se conoce el nivel de una proteina HNARA10
estandar o el nivel de mRNA estdndar, se puede usar repetidamente como un estandar de comparacion.

Por “muestra biolégica” se entiende cualquier muestra bioldgica, ya sea muestra de tejido o de fluido corporal,
obtenida de un individuo, linea de células, cultivo de tejido, u otra fuente que pueda contener la proteina HNARA10 o
mRNA.

Se puede aislar el RNA celular total a partir de una muestra biolégica utilizando el método de guanidinio-tiocianato-
fenol-cloroformo de una sola etapa descrito en Chomczynski and Sacchi, Anal. Biochem. 162: 156-159 (1987). Se
valoran entonces los niveles de mRNA que codifica el receptor HNARA 10 usando cualquier método apropiado. Estos
métodos incluyen andlisis por transferencia Northern (Harada et al., Cell 63: 303-312 (1990)), cartografia de S1
nucleasa (Fujita et al., Cell 49: 357-367 (1987)), la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), transcripcién inversa
en combinacién con la reaccién en cadena de la polimerasa (RT-PCR) (Fujita et al., Cell 49: 357-367 (1987)), y
transcripcion inversa en combinacidn con la reaccion en cadena de la ligasa (RT-LCR).

La valoracién de los niveles de proteina HNARA10 en una muestra bioldgica puede tener lugar usando técnicas
basadas en anticuerpos. Por ejemplo, se puede estudiar la expresion de la proteina HNARA1O en tejidos con los
métodos inmunohistolégicos clasicos (Jalkanen, M., et al., J. Cell Biol. 101: 976-985 (1985); Jalkanen, M., et al., J.
Cell. Biol. 105: 3087-3096 (1987)). Otros métodos basados en anticuerpos utiles para detectar la expresion génica del
receptor HNARA10 incluyen inmunoensayos, tales como el ensayo de inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA)
y el radioinmunoensayo (RIA).

Se conocen en la técnica marcas adecuadas e incluyen marcas enzimaticas, tales como glucosa-oxidasa, y radioi-
sétopos, tales como yodo (%1, 2'T), carbono (**C), azufre (**S), tritio CH), indio ('*In), y tecnecio (**"Tc¢), y marcas
fluorescentes, tales como fluoresceina y rodamina y biotina.

En adicidn, la invencién proporciona ensayos de diagndstico para diagnosticar o determinar la susceptibilidad para,
entre otros, la enfermedad de Alzheimer, trastornos de memoria, epilepsia, esquizofrenia, corea, sindrome de Tourette,
depresion, dependencia de la nicotina, distrofia muscular, enfermedad de Parkinson, dolor, céncer, dlcera gastrointes-
tinal, trastorno de motilidad gastrointestinal, disfuncién endocrina, enfermedad degenerativa neuronal, ictus, actifenos
y disfuncién auditiva, trastorno del apetito, mediante la deteccién de mutaciones en el gen HNARA 10 por los métodos
descritos mas adelante.

Los 4cido nucleicos para diagndstico se pueden obtener a partir de células de un sujeto, tales como las procedentes
de la sangre, orina, saliva, material de biopsia de tejidos o material de autopsia. El DNA gendmico se puede usar
directamente para la deteccién o se puede amplificar enzimaticamente mediante el uso de la PCR u otras técnicas de
amplificacién antes del andlisis. Los RNA o cDNA se pueden usar también de manera similar. Las deleciones e inser-
ciones se pueden detectar por un cambio de tamaiio del producto amplificado en comparacién con el genotipo normal.
Las mutaciones puntuales se pueden identificar mediante la hibridacién del DNA amplificado con las secuencias nu-
cleotidicas marcadas de HNARA10. Las secuencias perfectamente concordantes se pueden distinguir de los diplex
no concordantes mediante digestion por RNasa o por diferencias en las temperaturas de fusion. Las diferencias en la
secuencia de DNA se pueden detectar también por alteraciones en la movilidad electroforética de los fragmentos de
DNA en geles, con o sin agentes desnaturalizantes, o por secuenciacion directa del DNA. Véase, por ejemplo, Myers
et al., Science (1985) 230:1242. Los cambios de la secuencia en localizaciones especificas se pueden revelar también
mediante ensayos de proteccién por nucleasa, tales como proteccién por RNasa y S1 o el método de escisién quimi-

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2358 317 T3

ca. Véase Cotton et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1985) 85: 4397-4401. En otra realizacién, se puede construir un
montaje de sondas de oligonucleétidos que comprende la secuencia nucleotidica HNARA 10 o fragmentos de la misma
para realizar un cribado eficiente, por ejemplo, de mutaciones genéticas. Los métodos de la tecnologia de montaje son
bien conocidos y tienen aplicabilidad general. Se pueden utilizar para resolver una variedad de cuestiones en genética
molecular incluyendo la expresién génica, nexos genéticos, y variabilidad genética. Véase, por ejemplo: M.Chee et
al., Science, Vol 274, pp 610-613 (1996)).

Las secuencias nucleotidicas de la presente invencién son valiosas también para la identificacién de cromosomas.
La secuencia se marca especificamente y se puede hibridar con una localizacién particular sobre un cromosoma in-
dividual humano. La cartografia de secuencias relevantes para los cromosomas segtin la presente invencién es una
primera etapa importante en la correlacién de estas secuencias con la enfermedad asociada a los genes. En este caso,
se localizé el gen HNARA 10 por hibridacién in situ con fluorescencia (FISH) sobre el cromosoma 12 en una posicién
inmediatamente adyacente al centrémero sobre la rama larga del cromosoma, que corresponde a la banda 12q12 (Figu-
ra 4). Una vez que ha sido cartografiada una secuencia en cuanto a una localizacién cromosémica precisa, la posicién
fisica de la secuencia sobre el cromosoma se puede correlacionar con los datos del mapa genético. Tales datos se
encuentran, por ejemplo, en V. McKusick, Mendelian Inheritance in Man (disponible en Internet a través de la Johns
Hopkins University Welch Medical Library). La relacion entre genes y enfermedades que han sido cartografiadas en
cuanto a la misma regién cromosémica se identifican entonces mediante andlisis de correlacion (herencia conjunta de
genes fisicamente adyacentes).

Se pueden determinar también las diferencias en el cDNA o en la secuencia gendmica entre los individuos afectados
y los no afectados. Si se observa una mutacién en alguno o en todos los individuos afectados pero no en ningin
individuo normal, entonces es probable que la mutacion sea el agente causante de la enfermedad.

Los polipéptidos de la invencién o sus fragmentos o los andlogos de los mismos, o las células que los expresan se
pueden usar también como inmundgenos para producir anticuerpos o fragmentos de anticuerpos inmunoespecificos
para los polipéptidos HNARAT1O. El término “inmunoespecifico” significa que los anticuerpos tienen una afinidad
sustancial para los polipéptidos de la invencién mayor que su afinidad para otros polipéptidos relacionados de la
técnica anterior.

