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DESCRIPCION
Ensayo de liberacion de neuropéptido para canales de sodio

Esta solicitud reivindica prioridad a la solicitud de patente provisional de Estados Unidos N° 61/485.488, presentada
el 12 de mayo de 2011, la solicitud de Estados Unidos N° de serie 13/155.491, presentada el 08 de junio de 2011, y
la solicitud de Estados Unidos N°® de serie 13/236.117 presentada el 19 septiembre de 2011; cada solicitud se
incorpora especificamente en este documento por referencia en su totalidad.

Campo de la invencion

Se proporcionan animales no humanos genéticamente modificados que expresan canales humanos de sodio
abiertos por voltaje (Na,) o fragmentos de los mismos, en particular Na,1.7 (Scn9A). Se proporcionan ratones
modificados genéticamente Utiles para la identificacién y ensayo de antagonistas para el tratamiento de patologias o
trastornos de dolor crénico asociados con actividad y/o funcién aberrante de Na,1.7. Se proporcionan métodos para
preparar animales no humanos modificados genéticamente que expresan proteina Nay1.7 humana y, como
alternativa, que expresan una proteina Nay1.7 parcialmente humana. Se proporcionan animales no humanos que no
expresan una proteina Nay1.7 endogena.

Antecedentes

Los canales de sodio son proteinas integrales de membrana que forman canales de iones en la membrana
plasmatica de células excitables. Se clasifican como canales de sodio abiertos por voltaje (Nay), que permiten el flujo
de entrada de iones Na* que median los potenciales de accidn en células excitables; y canales de sodio abiertos por
ligando, que se unen a ligando que desencadena el flujo de entrada de iones que conduce a potenciales de accion
similares.

Los canales Nay, como los canales de calcio y potasio, estdn compuestos por una subunidad-o. muy grande y
compleja en la superficie de la célula que incluye cuatro dominios (DI-DIV), cada uno con seis segmentos de hélice-
o transmembrana (S1-S6) e incluyendo un poro que permite el flujo de entrada de iones Na* a la célula (FIG. 1;
véase también Clare 2010 Expert Opin. Investig. Drugs 19(1): 45-62). Para canales Nay, un Unico gen codifica todos
estos dominios. El segmento transmembrana 4 (S4) dentro de cada dominio de los canales Na, contiene
aminoacidos cargados positivamente (FIG. 1) que actian como sensor de voltaje. El bucle intracelular que conecta
los dominios Ill y IV contiene secuencias que estan aparentemente implicadas en la inactivaciéon. Los canales Na,
interaccionan con otras proteinas sobre la superficie celular llamadas subunidades-B, que estan implicadas en la
cinética del canal y las funciones de abertura dependiente de voltaje. Los canales Na, muestran aparentemente
diversas propiedades funcionales y distintos patrones de expresion, que implican funciones especializadas entre los
canales y predispone a algunos para tareas en la transmisién de sefales especificas, por ejemplo, sefiales de dolor.

A pesar de los muchos esfuerzos por dilucidar las propiedades y funciones de canales Na, humanos, el gran tamano
y naturaleza compleja de su estructura hace dificil estudiar los aspectos globales de su actividad bioldgica y su
implicacién en la respuesta del dolor. Esta dificultad esta aumentada por el hecho de que la delecion global es letal;
crias Scn9A” mueren poco después de nacer, aparentemente debido a un fallo en la alimentacion. Por lo tanto,
existe una necesidad en la técnica de composiciones y métodos que suplementen y potencien los actuales sistemas
in vitro (por ejemplo, células transfectadas in vitro que contienen construcciones que expresan canales Na, humanos
en cultivo) empleando enfoques mas sensibles biolégicamente para preparar animales no humanos y células que
incluyan canales Na, humanos completos o canales Nay quiméricos que contengan fragmentos humanos especificos
asociados con la activacion del canal Nay y que puedan funcionar facilitando la respuesta del dolor.

Sumario de la invencion

Se proporcionan animales no humanos, tejidos, y células modificadas por ingenieria genética que expresan una
subunidad-a. de Nay, humano, o un fragmento funcional de la misma, sobre la superficie de una célula. En diversas
realizaciones, la subunidad-o. de Nay es una subunidad-o. de Nay1.7.

En un aspecto, se proporcionan animales no humanos modificados por ingenieria genérica que expresan una
subunidad-o. de Na,1.7 sobre la superficie de una célula proporcionando un sistema in vivo para identificar
antagonistas del canal, y para identificar agentes terapéuticos para el tratamiento de trastornos o sindromes de
dolor, tales como, por ejemplo, dolor crénico, eritromelalgia (IEM) y trastorno de dolor extremo paroxistico (PEPD).

En un aspecto, se proporcionan animales no humanos modificados por ingenieria genética que expresan una
subunidad-o de Nay1.7 sobre la superficie de una célula y proporcionan un sistema para ensayar de forma selectiva
la eficacia y toxicidad de un agente terapéutico sobre formas mutantes o variantes de Na,1.7 humano. En una
realizacién, el agente terapéutico es un compuesto que funciona como bloqueante de canales de sodio. En una
realizacién especifica, el compuesto es un compuesto sintético. En una realizacion, el compuesto sintético se
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selecciona entre lidocaina, mexiletina, carbamazepina, amitriptilina y bifenil pirazoles, o una combinacién de los
mismos. En otra realizacién, el compuesto es una toxina. En una realizacion especifica, la toxina se selecciona entre
tetrodotoxina y neosaxitosina o una combinacion de las mismas.

En una realizacion, se proporcionan animales no humanos modificados por ingenieria genética que expresan una
subunidad-o de Nay1.7 sobre la superficie de una célula y proporcionan un sistema para ensayar de forma selectiva
la funcionalidad (por ejemplo, eficacia) y/o toxicidad de combinaciones de agentes terapéuticos sobre formas
mutantes o variantes de un Na,1.7 humano. En una realizacion, la combinacién de agentes terapéuticos comprende
proporcionar un efecto sinérgico tras la administracion al animal no humano modificado por ingenieria genética. En
una realizacién especifica, la combinacién de agentes terapéuticos comprende al menos dos de un compuesto
sintético, una toxina de origen natural, o una proteina (por ejemplo, un anticuerpo anti-Nay).