Los anticuerpos generados frente a los polipéptidos HNARA10 se pueden obtener administrando los polipéptidos
o los fragmentos, andlogos o células que llevan epitopos, a un animal, preferiblemente no a un ser humano, utili-
zando protocolos de rutina. Para la preparacion de anticuerpos monoclonales, se puede utilizar cualquier técnica que
proporcione anticuerpos producidos por cultivos continuos de lineas de células. Los ejemplos incluyen la técnica del
hibridoma (Kohler, G. and Milstein, C., Nature (1975) 256:495-497), la técnica del trioma, la técnica del hibridoma
humano de células B (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).

Las técnicas para la produccion de anticuerpos de cadena sencilla (Patente de Estados Unidos No. 4.946.778)
se pueden adaptar también para producir anticuerpos de cadena sencilla frente a los polipéptidos de esta invencion.
También, se pueden utilizar ratones transgénicos, u otros organismos incluyendo otros mamiferos, para expresar anti-
cuerpos humanizados.

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

Los anticuerpos frente a los polipéptidos HNARA10 se pueden emplear también para tratar o para diagnosticar
la enfermedad de Alzheimer, trastornos de memoria, epilepsia, esquizofrenia, corea, sindrome de Tourette, depresion,
dependencia de la nicotina, distrofia muscular, enfermedad de Parkinson, dolor, cdncer, tlcera gastrointestinal, trastor-
no de motilidad gastrointestinal, disfunciéon endocrina, enfermedad degenerativa neuronal, ictus, trastorno del apetito,
actfenos y disfuncion auditiva, entre otras.

Otro aspecto de la invencion se refiere a un método para inducir una respuesta inmunolégica en un mamifero que
comprende inocular al mamifero el polipéptido HNARA10, o un fragmento del mismo, adecuado para producir una
respuesta inmunitaria de anticuerpos y/o de células T para proteger a dicho animal de la enfermedad de Alzheimer,
trastornos de memoria, epilepsia, esquizofrenia, corea, sindrome de Tourette, depresion, dependencia de la nicotina,
distrofia muscular, enfermedad de Parkinson, dolor, cancer, dlcera gastrointestinal, trastorno de motilidad gastroin-
testinal, disfuncion endocrina, enfermedad degenerativa neuronal, ictus, trastorno del apetito, acifenos y disfuncién
auditiva, entre otras. Otro aspecto mds de la invencion se refiere a un método para inducir una respuesta inmunolégica
en un mamifero que comprende, administrar el polipéptido HNARA 10 mediante un vector que dirige la expresion del
polinucleétido HNARA1O0 in vivo con el fin de inducir dicha respuesta inmunoldgica para producir anticuerpos para
proteger a dicho animal de enfermedades.

Otro aspecto de la invencion se refiere a una formulacién (composicién) inmunoldgica/de vacuna que, cuando se
introduce en un hospedante mamifero, induce una respuesta inmunolégica en dicho mamifero frente a un polipéptido
HNARA10, donde la composicién comprende un polipéptido HNARA10 o gen HNARA10. La formulacién de vacuna
puede comprender ademds un vehiculo adecuado. Puesto que el polipéptido HNARA10 se puede descomponer en el
estomago, se administra preferiblemente parenteralmente (incluyendo inyeccién subcutdnea, intramuscular, intrave-
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nosa, intradérmica etc.). Las formulaciones adecuadas para administracion parenteral incluyen soluciones inyectables
estériles acuosas y no acuosas que pueden contener anti-oxidantes, tampones, bacteriostaticos y solutos que hacen que
la formulacién sea isoténica con la sangre del receptor; y suspensiones estériles acuosas y no acuosas que pueden in-
cluir agentes de suspension o agentes espesantes. Las formulaciones se pueden presentar en envases uni-dosis o multi-
dosis, por ejemplo, ampollas selladas y viales y se pueden conservar en un estado liofilizado que requiere solamente la
adicion del vehiculo liquido estéril inmediatamente antes de su uso. La formulacion de la vacuna puede incluir también
sistemas adyuvantes para aumentar la inmunogenicidad de la formulacion, tales como sistemas aceite en agua y otros
sistemas conocidos en la técnica. La dosis dependera de la actividad especifica de la vacuna y se puede determinar
facilmente por experimentacién rutinaria.

Como se ha demostrado en la presente invencion (véase el ejemplo 3), se obtiene una actividad funcional cuando
se usa un receptor (receptor alfa9/alfal0) formado por la asociacién de las dos subunidades alfa9 y HNARA10 de
la familia de receptores nicotinicos de acetilcolina. Por lo tanto, se pueden emplear estas dos subunidades en un
procedimiento de seleccién de compuestos candidatos que se unen con el receptor y que, directa o indirectamente,
activan (agonistas) o inhiben la activacioén (antagonistas) del receptor. De este modo, se pueden utilizar también los
polipéptidos de la invencidn y los polipéptidos codificados por la subunidad @9 para evaluar la unién de sustratos de
moléculas pequeiias y ligandos, por ejemplo, en células, en preparaciones libres de células, en bancos quimicos, y
en mezclas de productos naturales. Estos sustratos y ligandos pueden ser sustratos y ligandos naturales o pueden ser
miméticos estructurales o funcionales. Véase Coligan et al., Current Protocols in Immunology 1 (2): Chapter 5 (1991).

La eleccidén de los compuestos candidatos se puede basar en la similitud con agonistas o antagonistas conocidos de
la familia del receptor. En particular, se pueden usar los antagonistas o agonistas conocidos de la familia de receptores
nicotinicos para determinar los compuestos candidatos a ser seleccionados.

Tales compuestos conocidos incluyen, pero sin limitarse a ellos, acetilcolina, (S)-nicotina, y sus homdélogos ana-
basina y anabaseina, ademads de citisina, epibatidina, anatoxina-a, lobelina, y otros productos naturales de los que se
sabe que activan los subtipos de receptores nicotinicos.

En adicién se han descrito en la bibliograffa andlogos sintéticos que tienen propiedades agonistas en los subtipos
nicotinicos. Estos incluyen ABT-418, SIB-1508Y, SIB1563, RJ-2403 o trans-metanicotina, A-85390, ABT-59%4, y
muchos otros.

Los antagonistas conocidos de subtipos nicotinicos incluyen mecamilamina, dihidro-beta-eritroidina, alfa-conoto-
xinas. Son de particular interés los compuestos que son conocidos por interactuar con receptores nicotinicos que se
sabe que estdn compuestos de una combinacién homomérica de subunidades alfa de receptor nicotinico tales como
alfa 7. Los agonistas conocidos para este subtipo son GTS-21, AR-R1777, mientras que los antagonistas conocidos
son alfa-bungarotoxina, metilicaconitina y alfa-conotoxina Iml. También son de particular interés los compuestos que
se sabe que interactian con el receptor nicotinico que contiene la subunidad alfa 9, tales como los que se encuentran
en las células ciliadas externas de la coclea de vertebrados. Los agonistas conocidos de este subtipo son acetilcolina,
colina y carbacol mientras que los antagonistas conocidos son nicotina, alfa-bungarotoxina, estricnina, ICS-205,930,
bicuculina, d-tubocurarina y atropina.

La similitud de los compuestos candidatos con compuestos que se sabe que activan o inhiben la activacion de la fa-
milia de receptores nicotinicos de acetilcolina puede ser estructural o funcional, o ambas. Por ejemplo, los compuestos
candidatos a seleccionar se pueden elegir partiendo de su semejanza quimica con compuestos conocidos. Otros com-
puestos candidatos se pueden elegir teniendo en cuenta su relacién funcional con la familia de receptores nicotinicos
de acetilcolina.

Otros compuestos candidatos se pueden elegir entre los compuestos que se sabe que estdn implicados en un gran
nimero de procesos bioldgicos y se pueden seleccionar para cribado solamente con esta base.

Los polipéptidos HNARA10 se considera que son responsables de muchas funciones biolégicas, incluyendo mu-
chas patologias. Por consiguiente, es deseable encontrar compuestos y farmacos que estimulen al receptor alfa9/alfal0
por un lado o que puedan inhibir la funcién del receptor alfa9/alfal0. En general, los agonistas se emplean con fines te-
rapéuticos y profilacticos para afecciones tales como la enfermedad de Alzheimer, trastornos de memoria, epilepsia, es-
quizofrenia, corea, sindrome de Tourette, depresion, dependencia de la nicotina, distrofia muscular, enfermedad de Par-
kinson, dolor, céncer, tlcera gastrointestinal, trastorno de motilidad gastrointestinal, disfuncién endocrina, enfermedad
degenerativa neuronal, ictus, trastorno del apetito, actifenos y disfuncién auditiva. Los antagonistas se pueden emplear
para una variedad de fines terapéuticos y profilacticos para afecciones tales como la enfermedad de Alzheimer, trastor-
nos de memoria, epilepsia, esquizofrenia, corea, sindrome de Tourette, depresion, dependencia de la nicotina, distro-
fia muscular, enfermedad de Parkinson, dolor, cdncer, tlcera gastrointestinal, trastorno de motilidad gastrointestinal,
disfuncién endocrina, enfermedad degenerativa neuronal, ictus o trastorno del apetito, actifenos y disfuncién auditiva.

En general, tales procedimientos de seleccidon incluyen producir células apropiadas que expresan los polipéptidos
del receptor de la presente invencidn en la superficie de las mismas. Tales células incluyen células procedentes de
mamiferos, de levaduras, de Drosophila o de E. coli. Las células que expresan un receptor formado por la asociacién
de las subunidades (HNARA10 y @9) (o la membrana celular que contiene el receptor expresado) se ponen entonces
en contacto con un compuesto de ensayo para observar la union, estimulacién o inhibicién de una respuesta funcional.
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Los ensayos pueden analizar simplemente la unién de un compuesto candidato, en el que la adherencia a las células
que llevan un receptor formado por la asociacién de las dos subunidades se detecta por medio de una marca asociada
directa o indirectamente con el compuesto candidato, o en un ensayo que implica la competicién con un competidor
marcado. Ademds, estos ensayos pueden analizar si el compuesto candidato produce o no una sefial generada por la
activacion de un receptor formado por la asociacion de las dos subunidades, usando sistemas de deteccion apropiados
para las células que llevan las subunidades en su superficie. Los inhibidores de la activacion se ensayan generalmente
en presencia de un agonista conocido y se observa el efecto sobre la activacidn por el agonista debido a la presencia
de un compuesto candidato. Los métodos estandar para realizar tales ensayos de seleccién son bien entendidos en la
técnica.

Los ejemplos de antagonistas potenciales de un receptor formado por la asociacion de subunidades HNARA10 y
a9 incluyen anticuerpos o, en algunos casos, oligonucleétidos o proteinas que estdn estrechamente relacionados con
el ligando de las subunidades HNARA10 y @9, por ejemplo, un fragmento del ligando, o moléculas pequefias que se
unen al receptor pero que no provocan una respuesta, de forma que se evita la actividad del receptor.

La invencidn proporciona métodos para tratar condiciones anormales relacionadas tanto con una sobre-actividad
como con una actividad insuficiente de un receptor formado por la asociacion de las subunidades HNARA10 y a9.

En un primer aspecto, la invencién proporciona un método para tratar a un individuo que necesite un nivel alte-
rado, disminuido o inhibido de la expresion de las subunidades HNARA10 y/o alfa 9 o de la actividad del receptor
alfa9/alfal0, que comprende administrar a dicho individuo una composicién farmacéutica que comprende una canti-
dad eficaz de un ingrediente activo capaz de alterar o disminuir la expresion de HNARA10 y/o de alfa 9 o la actividad
del receptor alfa9/alfal0.

En ese caso, hay disponibles varios métodos. Un método comprende administrar como ingrediente activo un com-
puesto inhibidor (antagonista) como se ha descrito antes, junto con un vehiculo farmacéuticamente aceptable, en una
cantidad eficaz para inhibir la activacién mediante el bloqueo de la unién de los ligandos a un receptor formado por la
asociacién de las subunidades HNARA10 y @9, o mediante la inhibicién de una segunda sefial, y aliviar de este modo
la condicién anormal.

En otro método, se pueden administrar como ingrediente activo las formas solubles de los polipéptidos de subu-
nidades HNARA10 y/o alfa9 todavia capaces de unirse al ligando en competicién con las subunidades endégenas
HNARAI1O y/o alfa9. Las realizaciones tipicas de tales competidores comprenden fragmentos de los polipéptidos
HNARA10 y/o alfa9.

En otro método mds, la expresion del gen que codifica las subunidades endégenas HNARA10 y/o alfa9 se puede
inhibir usando técnicas de bloqueo de la expresion. Tales técnicas conocidas incluyen el uso de secuencias antisentido,
ya sean generadas internamente o administradas por separado. Véase, por ejemplo, O’Connor, J Neurochem (1991)
56:560 en Oligodeoxynucleotides as Antisense Inhibitors of Gene Expression, CRC Press, Boca Raton, FL (1988).
Alternativamente, se pueden proporcionar oligonucledtidos que forman hélices triples 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 oligémeros se pueden administrar per se o los oligémeros relevantes se pueden expresar in vivo.