En un aspecto, se proporcionan ratones modificados por ingenieria genética que expresan una proteina de canal
Nay humano, especificamente una subunidad-o de Na,1.7 humano. Los ratones se modifican por ingenieria genética
para incluir todo o sustancialmente todo el gen de Na,1.7 humano.

En una realizacién, el gen de Na,1.7 humano remplaza un gen de Na,1.7 de ratén endégeno en el locus endégeno
de Na,1.7 de ratén.

En un aspecto, se proporcionan ratones modificados por ingenieria genética que expresan una subunidad-a de
Nay1.7 quimérica, donde el ratdn incluye una subunidad-a de Nay1.7 de raton modificada con uno o mas bucles de
poro extracelular que contienen una secuencia correspondiente de un gen de Nay1.7 humano.

En una realizacién, la subunidad-o. de Na,1.7 quimérica comprende un bucle de poro extracelular que conecta los
segmentos transmembrana 5 y 6 del dominio | que comprende la secuencia correspondiente del gen de Nay1.7
humano. En otra realizacién, la subunidad-a. de Nay1.7 quimérica comprende un bucle de poro extracelular que
conecta los segmentos transmembrana 5 y 6 del dominio Ill que comprende la secuencia correspondiente del gen de
Nay1.7 humano.

En un aspecto, se proporciona un raton modificado por ingenieria genética que comprende sustancialmente todo el
ADN gendémico humano que codifica una proteina Na,1.7. En otro aspecto, el raton modificado genéticamente
comprende una parte de ADN genémico humano, y el ratén expresa una proteina Na,1.7 quimérica.

En una realizacién, la parte de ADN genémico humano comprende una secuencia humana que codifica el bucle de
poro extracelular que conecta los segmentos transmembrana 5 y 6 del dominio | del gen de Na,1.7 humano. En otra
realizacién, la parte de ADN gendmico humano comprende una secuencia humana que codifica el bucle de poro
extracelular que conecta los segmentos transmembrana 5 y 6 del dominio 11l del gen de Nay1.7 humano.

En un aspecto, se proporciona un raton modificado por ingenieria genética que es capaz de expresar una proteina
Na,1.7 humana o quimérica sobre la superficie de una célula del raton.

En una realizacion, el Na,1.7 es quimérico y comprende un bucle de poro extracelular humano. En una realizacion
especifica, el bucle de poro extracelular humano es el bucle que conecta los segmentos transmembrana 5 y 6 del
dominio |. en otra realizacion especifica, el bucle de poro extracelular humano es el bucle que conecta los
segmentos transmembrana 5y 6 del dominio IIl.

En una realizacion, la célula es una célula excitable. En otra realizacién, la célula es una célula no excitable. En una
realizacién especifica, la célula es una neurona. En una realizacion especifica, la célula es una neurona del ganglio
de laraiz dorsal (DRG). En otra realizacién especifica, la célula es una neurona del ganglio simpatico.

En una realizacion, el gen de Nay1.7 humano o quimérico esta unido de forma funcional a una secuencia lider
humana o de ratén. En una realizacién, la secuencia lider es una secuencia lider de ratén.

En una realizacion, el gen de Na,1.7 humano o quimérico esta unido de forma funcional a un promotor humano o de
raton. En una realizacién especifica, el promotor es un promotor enddégeno del gen de Na,1.7 de ratén.

En una realizacion, el ratén modificado genéticamente comprende un locus del gen de Na,1.7 humano que codifica
una proteina Nay1.7 humana. En otra realizacion, el raton modificado genéticamente comprende un locus del gen de
Na,1.7 quimérico que comprende una secuencia humana que codifica un bucle de poro extracelular que es
sustancialmente humano. En una realizacién especifica, la secuencia humana codifica un bucle de poro extracelular
que conecta los segmentos transmembrana 5 y 6 del dominio | de la proteina Nay1.7 quimérica. En otra realizacion
especifica, la secuencia humana codifica un bucle de poro extracelular que conecta los segmentos transmembrana 5
y 6 del dominio Il de la proteina Na,1.7 quimérica.

En una realizacién, el locus del gen de Na,1.7 comprende un fragmento genémico humano que comprende
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aproximadamente 113 kb de ADN que codifica una proteina Na,1.7 humana. En una realizacion especifica, el locus
del gen de Nay1.7 comprende los exones 2 a 28 de un gen de Nay1.7 humano.

En otra realizacion, el locus del gen de Na,1.7 comprende una secuencia de acido nucleico de un locus del gen de
Na,1.7 humano que comprende aproximadamente 10 kb de ADN que codifica un bucle de poro extracelular de una
proteina Na,1.7 humana. En una realizacién especifica, la secuencia de acido nucleico comprende los exones 7 a 9
de un gen de Nay1.7 humano. En una realizacién especifica, el bucle de poro extracelular es el bucle que conecta
los segmentos transmembrana 5 y 6 del dominio | de una proteina Nay1.7 humana.

En otra realizacion, el locus del gen de Nay1.7 comprende una secuencia de acido nucleico genémica humana que
comprende aproximadamente 2,8 kb de ADN que codifica un bucle de poro extracelular de una proteina Na,1.7
humana. En una realizacion especifica, la secuencia de acido nucleico genémica humana comprende los exones 23
a 25 de un gen de Na,1.7 humano. En una realizaciéon especifica, el bucle de poro extracelular es el bucle que
conecta los segmentos transmembrana 5 y 6 del dominio Ill de una proteina Na,1.7 humana.

En una realizacion, el ratén modificado genéticamente es capaz de expresar una proteina Na,1.7 completamente
humana. En otra realizaciéon, el raton modificado genéticamente es capaz de expresar una proteina Nay1.7
parcialmente humana. En una realizacién especifica, el ratdbn modificado genéticamente es capaz de expresar una
proteina Nay1.7 quimérica que comprende una secuencia extracelular de una proteina Na,1.7 humana.