En un segundo aspecto, la invencién proporciona un método para tratar a un individuo que necesita un aumento del
nivel de expresion de HNARA 10 y/o alfa9 o de la actividad de alfa9/alfal0, que comprende administrar a dicho indi-
viduo una composicién farmacéutica que comprende una cantidad eficaz de un ingrediente activo capaz de aumentar
la expresion de HNARA10 y/o de alfa9 o la actividad del receptor alfa9/alfal0.

En ese caso, también hay disponibles varios métodos. Un método comprende administrar como ingrediente activo
una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto que activa el receptor alfa9/alfal0, esto es, un agonista como se
ha descrito antes, en combinacién con un vehiculo farmacéuticamente aceptable, para aliviar de este modo la condicién
anormal.

Alternativamente, se puede emplear terapia génica para efectuar la produccion endégena de un receptor alfa9/alfal0
por las células relevantes del sujeto. Por ejemplo, un polinucleétido de la invencién o un polinucleétido alfa 9 o ambos,
se pueden preparar para expresion en un vector retroviral defectuoso en replicaciéon, como se ha expuesto antes. Los
polinucleédtidos constituyen en este caso el ingrediente activo. Se puede aislar entonces la construccién de expresion
retroviral y se puede introducir en una célula de empaquetado transducida con un vector plasmido retroviral que con-
tiene RNA que codifica los polipéptidos de la presente invencién de tal modo que la célula empaquetadora produce
ahora particulas viricas infecciosas que contienen los genes de interés. Estas células productoras se pueden administrar
a un sujeto para generar células in vivo y la expresion del polipéptido in vivo. Para revisién de la terapia génica, véase
Chapter 20, Gene Therapy and other Molecular Genetic-based Therapeutic Approaches, (y las referencias citadas alli)
en Human Molecular Genetics, T Strachan and A P Read, BIOs Scientific Publishers Ltd (1996).

En otro aspecto, la invencién proporciona composiciones farmacéuticas para prevenir y/o tratar en un sujeto una
enfermedad o la susceptibilidad para una enfermedad relacionada con la actividad de un receptor alfa9/alfal0.

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2358 317 T3

Las composiciones farmacéuticas de la invencién se destinan, pero sin limitarse a ello, al tratamiento y/o preven-
cién de la enfermedad de Alzheimer, trastornos de memoria, epilepsia, esquizofrenia, corea, sindrome de Tourette,
depresion, dependencia de la nicotina, distrofia muscular, enfermedad de Parkinson, dolor, cincer, tlcera gastrointes-
tinal, trastorno de motilidad gastrointestinal, disfuncién endocrina, enfermedad degenerativa neuronal, ictus, trastorno
del apetito, actfenos y disfuncién auditiva, entre otras.

En un primer aspecto, las composiciones farmacéuticas de la invencidn para prevenir y/o tratar en un sujeto una
enfermedad o la susceptibilidad para una enfermedad relacionada con la sobre-actividad del receptor alfa9/alfalO o
con la sobre-expresion de las subunidades HNARA1O y/o alfa9, pueden comprender una cantidad terapéuticamente
eficaz de al menos un antagonista como se ha definido antes, y/o al menos una molécula de 4cido nucleico que inhibe la
expresion de la secuencia nucleotidica que codifica dichas subunidades (secuencia antisentido) y/o al menos péptidos
que compiten con dicho receptor, como se ha expuesto antes.

En un segundo aspecto, las composiciones farmacéuticas de la invencién para prevenir y/o tratar en un sujeto
una enfermedad o la susceptibilidad para una enfermedad relacionada con la sub-actividad del receptor alfa9/alfal0 o
con la sub-expresion de las subunidades HNARA10 y/o alfa9, pueden comprender una cantidad terapéuticamente de al
menos un agonista como se ha definido antes, al menos un polinucleétido segtin la invencién y/o un polinucleétido alfa
9 y/o al menos una secuencia nucleotidica segin la invencién capaz de expresar in vivo polipéptidos de las subunidades
HNARA10 y/o a9 de la invencion.

Las composiciones farmacéuticas en las que al menos se utiliza un polipéptido segin la invencién pueden com-
prender los vectores recombinantes de la invencidn, capaces de expresar in vivo un polipéptido segtin la invencion.
Los polipéptidos segtin la invencidn se pueden usar también “desnudos”, esto es, sin ser insertados en un vector. Se ha
demostrado, en efecto, que algunas secuencias de DNA o RNA se pueden expresar en algunos tejidos sin la ayuda de
un vector de expresion.

Las composiciones farmacéuticas segin la invencién, por ejemplo las que comprenden polipéptidos de la inven-
cidn, tales como la forma soluble de polipéptidos de las subunidades HNARA1O y @9, agonistas y antagonistas o
moléculas pequeiias, se pueden formular en combinacién con un vehiculo farmacéutico adecuado. Tales formula-
ciones comprenden una cantidad terapéuticamente eficaz del polipéptido o compuesto, y un vehiculo o excipiente
farmacéuticamente aceptable. Dichos vehiculos incluyen, pero sin limitarse a ellos, solucién salina, solucion salina
tamponada, dextrosa, agua, glicerol, etanol, y sus combinaciones. La formulacién se debe acomodar al modo de admi-
nistracion, y esta dentro de los conocimientos de los expertos en la técnica. La invencion se refiere ademads a paquetes y
kits farmacéuticos que comprenden uno o mds envases llenos con uno o més de los ingredientes de las composiciones
de la invencién mencionadas antes.

Los polipéptidos y otros compuestos de la presente invencion se pueden emplear solos o conjuntamente con otros
compuestos, tales como compuestos terapéuticos.

Las formas preferidas de administracion sistémica de las composiciones farmacéuticas incluyen inyeccion, tipi-
camente por inyeccién intravenosa. Se pueden usar otras vias de inyeccidn, tales como subcutdnea, intramuscular,
intraesternal, intraarterial o intraperitoneal. Los medios alternativos para administracién sistémica incluyen adminis-
tracién transmucosal y transdérmica utilizando penetrantes tales como sales biliares o 4cidos fusidicos u otros de-
tergentes. En adicidn, si se formulan apropiadamente en formulaciones entéricas o encapsuladas, también puede ser
posible la administracién oral, rectal, intravaginal. La administracién de estos compuestos puede ser también topica
y/o local, en forma de balsamos, pastas, geles y similares.

El intervalo de dosificacién requerido depende de la eleccion de los péptidos, de la via de administracién, de la
naturaleza de la formulacién, de la naturaleza de la afeccion del sujeto, y del criterio del médico que le atiende. Las
dosis adecuadas, sin embargo, estdn en el intervalo de 1 ug/kg/dia a 10 mg/kg/dia del sujeto. Méas preferiblemente,
esta dosis estd al menos entre 0,01 mg/kg/dia y 1 mg/kg/dia. Se pueden esperar variaciones en la dosis necesaria a
la vista de la naturaleza de los compuestos utilizados y de las eficiencias variables de las diferentes vias de adminis-
tracién. Por ejemplo, se podria esperar que la administracion oral requiera dosis mds altas que la administracién por
inyeccion intravenosa. Se pueden ajustar las variaciones en estos niveles de dosis usando rutinas empiricas estdndar
para optimizacién, como es bien conocido en la técnica.

Los polipéptidos usados en el tratamiento se pueden generar también endégenamente en el sujeto, en modalidades
de tratamiento denominadas a menudo como “terapia génica” como se ha descrito antes. Por lo tanto, por ejemplo, se
pueden preparar células de un sujeto con un polinucledtido de la invencién y/o con un polinucleétido que codifica el
polipéptido alfa9, tal como un DNA o RNA, para codificar un polipéptido ex vivo, y por ejemplo, mediante el uso de
un vector pldsmido retroviral. Se introducen entonces las células en el sujeto.

Los ejemplos que siguen se llevan a cabo utilizando métodos estandar, que son bien conocidos y rutinarios para

los expertos en la técnica, excepto cuando se describa otra cosa en detalle. Los ejemplos ilustran, pero no limitan la
invencion.
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Ejemplo 1
Clonacion de cDNA de HNARAI0O

Se identificé en primer lugar una secuencia parcial de cDNA de HNARA10 mediante investigacién de la homo-
logia usando la secuencia proteinica de la subunidad alfa 9 del receptor de acetilcolina de rata (Swissprot nimero
de acceso P43144) frente a la base de datos EST de GeneBank usando el algoritmo tblastn. Se encontré un EST
(AA243627) procedente de una genoteca de cDNA de células B de un centro germinal con aproximadamente 50%
de homologia, que habia sido anotado como un precursor putativo de la cadena alfa 9 del receptor neuronal de ace-
tilcolina. La secuenciacién completa de este clon demostré que estaba truncado en su extremo 5° y contenia parte
(aproximadamente 55%) de la secuencia codificadora de una subunidad de receptor de acetilcolina aparentemente
nueva y una regién 3’ no traducida. La secuencia codificadora 5’ que faltaba, se obtuvo por RACE 5’ y a partir del
DNA genémico humano como se describe en la Figura 5. Los experimentos RACE 5’ se llevaron a cabo a partir del
clon cDNA AA243627 parcial utilizando cDNA de misculo esquelético humano Marathon-ready™ (Clontech Labo-
ratories, Inc). Sin embargo, todos los productos obtenidos mostraron la presencia de un intrén sin corte ni empalme
que no pudo ser pasado por alto por los experimentos RACE. Se obtuvo por tanto la secuencia codificadora situada
en 5’ de este intrén a partir del DNA genémico humano usando el sistema Genome Walker (Clontech). Se realizaron
entonces amplificaciones adicionales por 5° RACE a partir de la secuencia codificadora obtenida de los clones ge-
némicos usando cDNA Marathon-ready™ de misculo esquelético humano que permiti6 la clonacién de la secuencia
codificadora completa, aunque se encontrd en estos clones otro intrén parcialmente empalmado. Se ensambl6 entonces
una secuencia de HNARA10 codificadora de longitud completa mediante el ligamiento conjunto de los productos de
la PCR generados a partir de los clones RACE y clones genémicos, y el clon original AA243627 (Figura 5) en los
sitios BamHI-Xhol del vector de expresion pcDNA3 (Invitrogen Inc). Esta construccién se denominé halOpcm7. La
secuencia del gen se confirmé por la secuenciacién de doble cadena de al menos 3 clones de cada uno de los clones
RACE o gendémicos descritos antes y por la secuenciacién del clon cDNA completo después del ensamblaje. Una in-
vestigacion de ataque de esta secuencia sobre GenBank release 98 demostrd que este gen era realmente completamente
nuevo. Una investigacién similar sobre la base de datos EST de GenBank demostr6 la presencia de otros 15 EST que
contienen una secuencia parcial altamente similar a HNARA 10 (GenBank nimeros de acceso AA005001, AA491394,
AA937958, AA968615, A1002645, AA262389, Al146549, AT139700, AI359800, AI939323, AI673104, AI660069,
AW?207378, AW 135678, AW 149737). Ninguno de ellos contenia la secuencia codificadora 5° del gen HNARA10 que
corresponde a los primeros 66 aminodcidos. Ademas, todas las secuencias EST que corresponden a la regién codi-
ficadora de los aminodcidos 67 a 130 de la proteina HNARA10 demostraron la presencia de intrones sin corte ni
empalme.

Ejemplo 2
Distribucion en los tejidos del mRNA de HNARA 10

Los andlisis de mRNA por transferencia de puntos (dot blot) y transferencia Northern se llevaron a cabo para
examinar la expresion del gen HNARA10 en tejidos humanos, utilizando los métodos descritos, entre otros, por Sam-
brook et al., citado antes. Una sonda de cDNA producida por digestion de la construccién halOpcm7 con las enzimas
de restriccién Sacl y Xhol y que contiene parte del extremo 3’ no codificador del cDNA de HNARA10 fue marcada
con 32P utilizando el sistema de marcaje Megaprime™ (Amersham Pharmacia Biotech), segiin las instrucciones del
fabricante. Después del marcaje, se purificé la sonda utilizando una columna Chroma Spin-100™ (Clontech Laborato-
ries, Inc), segtn el protocolo del fabricante. Se utiliz6 entonces la sonda marcada purificada para examinar diferentes
tejidos humanos en cuanto al mRNA de HNARA10.

Se examin6 un RNA Master blot™ (Clontech Laboratories, Inc) humano que contenia mRNA de 50 tejidos hu-
manos diferentes, con la sonda marcada utilizando la solucién de hibridacién ExpressHyb™ (Clontech) segiin las
instrucciones del fabricante. Después de hibridacién y lavado, se expuso la transferencia a un cribado con fésforo
durante 48 horas antes de un barrido con un procesador de imagenes de fé6sforo STORM (Molecular Dynamics) segtin
los procedimientos recomendados por el fabricante. Los resultados (Figura 6) muestran principalmente una expresién
especifica fuerte de mRNA de HNARA 10 en el musculo esquelético. A un nivel bajo de expresidn, apenas por encima
del ruido de fondo, se detect6 también en algunos otros tejidos.

Se examiné también una transferencia Northern de tejido multiple (MTN) humano (Clontech) que contenia mRNA
de 8 tejidos humanos diferentes, con la sonda marcada utilizando la solucién de hibridacién ExpressHyb™ (Clontech)
segun las instrucciones del fabricante. Después de hibridacién y lavado, se expuso la transferencia a un cribado con
fésforo durante 96 horas antes de un barrido con un procesador de imédgenes de fésforo STORM (Molecular Dynamics)
segun los procedimientos recomendados por el fabricante. Los resultados (Figura 7) confirman la fuerte expresion de
mRNA de HNARA10 en el musculo esquelético en el que estaba marcado un mRNA de 6,4 kb. Se detecté también un
mRNA de tamafio similar en el tejido cardiaco, aunque a un nivel de expresiéon mucho mds bajo.