En una realizacién, la proteina Na,1.7 parcialmente humana comprende un bucle de poro extracelular que contiene
una secuencia humana. En una realizacion especifica, el bucle de poro extracelular se selecciona entre el grupo que
consiste en el bucle que conecta los segmentos transmembrana 5 y 6 del dominio |, y el bucle que conecta los
segmentos transmembrana 5 y 6 del dominio lll. En una realizacién especifica, el bucle de poro extracelular humano
es el bucle que conecta los segmentos transmembrana 5 y 6 del dominio |. En otra realizacion, el bucle de poro
extracelular humano es el bucle que conecta los segmentos transmembrana 5 y 6 del dominio IIl.

En una realizacién, el raton comprende una célula que expresa una proteina Na,1.7 humana. En otra realizacion, el
raton comprende una célula que expresa una proteina Na,1.7 quimérica que comprende uno o mas bucles de poro
extracelular humano. En una realizacion especifica, los bucles de poro extracelular humanos se seleccionan entre el
grupo que consiste en el bucle que conecta los segmentos transmembrana 5 y 6 del dominio |, el bucle que conecta
los segmentos transmembrana 5 y 6 del dominio lll, y una combinacion de los mismos. En una realizacion
especifica, el bucle de poro extracelular humano es el bucle que conecta los segmentos transmembrana 5 y 6 del
dominio |. En otra realizacion, el bucle de poro extracelular humano es el bucle que conecta los segmentos
transmembrana 5 y 6 del dominio lll. En una realizacion, la célula es una célula excitable. En otra realizacién, la
célula es una célula no excitable. En una realizacion especifica, la célula es una neurona. En una realizacién
especifica, la neurona es una neurona DRG. En otra realizacion especifica, la neurona es una neurona del ganglio
simpatico.

En una realizacion, el ratdn comprende una combinacién de una o mas realizaciones y/o aspectos descritos en esta
descripcion.

En una realizacion, el raton modificado genéticamente es una cepa C57BL, y en una realizacion especifica
seleccionada entre C57BL/A, C57BL/An, C57BL/GrFa, C57BL/KaLwN, C57BL/6, C57BL/6J, C57BL/6ByJ,
C57BL/6NJ, C57BL/10, C57BL/10ScSn, C57BL/10Cr, C57BL/Ola. En una realizacion especifica, el ratdbn modificado
genéticamente es una mezcla de una cepa 129 mencionada anteriormente y una cepa C57BL/6 mencionada
anteriormente. En ofra realizacion especifica, el ratén es una mezcla de las cepas 129 mencionada anteriormente, o
una mezcla de las cepas BL/6 mencionadas anteriormente. En una realizacion especifica, la cepa 129 de la mezcla
es una cepa 129S6 (129/SvEvTac).

En un aspecto, se proporciona una célula de ratdn que se aisla de un ratén como se describe en este documento.
En una realizacion, la célula es una célula ES. En una realizacién, la célula es una célula excitable. En otra
realizacién, la célula es una célula no excitable. En una realizacién, la célula es una neurona. En una realizacién
especifica, la neurona es una neurona DRG. En otra realizacion especifica, la neurona es una neurona del ganglio
simpatico.

En otro aspecto, se proporciona una célula; donde la célula alberga una proteina Nay1.7 que comprende una
secuencia humana correspondiente a un bucle de poro extracelular de la proteina del canal Na,1.7.

En una realizacion, la célula es una célula neuronal. En una realizacion especifica, la célula se selecciona entre una
célula del ganglio de la raiz dorsal (DRG), una célula del ganglio trigémino y una neurona del ganglio simpatico. En
una realizacion especifica, la célula es una célula DRG que expresa una proteina Na,1.7 que comprende un bucle
humano seleccionado entre el bucle que conecta los segmentos transmembrana 5 y 6 del dominio I, el bucle que
conecta los segmentos transmembrana 5 y 6 del dominio Il, el bucle que conecta los segmentos transmembrana 5 y
6 del dominio Ill, el bucle que conecta los segmentos transmembrana 5 y 6 del dominio IV, y una combinacion de los
mismos. En una realizacion, el bucle humano es el bucle que conecta los segmentos transmembrana 5 y 6 del
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dominio I. En una realizacién, el bucle humano es el bucle que conecta los segmentos transmembrana 5 y 6 del
dominio Il1.

En una realizacion, la célula esta inmortalizada.

En un aspecto, se proporciona un embrién de ratén, donde el embrién comprende una célula ES donante que se
obtiene de un ratén como se describe en este documento.

En un aspecto, se proporciona un vector de direccionamiento, que comprende una secuencia de &cido nucleico
gendémico humano que contiene un gen de Nay,1.7 humano un fragmento del mismo y un casete de seleccién. En un
aspecto, se proporciona un vector de direccionamiento que comprende una secuencia de acido nucleico genémico
humano de ~113 kb que comprende los exones 2 a 28 de un gen de Na,1.7 humano y un casete de higromicina. En
otro aspecto, se proporciona un vector de direccionamiento, que comprende una secuencia de acido nucleico
gendmico humano de ~10 kb que comprende los exones 7 a 9 de un gen de Na,1.7 humano y un casete de
neomicina. En otro aspecto, se proporciona un vector de direccionamiento, que comprende una secuencia de acido
nucleico genémico humano de ~2,8 kb que comprende los exones 23 a 25 de un gen de Na,1.7 humano y un casete
de neomicina.

En un aspecto, se proporciona una proteina Na,1.7 fabricada por un ratén como se describe en este documento,
donde la proteina Nay1.7 comprende una secuencia humana codificada por un fragmento de un gen de Na,1.7
humano seleccionado entre el grupo que consiste en los exones 2 a 28, exones 7 a 9, y exones 23 a 25 de un gen
de Nay1.7 humano. En un aspecto, el fragmento del gen de Na,1.7 humano es los exones 2 a 28. En otro aspecto, el
fragmento del gen de Na,1.7 humano es los exones 7 a 9. En otro aspecto, el fragmento humano del gen de Na,1.7
humano es los exones 23 a 25.

En una realizacion, la proteina Na,1.7 se reconstituye en una vesicula. En una realizacion, el Na,1.7 esta presente
en una preparacion de vesicula de un ratén como se describe en este documento.

En un aspecto, se proporciona un método para crear un ratdbn que exprese una proteina Nay1.7 completa o
parcialmente humanizada en una superficie de una célula excitable, que comprende (a) modificar genéticamente una
célula ES de raton remplazando una o méas secuencias de ADN de raton de Na,1.7 con una 0 mas secuencias de
ADN de Na,1.7 humano para formar una célula ES donante de ratén; (b) introducir la célula ES donante de ratén en
un embrién de ratén hospedador para formar un embrién modificado; (c) gestar el embrién modificado en un ratén
adecuado; y (d) obtener una cria de ratdon que exprese la proteina Na,1.7 completa o parcialmente humanizada
sobre la superficie de una célula excitable de la cria de raton.

En una realizacion, la una o mas secuencias de ADN de Nay1.7 humano se seleccionan entre los exones 2 a 28 de
un gen de Nay1.7 humano, los exones 7 a 9 de un gen de Na,1.7 humano y los exones 23 a 25 de un gen de Na,1.7
humano.

En una realizacion, la una o méas secuencias de ADN de Na,1.7 humano es toda o sustancialmente toda una
secuencia de ADN de Na,1.7 humano. En una realizacion especifica, la secuencia es los exones 2 a 28 de un gen
de Nay1.7 humano. En otra realizacion especifica, la secuencia es los exones 7 a 9 de un gen de Nay1.7 humano.
En otra realizacion especifica, la secuencia es los exones 23 a 25 de un de Na,1.7 humano.

En un aspecto, se proporciona un ratén que expresa una subunidad-a. de Na,1.7 humano a partir de un locus de
Na,1.7 de raton endégeno, donde el ratéon expresa una subunidad-f§ de Na, de ratén endégena, y donde el raton
expresa una proteina Nay endégena seleccionada entre el grupo que consiste en Na,1.6, Na,1.8, y Na,1.9.

En una realizacion, la subunidad-o. de Na,1.7 humano es una subunidad-o de Na,1.7 variante, donde la variante
comprende una sustitucién de aminoacido que comprende Q10R, 1136V, F216S, S241T, N395K, V400M, L823R,
1848T, L858H, L858F, A863P, V872G, F1449V, o una combinacién de las mismas.

En una realizacion, la subunidad-o de Nay1.7 humano es una subunidad-a de Nay1.7 variante, donde la variante
comprende una sustitucion de aminoacido que comprende R996C, V1298D, V1298F, V1299F, 11461T, F1462V,
T14641, M1627K, A1632E, o una combinacién de las mismas.

En una realizacion, la subunidad-o de Nay1.7 humano es una subunidad-o de Nay1.7 variante, donde la variante
comprende una sustitucion de aminoacido que comprende F1200L, 11235L, o una combinacién de las mismas.

En una realizacion, la subunidad-a de Nay1.7 humano es una subunidad-a de Na,1.7 truncada, donde la proteina de
subunidad-a de Na,1.7 truncada finaliza en un resto de aminoacido seleccionado entre 259, 277, 328, 459, 693, 767,
830, 897, 1488, 1659 y 1689. En una realizacion especifica, la proteina de subunidad-o de Na,1.7 truncada finaliza
en el resto de aminoéacido 693. En otra realizacion especifica, la proteina de subunidad-o. de Nay1.7 truncada finaliza
en el resto de aminoacido 1488.
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En un aspecto, se proporciona un método para preparar una linea celular a partir de una célula que expresa una
secuencia de Na,1.7 humano, que comprende obtener una célula que expresa una secuencia de Na,1.7 humano de
un raton como se describe en este documento, aislar y clonar la célula, y mantener la célula aislada y clonada en
cultivo. En una realizacién, el método comprende adicionalmente inmortalizar la célula. En una realizacién, la célula
es una célula neuronal, por ejemplo, una neurona del ganglio de la raiz dorsal (DRG).

En un aspecto, se proporciona un método para preparar una linea celular inmortalizada a partir de una célula aislada
de un ratén como se describe en este documento, que comprende proporcionar una célula aislada que expresa un
canal Nay1.7 humano, quimérico o humano variante, transfectar la célula aislada con un vector que codifica un
oncogén y un marcador de seleccion (por ejemplo, neomicina), cultivar las células en cultivo bajo seleccién para
permitir la expansion de células que se han transfectado con el vector retroviral, seleccionar una célula transfectada
del cultivo que contiene el vector, aislar las células que contienen el vector por tratamiento con tripsina y dilucién
limitante de la célula transfectada en cultivo, y crear una linea celular clonal a partir del clon aislado que ha
sobrevivido a la seleccién por pase en un nuevo cultivo.

En una realizacion, la célula aislada es una neurona. En una realizacion, la célula aislada es una neurona DRG.

En una realizacion, el canal Na,1.7 humano esta codificado por los exones 2-28 de un gen de Na,1.7 humano. En
otra realizacion, el canal Na,1.7 quimérico esta codificado por una secuencia gendomica que comprende una
secuencia de un gen de Na,1.7 humano que codifica una secuencia extracelular de un gen de Na,1.7 humano.

En una realizacién, la secuencia extracelular codifica una secuencia de bucle de poro. En una realizacion especifica,
la secuencia de bucle de poro se selecciona entre un bucle que conecta los segmentos transmembrana 5 y 6 del
dominio | y un bucle que conecta los segmentos transmembrana 5 y 6 del dominio lll. En una realizacion especifica,
el bucle de poro es el bucle que conecta los segmentos transmembrana 5 y 6 del dominio I. En otra realizacion, el
bucle de poro es el bucle que conecta los segmentos transmembrana 5 y 6 del dominio ll.

En un aspecto, se proporciona un método para identificar un antagonista de una proteina Na,1.7 humana, que
comprende exponer un ratén como se describe en este documento a un antagonista sospechoso de Na,1.7 humano,
y determinar un efecto del antagonista sobre la funcién de Na,1.7 en el ratén.

En una realizacion, la determinacion del efecto del antagonista comprende medir la presencia o ausencia de una
accion potencial tras estimulacion de una célula que comprende el Nay1.7 humano.

En una realizacion, el antagonista es especifico para Na,1.7 y no muestra actividad antagonista con respecto a
Na,1.6, Na,1.8, y Na,1.9.