Debido a su similitud con la subunidad a9 que se expresa en la hipéfisis de la rata, se estudié también la presencia
de mRNA a9 y HNARA1O en la hipéfisis humana por RT-PCR. Los cebadores especificos de @9 y HNARA10 fueron
disenados para detectar la presencia de transcritos @9 y HNARA10 con cortes y empalmes correctos. Se llevé a cabo la
transcripcion inversa sobre el mRNA de la hipdfisis humana y se realizaron 45 ciclos de amplificaciéon por PCR sobre
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el cDNA resultante. Se obtuvieron los productos de la PCR correspondientes al cDNA @9 y HNARA 10 amplificado,
lo que indica que ambas subunidades estaban expresadas en la hipdfisis humana.

Ejemplo 3
Caracterizacion funcional de nAChR que contiene HNARA 10

En oocitos de Xenopus laevis se analiz6 si la subunidad HNARA10 era o no capaz de formar receptores funcionales
de acetilcolina. La inyeccién de cDNA de HNARA10 en los niicleos de los oocitos de Xenopus fallé en la generacién
de receptores funcionales activados por acetilcolina (Ach). La aplicacién de concentraciones de ACh hasta 1 mM no
provoco corrientes en las células inyectadas con esta subunidad sola. Ademas, no se observaron corrientes provocadas
por ACh en los oocitos co-inyectados con los cDNA de las subunidades 82 o 4 de HNARAI1O y humanas. Por
contraste, se registraron corrientes fuertes provocadas por ACh en los oocitos inyectados con los cDNA humanos
de @9 (GenBank nimero de acceso AJ243342) y de HNARAI10. La comparacién de la amplitud de las corrientes
provocadas por acetilcolina en los oocitos inyectados con a9 sola (Fig. 8A) o con la mezcla de ®9-HNARA10 revel6
un notable aumento (aproximadamente cien veces) en la respuesta al agonista cuando estaba presente HNARA10 (Fig.
8B). Para examinar ademds el papel funcional de HNARA 10, se compararon el perfil fisiolégico y farmacolégico de
los receptores reconstituidos en los oocitos inyectados con @9 sola o con la mezcla de @9-HNARA10. Aunque es
sabido que la acetilcolina es el agonista natural de los receptores que contienen a9 y que éstos son inhibidos por la
nicotina (Elgoyhen et al., Cell 79: 705-715 (1994)) hay poca informacién disponible con respecto a otros agonistas.
Recientemente se ha demostrado que la colina en el intervalo milimolar es un potente agonista de los receptores
homoméricos @7 (Alkondon et al., Eur. J. Neurosci. 9: 2734-2742 (1997)). La comparacién de las curvas dosis-
respuesta de las corrientes provocadas o por ACh o por colina no revela diferencias significativas entre los oocitos
inyectados con @9 sola o con la mezcla de ®9-HNARA10 mientras que la amplitud de las corrientes provocadas
fue notablemente mds alta en los oocitos que expresan la mezcla de las dos subunidades. Las curvas dosis-respuesta
obtenidas con carbacol ilustran ademds que, como se espera de a9, este compuesto es un agonista parcial que provoca
aproximadamente el 72% en los oocitos que expresan la mezcla de @9-HNARA10. No se observé una modificacién
significativa de la duracién de las corrientes provocadas por estos agonistas entre los oocitos que expresan a9 y @9-
HNARAT10.

Otros agonistas tipicos de los receptores nicotinicos tales como nicotina, epibatidina o DMPP no provocaron
ninguna respuesta ni en los oocitos que expresan @9 ni en los que expresan a9+HNARA10.

Se ensayo también el efecto de la alfa-bungarotoxina (a-bgt) del veneno de serpiente. Esta toxina bloquea de una
manera casi irreversible los nAChR a7 homoméricos (Palma et al. J. physiol 491: 151-161 (1996)) pero se ha descrito
una unién reversible a-bgt sobre los receptores nicotinicos de las células ciliadas externas de la cdclea del conejillo
de Indias sin embargo, que expresa la subunidad @9 (Lawoko et al. Neurosci. Lett. 195:64-68 (1995)). Los receptores
heteroméricos @9-HNARA 10 fueron bloqueados por a-bgt a una concentracién aproximadamente 10 veces mds alta
(concentracién semi-inhibidora (ICsp) de 18 nM) que la requerida para los receptores @9 (ICs, = 2,1 nM) pero, de
forma interesante, este bloqueo fue invertido totalmente después de un minuto de lavado, una propiedad compartida
también con los receptores @9 homoméricos. El antagonista no competitivo d-tubocurarina también antagoniz6 com-
pletamente las respuestas a ACh de los receptores a9+HNARA 10 asi como las de los receptores @9, aunque las curvas
de inhibicién dependiente de la concentracién no fueron idénticas. Por contraste, el antagonista competitivo dihidro-
p-eritroidina, que bloquea los nAChR neuronales heteroméricos, no tuvo ningtin efecto.

Estos resultados demuestran que HNARA 10, a pesar de su semejanza con las subunidades a7, a8 y @9 de nAChR,
no es capaz de formar un receptor homomérico funcional pero es esencial para hacer completamente funcionales
los nAChR que contienen alfa9. Esto da a entender que las dos subunidades @9 y HNARA10 estdn probablemente
asociadas in vivo.
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REIVINDICACIONES
1. Un método para identificar agonistas del receptor nicotinico de acetilcolina alfa9/alfal0, que comprende:
(a) poner en contacto una célula hospedante modificada con un compuesto candidato; y

(b) determinar si el compuesto candidato tiene o no algin efecto sobre una sefial generada por activacion del
receptor alfa9/alfal0;

en el que la célula hospedante modificada contiene un sistema de expresion que comprende una molécula de DNA
o RNA que constituye un vector recombinante, que comprende un sistema de expresion que es capaz de producir
un polipéptido HNARA10 y un polipéptido alfa9 cuando dicho sistema de expresion estd presente en una célula
hospedante compatible,

y en el que el sistema de expresién que es capaz de producir un polipéptido HNARA 10 comprende:

(a) la secuencia nucleotidica presentada en la SEQ ID NO: 1;

(b) una secuencia nucleotidica que codifica el polipéptido HNARA 10 presentada en la SEQ ID NO: 2;

(c) la secuencia nucleotidica que comprende la secuencia localizada entre los nucledtidos nimeros 43 a 1392
presentada en la SEQ ID NO: 1;

(d) 1a secuencia nucleotidica que codifica un polipéptido que comprende los aminoacidos desde aproximadamente
179 hasta aproximadamente 196 presentada en la SEQ ID NO: 2;