En un aspecto, se proporciona un método para determinar la actividad de union de un agente terapéutico que se une
a una secuencia de Na,1.7 humano, que comprende poner en contacto el agente terapéutico con una célula que
expresa una secuencia de Nay,1.7 humano, y determinar si el agente terapéutico se une a la secuencia de Na,1.7
humano. En una realizacion, la célula se obtiene de un ratébn como se describe en este documento.

En una realizacion, la célula es una célula neuronal. En una realizacidon especifica, la célula se selecciona entre una
célula del ganglio de la raiz dorsal (DRG), una célula del ganglio trigémino y una neurona del ganglio simpatico. En
una realizacion especifica, la célula es una célula DRG que expresa una proteina Na,1.7 que comprende un bucle
humano seleccionado entre el grupo que conecta los segmentos transmembrana 5 y 6 del dominio |, el bucle que
conecta los segmentos transmembrana 5 y 6 del dominio Il, el bucle que conecta los segmentos transmembrana 5 y
6 del dominio Ill, el bucle que conecta los segmentos transmembrana 5 y 6 del dominio IV, y una combinacion de los
mismos. En una realizacion, el bucle humano es el bucle que conecta los segmentos transmembrana 5 y 6 del
dominio I. En una realizacién, el bucle humano es el bucle que conecta los segmentos transmembrana 5 y 6 del
dominio lll.

En una realizacion, la célula esta inmortalizada.

En una realizacién, el agente terapéutico se une a un Na,1.7 humano pero no se une a una secuencia de Na,1.7
seleccionada entre una de raton, de rata, de mono, y una combinacion de las mismas.

En una realizacién, el agente terapéutico que se une a la secuencia de Na,1.7 humano se selecciona entre una
benzodiacepina, una benzazepinona, una tetrodotoxina, una dicarboxamida de bifenil pirazol, un bloqueante de
canales de sodio (por ejemplo, amitriptilina, mexiletina, lidocaina, carbamazepina, bifenil pirazoles), un antagonista
tipo-T de piperidina (por ejemplo, Z123212), y analogos de los mismos.

En una realizacién, el agente terapéutico que se une a la secuencia de Na,1.7 humano se selecciona entre una
proteina de unién que comprende una Vy y/o Vi de inmunoglobulina o fragmento de unién a Na,1.7 de la misma, un
anticuerpo, un anticuerpo biespecifico, una inmunoadhesina, un ligandocuerpo, pepticuerpo, y un anticuerpo de
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dominio (por ejemplo, dAb). En una realizacion especifica, el agente terapéutico comprende una inmunoglobulina
humana o regién variable de receptor de células T. En una realizacién especifica, el agente terapéutico es un
anticuerpo humano.

En un aspecto, se proporciona un sistema in vitro para identificar un antagonista de una proteina Na,1.7 humana,
que comprende aislar un componente que contiene Na,1.7 de un raton como se describe en este documento,
exponer el componente a un antagonista sospechoso de Na,1.7 humano, y determinar un efecto del antagonista
sobre la funcién de Na,1.7. En una realizacion, el componente que contiene Nay1.7 es una fraccion de membrana.
En una realizacion, el componente que contiene Nay1.7 es una célula. En una realizacion, el componente que
contiene Nay1.7 es un tejido del raton.

En una realizacién, la determinacion del efecto comprende medir la presencia o ausencia de una respuesta
dependiente de Na,1.7 en una célula derivada de un ratén como se describe en esta descripcion. En una realizacion,
la respuesta es un potencial de accion.

En un aspecto, se proporciona un método para la identificacion de un modulador de un canal Na,1.7 humano,
quimérico o variante, que comprende exponer un ratén como se describe en este documento a un compuesto de
ensayo y detectar la actividad o inactividad del canal Na,1.7. En una realizacién, el método comprende ensayar
compuestos de ensayo que modulan el flujo de iones sodio del canal Nay1.7. En oftra realizaciéon, el método
comprende emplear la tecnologia de pinzamiento zonal. En una realizacion especifica, el método se usa para
identificar compuestos fisiolégicamente activos Utiles para el tratamiento una patologia del cerebro. En una
realizacién, la patologia del cerebro se selecciona entre convulsiones, ataques epilépticos, trastornos de panico,
trastornos de hiperactividad, depresion, trastornos obsesivo-compulsivos, demencia, déficit de memoria, déficit de
atencién, obesidad, ansiedad, trastornos alimenticios, adiccién y abuso de la droga, deseo sexual alterado,
enfermedad de Parkinson y enfermedad de Alzheimer. En otra realizacién, la patologia esta relacionada con una
respuesta visceral originada en el sistema limbico. En una realizacion, la respuesta visceral se selecciona entre
respiracion y funcién gastrointestinal.

En una realizacion, el modulador aumenta la actividad del canal Na,1.7. En otra realizacion, el modulador disminuye
la actividad del canal Na,1.7.

En una realizacién, el canal Na,1.7 humano, quimérico o humano variante esta asociado con un trastorno del dolor.
En una realizacién especifica, el trastorno del dolor se selecciona entre insensibilidad congénita al dolor (CIP),
eritromelalgia (IEM), y trastorno de dolor extremo paroxistico (PEPD).

En un aspecto, se proporciona un método para determinar la probabilidad de enfermedad resultante de un canal
Nay1.7 variante, que comprende identificar mutaciones en uno o mas sitios dentro una secuencia de &cido nucleico
de un gen de Na,1.7 aislado de una célula de un ratén como se describe en este documento que codifica una regién
N-terminal intracelular, un bucle extracelular en el dominio I, un bucle intracelular entre los dominios | y Il, un bucle
intracelular entre los dominios | y lll, una regién intramembrana del dominio Il, o cualquier combinacién de los
mismos, donde las mutaciones identificadas codifican una proteina de canal Na,1.7 que presenta un cambio en la
funcién no observado en un canal Na,1.7 no variante.

En una realizacion, el canal Na,1.7 humano, quimérico o humano variante esta asociado con un trastorno del dolor.
En una realizacién especifica, el trastorno del dolor se selecciona entre insensibilidad congénita al dolor (CIP),
eritromelalgia (IEM), y trastorno de dolor extremo paroxistico (PEPD).

En un aspecto, se proporciona un método para seleccionar una serie o lote de una preparacion farmacéutica que
contiene un agente terapéutico que se une a una secuencia de Na,1.7 humano, que comprende exponer una célula
que alberga una proteina Nay1.7 que comprende al menos una secuencia humana contigua a una muestra de la
serie o lote de la preparacién farmacéutica, determinar si la muestra se une a la célula, y seleccionar una serie o lote
que corresponda a la muestra que se uni6é a al menos una secuencia humana contigua. En una realizacion, la al
menos una secuencia humana contigua codifica un bucle de poro extracelular de la proteina Na,1.7. En una
realizacién especifica, el bucle de poro extracelular de la proteina Na,1.7 se selecciona entre el bucle que conecta
los segmentos transmembrana 5 y 6 del dominio |, el bucle que conecta los segmentos transmembrana 5 y 6 del
dominio Il, el bucle que conecta los segmentos transmembrana 5 y 6 del dominio Ill, el bucle que conecta los
segmentos transmembrana 5 y 6 del dominio IV, y una combinacién de los mismos. En una realizacién, el bucle de
poro extracelular es el bucle que conecta los segmentos transmembrana 5 y 6 del domino I. En una realizacion, el
bucle de poro extracelular es el bucle que conecta los segmentos transmembrana 5 y 6 del domino Il1.

En una realizacion, la serie o lote de preparacion farmacéutica comprende un compuesto no proteico de union a
Na,1.7 humano. En una realizacion, la serie o lote de preparacion farmacéutica comprende una proteina que se une
a un Na,1.7 humano. En una realizaciéon especifica, la preparacion farmacéutica que comprende una proteina
incluye un anticuerpo.

En una realizacion, la célula que alberga una proteina Na,1.7 que comprende al menos una secuencia humana
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contigua esta en un ratéon en el momento en que la muestra de la serie o lote de la preparacion farmacéutica se
expone a la célula.

En un aspecto, se proporciona un método para determinar la eficacia de una proteina de union a Na,1.7 para mediar
una respuesta resultante de un estimulo nociceptivo, que comprende exponer un raton como se describe en este
documento a la proteina de unién a Na,1.7 y medir una respuesta nociceptiva del ratén al estimulo, donde una
respuesta nociceptiva atenuada del ratdn es un indicador de eficacia de la proteina de unién a Na,1.7.

En una realizacion, la eficacia se determina para una serie o lote de preparacion farmacéutica. En una realizacion
especifica, la eficacia se determina como una etapa de aseguramiento de la calidad o control de la calidad en la
fabricacién de la preparacion farmacéutica para su uso en seres humanos.

En un aspecto, se proporciona un método para vincular selectivamente un receptor diana sobre la superficie de una
célula neuronal, que comprende: poner en contacto una célula aislada de un ratén como se describe en este
documento con uno o més mediadores inflamatorios, vinculando selectivamente de este modo el receptor diana; vy,
medir la liberacién de un neuropéptido.

En una realizacién, el método se emplea como ensayo funcional para seleccionar un antagonista para el receptor
diana.

En una realizacion, el receptor diana es una canal de sodio. En una realizacion especifica, el canal de sodio es
Na,1.7.

En una realizacién, la célula neuronal es una célula del ganglio de la raiz dorsal (DRG).

En una realizacién, el uno o mas mediadores inflamatorios se seleccionan entre prostaglandina E», bradicinina,
capsaicina, protones, pH bajo, y un factor neurotréfico.

En una realizacion, el neuropéptido es péptido relacionado con el gen de calcitonina (CGRP).

En una realizacion, se proporciona un método para vincular selectivamente una proteina Nay1.7 sobre la superficie
de una DRG, que comprende exponer una DRG aislada de un ratén como se describe en este documento, a uno o
mas mediadores inflamatorios vinculando selectivamente de ese modo Nay,1.7 y medir la liberacion de CGRP.

En una realizacién, el uno o0 mas mediadores inflamatorios comprenden prostaglandina E», bradicinina y capsaicina.

En una realizacién, el método se emplea como ensayo funcional para seleccionar un antagonista para Na,1.7. En
una realizacién especifica, el antagonista es un anticuerpo.

En un aspecto, se proporciona un método para identificar un antagonista de Na,1.7, que comprende: proporcionar ex
vivo una célula que expresa una proteina Na,1.7 humana o quimérica; poner en contacto la célula con un agente se
une a la proteina Nay1.7 humana o quimérica; después de un periodo de tiempo subsecuente, poner en contacto la
célula con uno o mas mediadores inflamatorios; después de otro periodo de tiempo subsecuente, determinar la
cantidad de péptido relaciona con el gen de calcitonina (CGRP) liberado de la célula; y, comparar la cantidad de
CGRP liberado de la célula en presencia del agente que se une a la proteina Na,1.7 humana o quimérica con una
muestra de referencia, donde un aumento en la liberacion de CGRP sobre la muestra de referencia indica inhibicién
de Na,1.7; y, determinar si el agente inhibe Ia funcién de Na,1.7.

En una realizacién, la célula puede ser una célula no humana, preferiblemente una célula animal no humana. En una
realizacién adicional, la célula puede ser una célula humana o no humana que expresa de forma exégena la proteina
Na,1.7 humana o quimérica. "Expresion exdgena" de ese modo significa que la célula estd genéticamente
modificada para expresar la proteina Nay1.7 humana o quimérica y no expresaria esta proteina sin modificacion
genética. La modificacion genética puede incluir introduccion de un gen que codifica la proteina Na,1.7 humana o
quimérica en una célula que no contiene dicho gen en su genoma (tal como una célula no humana), o cualquiera de
sus precursores. La modificacion genética también puede incluir la introduccion de un gen que codifica la proteina
Na,1.7 humana o quimérica en una célula que ya contiene dicho gen en su genoma (tal como una célula humana), o
cualquiera de sus precursores, donde el gen introducido esté bajo el control de un promotor o promotores diferentes
de los que controlan dicho gen ya presente en el genoma. Como ejemplo, las células humanas que expresan de
forma exdgena una proteina Nay1.7 humana o quimérica pueden ser células HEK293 modificadas por ingenieria
para expresar de forma estable proteina Na,1.7 humana.