(e) la secuencia nucleotidica que codifica un polipéptido que comprende los aminoacidos desde aproximadamente
357 hasta aproximadamente 374 presentada en la SEQ ID NO: 2;

(f) una secuencia nucleotidica que codifica el polipéptido HNARA 10 expresada por el clon cDNA contenido en la
ATCC ntimero de depésito PTA-315;

(g) una secuencia nucleotidica capaz de hibridarse con la secuencia nucleotidica presentada en la SEQ ID NO: 1 o
con el clon cDNA contenido en la ATCC nimero de depdsito PTA-315;

(h) una secuencia nucleotidica que codifica el polipéptido HNARA10 maduro expresada por el clon cDNA conte-
nido en la ATCC nimero de depédsito PTA-315; o

(i) una secuencia nucleotidica complementaria de cualquiera de las secuencias nucleotidicas definidas en los puntos
(a), (b), (c), (d), (e), (), (g) o (h) anteriores, asi como fragmentos, variantes, derivados y formas mutadas de estas
secuencias nucleotidicas.

2. Un método para identificar antagonistas del receptor nicotinico de acetilcolina alfa9/alfal0, que comprende:

(a) poner en contacto una célula hospedante modificada con un agonista; y

(b) determinar si la sefial generada por dicho agonista disminuye o no en presencia de un compuesto candidato;

en el que la célula hospedante modificada contiene un sistema de expresion que comprende una molécula de DNA
o RNA que constituye un vector recombinante, que comprende un sistema de expresion que es capaz de producir
un polipéptido HNARA10 y un polipéptido alfa9 cuando dicho sistema de expresion estd presente en una célula
hospedante compatible,

y en el que el sistema de expresion que es capaz de producir un polipéptido HNARA 10 comprende:

(a) la secuencia nucleotidica presentada en la SEQ ID NO: 1;

(b) una secuencia nucleotidica que codifica el polipéptido HNARA10 presentada en la SEQ ID NO: 2;

(c) la secuencia nucleotidica que comprende la secuencia localizada entre los nucleétidos nimeros 43 a 1392
presentada en la SEQ ID NO: 1;

(d) la secuencia nucleotidica que codifica un polipéptido que comprende los aminodcidos desde aproximadamente
179 hasta aproximadamente 196 presentada en la SEQ ID NO: 2;
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(e) la secuencia nucleotidica que codifica un polipéptido que comprende los aminoacidos desde aproximadamente
357 hasta aproximadamente 374 presentada en la SEQ ID NO: 2;

(f) una secuencia nucleotidica que codifica el polipéptido HNARA 10 expresada por el clon cDNA contenido en la
ATCC ndmero de depésito PTA-315;

(g) una secuencia nucleotidica capaz de hibridarse con la secuencia nucleotidica presentada en la SEQ ID NO: 1 o
con el clon cDNA contenido en la ATCC nimero de depdsito PTA-315;

(h) una secuencia nucleotidica que codifica el polipéptido HNARA10 maduro expresada por el clon cDNA conte-
nido en la ATCC nimero de depédsito PTA-315; o

(i) una secuencia nucleotidica complementaria a cualquiera de las secuencias nucleotidicas definidas en los puntos
(a), (b), (¢), (d), (e), (), (g) o (h) anteriores, asi como fragmentos, variantes, derivados y formas mutadas de estas
secuencias nucleotidicas.

3. El método de la reivindicacién 1 o 2, en el que el polinucleétido es DNA o RNA.

4. El método de la reivindicacién 1 o 2, en el que la secuencia nucleotidica tiene al menos un 80% de identidad
con la contenida en la SEQ ID NO: 1.

5. El método de la reivindicacién 4, en el que el polinucleétido es el polinucleétido de la SEQ ID NO: 1.
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LISTA DE SECUENCIAS
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Val

aac
Asn

gcc
Ala

cgc
Arg
105

aag
Lys

cge

ctg
Leu
10

gag
Glu

acada
Thr

acc
Thr

cag
Gln

tac
Tyr
S0

gcce
Ala

cac

ggc
Gly

ggc
Gly

aget
Ser

ctg
Leu

gtg
Val
75

cta
Leu

ccc
Pro

gac
Asp

gat

ctt
Leu

cgg
Arg

gcc
Ala

gag
Glu
60

ctg
Leu

cga
Arg

acc
Ser

gcg
Ala

ggc

ctg
Leu

ctg
Leu

ctg
Leu
45

gtg
Val

acc
Thr

tgg
Trp

agt
Ser

cag
Gln
125

gcce

ctt
Leu

gct
Ala
30

aga

Arg

aca
Thr

ctg
Leu

gac
Asp

cot
Leu
110

cct
Pro

gtg

ctg
Leu
15

cZc

Leu

cCcT
Pro

ctg
Leu

tat
Tyr

cc atg ggg ctc cgg
Met Gly Leu Arg

ttt
Phe

aag
Lys

gtg
Val

tcc
Ser

ctg
Leu
80

aat
Asn

tgg
Trp

ggt
Gly

tgg

1

cta
Leu

ctg
Leu

gca
Ala

cag
Gln
65

tgg
Trp

gcc
Ala

cgg
Arg

tce
Ser

gac

ctc
Leu

ttc
Phe

gac
AsSp
50

atec

Ile

ata
Ile

tat
Tyr

cca
Pro

gcce
Ala
130

gcg

cct
Pro

cgt
Arg
35

aca
Thr

atc

Ile

cgg
Arg

ggt
Gly

gac
Asp
115

agc
Ser

ccg

gca
Ala
20

gac

Asp

gac
Asp

gat
Asp

cag
Gln

ggc
Gly
100

atc
Ile

acc
Thr

gcc

54

102

198

246

294

390

438

486
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Asn

atc
ile

gcc
Ala
165

caa
Gln

gtg
Val

gtg
Val

ctg
Leu
245

cct
Pro

GCcg
Ela

gag
Glu

gtc
Val

tgt
Cys
325

cty

Leu

tgt
Cys

Val

acqg
Thr
150

cag
Gln

cre
Leu

gag
Glu

0
(1]