En una realizacién, el agente es un anticuerpo. En una realizaciéon especifica, el anticuerpo es humano. En una
realizacién, el agente es un péptido. En una realizacién, el agente es un compuesto organico no proteico. En una
realizacién, el compuesto organico no proteico se selecciona entre el grupo que consiste en &cidos 2-alquil-
alcanoicos (por ejemplo, &cido valproico y analogos del mismo), &cidos 3-alquilamino-alcanoicos (por ejemplo,
gabapentina y andlogos de la misma), 1-benzazapin-2-onas, bupivicaina, capsaicinas, flecainida, flunarizina,
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lidocaina, mexiletina, fenitoina, propafefenona, prostaglandinas, quinidina, saxitoxina, tetracaina, tetrodotoxina, y
andlogos de los mismos.

En una realizacién, el uno o mas mediadores inflamatorios se seleccionan entre prostaglandina E,, bradicinina,
capsaicina, protones, pH bajo, y un factor neurotréfico. En una realizacion especifica, el uno o mas mediadores
inflamatorios son prostaglandina Ez, bradicinina, y capsaicina.

En una realizacion, la célula es una célula neuronal. En una realizacion especifica, la célula neuronal es una célula
del ganglio de la raiz dorsal (DRG). En una realizacién especifica, la célula es una célula DRG de raton. En una
realizacién, la célula se aisla de un ratébn como se describe en este documento. En una realizaciéon especifica, la
célula es una célula DRG asilada de un ratén como se describe en este documento.

En una realizacion, la cantidad de CGRP liberado en presencia del agente que se une a la proteina Na,1.7 humana
0 quimérica es aproximadamente 1,5 veces, aproximadamente 2 veces, aproximadamente 3 veces,
aproximadamente 4 veces, aproximadamente 5 veces, aproximadamente 6 veces, aproximadamente 7 veces,
aproximadamente 8 veces, aproximadamente 9 veces, aproximadamente 10 veces, aproximadamente 15 veces, o
aproximadamente de 15 veces a aproximadamente 20 veces superior que la muestra de referencia. En una
realizacién especifica, el agente es una molécula no proteica. En una realizacién, la molécula no proteica es una
toxina seleccionada entre tetrodotoxina y ProTx-1l. En una realizacién especifica, el agente es un anticuerpo. En una
realizacion, el anticuerpo es un anticuerpo anti-Nay1.7.

En una realizacion, la muestra de referencia contiene un bloqueante de canales de sodio. En una realizacion
especifica, el bloqueante de canales de sodio inhibe una o mas funciones de una proteina de canal de sodio por
unién a e inhibicion de una abertura de poro extracelular de la proteina de canal. En una realizacién, el bloqueante
de canales de sodio que inhibe una o0 mas funciones de una proteina de canal de sodio por unién a e inhibicion de
una abertura de poro extracelular de la proteina de canal es una toxina basada en alcaloide (por ejemplo,
tetrodotoxina o saxitoxina). En una realizacion especifica, el bloqueante de canales de sodio inhibe una o mas
funciones de un canal de sodio por unién a e inhibicién de una parte intracelular del canal. En una realizacion, el
blogueante de canales de sodio que inhibe una o mas funciones de un canal de sodio por unién a e inhibicién de una
parte intracelular del canal es un anestésico local (por ejemplo, lidocaina). En una realizacion, el bloqueante de
canales de sodio que inhibe una o mas funciones de un canal de sodio por unién a e inhibicion de una parte
intracelular del canal es un anticonvulsivo (por ejemplo, gabapentina, carbamazepina, clonazepam, divalproex,
lamotrigina, fenitoina, oxcarbazepina, tiagabina, topiramato y acido valproico).

En una realizacion, la muestra de referencia contiene una toxina aislada del veneno de un artrépodo, un
invertebrado, un pez, o un reptil. En una realizacion especifica, el veneno tdxico se obtiene de una tarantula (por
ejemplo, ProTx-).

En un aspecto, se proporciona un método para identificar un antagonista de Na,1.7, que comprende proporcionar ex
vivo una célula del ganglio de la raiz dorsal (DRG) que expresa una proteina Na,1.7 humana o quimérica, poner en
contacto la DRG con un agente que se une a la proteina Nay1.7 humana o quimérica y esperar un primer periodo de
tiempo, y, después del primer periodo de tiempo, poner en contacto la DRG con uno o mas mediadores inflamatorios
y esperar un segundo periodo de tiempo, determinar la cantidad de péptido relacionado con el gen de calcitonina
(CGRP) liberado de la DRG, comparar la cantidad de CGRP liberado de la DRG en presencia del agente que se une
a la proteina Nay1.7 humana o quimérica con una muestra de referencia, donde un aumento en la liberaciéon de
CGRP sobre la muestra de referencia indica inhibicién de Nay1.7, y determinar si el agente inhibe la funciéon de
Na,1.7 en la DRG.

En una realizacion, la célula DRG puede ser una célula DRG no humana. En una realizacién adicional, la célula
DRG puede ser una célula DRG humana o no humana que expresa de forma exdgena la proteina Na,1.7 humana o
quimérica. "Expresién exdégena" de ese modo significa que la célula DRG esta genéticamente modificada para
expresar la proteina Nay1.7 humana o quimérica y no expresaria esta proteina sin modificacién genética. La
modificacién genética puede incluir introduccion de un gen que codifica la proteina Nay1.7 humana o quimérica en
una célula DRG que no contiene dicho gen en su genoma (tal como una célula DRG no humana), o cualquiera de
sus precursores. La modificacion genética también puede incluir la introduccion de un gen que codifica la proteina
Na,1.7 humana o quimérica en una célula DRG que ya contiene dicho gen en su genoma (tal como una célula DRG
humana), o cualquiera de sus precursores, donde el gen introducido esta bajo el control de un promotor o
promotores diferentes de los que controlan dicho gen ya presente en el genoma.

En una realizacién, el agente es un anticuerpo. En una realizaciéon especifica, el anticuerpo es humano. En una
realizacién, el agente es un péptido. En una realizacién, el agente es un compuesto organico.

En una realizacién, el uno o mas mediadores inflamatorios son prostaglandina E, bradicinina y capsaicina.