ctg
ieu
230

ccc
Pro

gee
Ala

ctc
Leu

agce
Ser

aca
Thr
310

ggt
Gly

gga
Gly

999
Gly

gga
Gly

Val
135

cgce
Arg

4

cac
His

gat
Asp

aac
Asn

acc
Thr
215

ctg
Leu

tgce
Cys

gac
Asp

acc
Thr

atg
Val
295

ttc
Phe

cee
Pro

cac
His

9499
Gly
375

cge

Leu

age
Ser

tgc
Cys

gtg
Val

gtg
Val
200

tac
Tyr

cte
Leu

gtg
Val

tca
Ser

gtc
Val
280

ceg
Pro

gge
Gly

cge
Arg

cte
Leu

gac
Gly

ttc
Phe

ctc
Leu

aca
Thr

gtc
Val

gca

345

ggc
Gly

gaa

His

tgce
Cys

ctg
Leu
170

ccg
Pro

tgg
Trp

tgc
Cys

cge
Arg

atc
Ile
250

gag
Glu

cag
Gin

atc
1le

gca
Ala

cgc
Arg
330

cgg
Arg

cca

g Pro

cee
Pro

gecc

ES 2358317 T3

Asp

cge

acqg
Thr

cge
Arg

cgc
Arg

tgc
Cys

cge
Arg
235

tcg

Ser

aag
Lys

ttg
Leu

a99
Gly

ctc
Leu
315

cca
Pro

gge
Gly

cct
Pro

cca
Pro

cta

Gly
140

gtg
val

ttc
Phe

gg¢
Gly

gtg
val

tce
Ser
220

gce
Ala

ctg
Leu

gtg
val

ctg
Leu

aag
Lys
300

acc

Thr

gtg
Val

ctg
Leu

gag
Glu

gcg
Ala
380

ctg

Ala

gat
Asp

ggc
Gly

get
Ala

ctg
Leu
205

gag
Glu

gce
Ala

ctt
Leu

tcg
Ser

ctg
Leu
285

tat
Tyr

atc
Ile

cca
Pro

tgc
Cys

tta
Leu
365

ggc
Gly

cac

vVal

gra
Val

tece
Ser

gca
Ala
180

ggc
Gly

ccc
Pro

gee
Ala

gcg
Ala

ctg
Leu
270

gce

Ala

tac
Tyr

ctt
Leu

gee
Ala

gtg
Val
350

tct
Ser

cct
Pro

cac

Arg

gca
Ala

tgg
Trop

175

gece
Ala

atg
Met

tac
Tyr

tac
Tyr

ccg
Pro
255

ggc
Gly

gag
Glu

atg
Mat

atc
Ile

tgg
Trp
335

cgg
Arg

cct
Pro

tgc
Cys

gta

Trp

gce
Ala
160

act
Thr

agc
Ser

ccg
Pro

cecc
Pro

gtg
Val
240G

ctc

Leu

gte
val

age
Ser

gce
Ala

atg
Met
320

gct
Ala

gaa
Glu

agce
Ser

cac
His

gce

Asp
145
tte
Phe

cac
His

ctag
Leu

acg
Ala

gac
Asp
225

tgc
Cys

gee
Ala

acc
Thr

atg
Met

act
Thr
305

adac

Asn

agg
Arg

aga
Arg

cze
Pro

gag
Glu
385

acc

Ala

cecqg
Pro

ggc
Gly

gcg
BRla

cgg
Arg
210

gtc
Val

aac
Asn

ttc
Phe

gtg
Val

cca
Pro
290

atg

Met

ctg
Leu

gcc
Ala

ggg
Gly

cag
Gln
370

cea
Pro

att

Pro

ttc
Phe

999
Gly

gac
Asp
195

<€gg
Arg

acc
Thr

ctyg

Leu

cac
His

ctyg
Leu
275

ccg

Pro

ace
Thr

cat
His

cuc

Leu

gag
Glu
355

tcg

Ser [

cga
Ar

gce

Ala

gac
Asp

cac
His
180
tte
Phe

cge
Arg

tte
Phe

ctyg
Leu

ctg
Leu
260
ctyg
Leu

gcce
Ala

atg
Met

tac
Tyr

ctg

340

tgt

aat

534

582

630

678

726

774

822

870

918

966

1014

1062

1116

1158

1206

1254
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Leu Cys

390

Arg

acce
Thr
405

trc
Phe

cgc
Arg

cgc ctg
Arg Leu

gcc
Ala

atg
Met

acc
Alcs

ctg
Leu

Gln

agc
Ser

cgt

Glu

cac
His

Ggtg
Arg Val

Ala

cga
Arg

ES 2358 317 T3

Leu Leu

395

gct
Ala

gcc
Ala

410

425

gtc
Val
440

atg
Met

atg
Met

agc
Ser

tgagggcrgg
cccacggcca
tcctgagaca
saaggaagtc
ccaagatcac
tcagrgggga
tccTtcetag
agggaaaagg

cgccccaaat

gac
Asp

cgc
Arg

ctc
Leu

ctg
Leu

His

cag
Gln

tte
Phe

Gtg
val
445

His

cgc
Arg

ttc
Phe
430

ctg
Leu

val

tgc
Cys
415

ctg

Leu

gtg
val

gactaagtca cagggatctg ctgcagccac

agtggttgee
cttgacttca
cagagcctgc
agagtacagt
gcacatggat
gtggctgctt
gtcggggatt

ccctgactca

<210>2
<211> 450
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 2

Glv

Leu

Phe

Pro

Arg

Arg

Ala
20

Asp

35

Asp
50

Ile

Ala

Arg Pro

Thr

Arg

Gly

AsSp

Asp

Asp

Gln

Gly

100

Ile

115

Leu

Gln

Met

Glu

85

Leu

Val

ggtctttggg

caatccacaa
cactccecta
cttggaggga
tataatgaga
tgcagggctt
ctcagtcgag

ataaagtaag

His His

Cys Leu

Phe Ala

Thr Leu

55

Asp Glu

70

Ala

Leu Tyr

ccagccagtc
gggagcactc
attccaaaaa
cagaattgtt
aactgaacty
tggctgrtac
tttccagagce

cgtgtaccta

Leu

Gly

Asn

40

Asn

Arg

Asp

Ile

Asn
120

Ser

Ala
25

Tyr

Val

Asn

Ala

Arg

105

Lys

Leu

10
Glu
Thr
Thr
Gln
Tyr

g0

Ile

Ala

Ala
400

Thr

cat
His

gag
Glu

atc
Ile

gcc
Ala

cag
Gln

gcc
Ala

Ile

gac
Asp

ttc
Phe

Ala Asn

aag
Lys
420

tgg
Tro

tte
Phe
435

tece
Ser

ctg
Leu

450

agctcetcca
tctccccact
attgtctaca
aaagaggaac
tgtgctggge
tactgctgca
ctticcctge
aggaggccct

gcaaaaaaaa

Gly Leu

Gly Arg

Ser Ala

Glu
60

Leu

Val
75

Leu
Leu Arg
Ser

Pro

Asp

gaaagggaca
gctcctaaga

caccctaact

tgaggggctc
acagacattt

aaaaaaaaaa

Leu Leu

Ala

Leu

Leu
45

Arg

Val Thr

Leu

Leu
110

Gln
125

Pro

Leu

Leu

Pro

Leu

Tyr

Pro

Val

Pro

1302

1350

1392

1452

1512

1632
1692
1752
1812
1872

1932

Phe
15

Lys

Val

Ser

Leu
80

Asn
95

Trp

Gly
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