En una realizacién, la DRG se aisla de un miembro del grupo que consiste en ser humano, ratén, rata, o mono. En
una realizacion especifica, la DRG se aisla de un ratdbn como se describe en este documento. En una realizacion, el
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raton comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una subunidad-o de Na,1.7 humano o fragmento de la
misma unida de forma funcional a un promotor Nay.

En un aspecto, se proporciona un complejo ex vivo; donde el complejo ex vivo comprende una célula de ratén que
expresa una proteina Na,1.7 que comprende un dominio transmembrana de ratén y un dominio de bucle humano; y,
un antagonista de Nay1.7 unido al bucle humano. En una realizacién, la célula de ratdén es una célula inmortalizada.
En una realizacién, el antagonista de Na,1.7 comprende un dominio variable de inmunoglobulina que se une
especificamente a un bucle de Na,1.7 humano pero no a un bucle de Na,1.7 de ratén.

En un aspecto, se proporciona un complejo ex vivo; donde el complejo ex vivo comprende una membrana o
fragmento de la misma que comprende una proteina Nay1.7 que comprende un dominio transmembrana de raton y
un dominio de bucle humano; y un antagonista de Nay1.7 unido al bucle humano. En una realizacion, el antagonista
de Na,1.7 comprende un dominio variable de inmunoglobulina que se une especificamente a un bucle de Na,1.7
humano pero no a un bucle de Na,1.7 de ratén.

Cualquiera de las realizaciones y aspectos descritos en este documento pueden usarse unos junto con otros, salvo
que se indique de otro modo o sea evidente a partir del contexto. Otras realizaciones seran evidentes para los
especialistas en la técnica a partir de una revisién de la descripcion consiguiente. Debe entenderse que tanto la
anterior descripcion general como la siguiente descripcion detallada son ejemplares y explicativas solamente y no
son restrictivas.

Breve descripcion de las figuras

La FIG. 1 muestra un diagrama de un canal Na,.

La FIG. 2 muestra el locus del gen de Nay1.7 murino (parte superior) con los exones numerados por encima y por
debajo del locus. El vector de direccionamiento de Nay1.7 de raton (centro) se usé para remplazar una region de
81 kb del locus enddgeno que abarco los exones 6-28 con un casete de neomicina flanqueado por sitios loxP. El
alelo dirigido produce un locus de Nay1.7 endégeno delecionado (porte inferior).

La FIG. 3 muestra el locus de Na,1.7 enddgeno delecionado (parte superior) abordado con un vector de
direccionamiento de Na,1.7 humano (centro). El locus enddgeno delecionado previamente abordado con un
casete de neomicina se remplazé con un vector de direccionamiento que comprende los exones 2-28 de un locus
de Na,1.7 humano. El alelo dirigido provoca un locus endégeno que expresa la proteina Na,1.7 humana.

La FIG. 4 muestra el locus de Na,1.7 de ratén (parte superior) abordado con un vector de direccionamiento de
Na,1.7-DI/S5-S6 humano (centro). El alelo dirigido produce un locus de Na,1.7 enddgeno parcialmente
humanizado que expresa una proteina Nay1.7 quimérica que incluye un bucle de poro S5-S6 extracelular
humano en el dominio I.

La FIG. 5 muestra el locus de Na,1.7 de ratén (parte superior) abordado con un vector de direccionamiento de
Na,1.7-DIII/S5-S6 humano (centro). El alelo dirigido produce un locus del gen de Na,1.7 endégeno parcialmente
humanizado que expresa una proteina Na,1.7 quimérica que incluye un bucle de poro S5-S6 extracelular
humano en el dominio IIl.

La FIG. 6A muestra la latencia de retirada de la cola (en segundos) en respuesta a un estimulo nociceptivo
(golpe en la cola) en cohortes macho y hembra de tipo silvestre (Scn9A+ *) y ratones heterocigoticos para un gen
de Na,1.7 humano de longitud completa (Scn9. hum ).

La FIG. 6B muestra el umbral de retirada (en gramos) en respuesta a un estimulo nociceptivo (pellizco en la cola)
en cohortes macho y hembra de tipo silvestre (Scn9A”) y ratones heterocigoticos para un gen de Na,1.7
humano de longitud completa (Scn9A™™*).

La FIG. 6C muestra la latencia de retirada de la pata (en segundos) en respuesta a un estimulo nociceptivo
(placa de calor de 52 °C y 55 °C) en cohortes de tipo silvestre (Scn9A* *) y ratones heterocigdticos para un gen
de Na,1.7 humano de longitud completa (Scn9A™™).

La FIG. 7A muestra la latencia de retirada de la cola (en segundos) en respuesta a un estimulo nociceptivo
(golpe en la cola) en cohortes hembra de tipo silvestre (Scn9A™") y ratones homocigoéticos para el gen de Nay1.7
quimérico que contlene un bucle de poro extracelular humano que conecta los segmentos transmembrana 5y 6
del dominio | (Scn9A*"*7),

La FIG. 7B muestra el umbral de retirada (en gramos) en respuesta a un estimulo nociceptivo (pellizco en la cola)
en cohortes hembra de tipo silvestre (SchA*/*) y ratones homocigoticos para el gen de Nay1.7 quimérico que
contiene l/Jn bucle de poro extracelular humano que conecta los segmentos transmembrana 5 y 6 del dominio |
(ScngA® ™37,

La FIG. 7C muestra la latencia de retirada de la pata (en segundos) en resPuesta a un estimulo nociceptivo
(placa caliente de 52 °C y 55 °C) en cohortes hembra de tipo silvestre (Scn9A™") y ratones homocigoticos para el
gen de Nay1.7 quimérico que contiene un, bucle de poro extracelular humano que conecta los segmentos
transmembrana 5 y 6 del dominio | (Scn9A*"*7).

La FIG. 7D muestra alodinia mecanica medida como umbral de retirada de la pata (en gramos) antes (medida
inicial) y después (Post-CFA) de la administraciéon de adyuvante completo de Freund en cohortes hembra de tipo
silvestre (SchA*/*) y ratones homocigoéticos para el gen de Na,1.7 quimérico que contiene un bucle de poro
extracelular humano que conecta los segmentos transmembrana 5 y 6 del dominio | (Scn9A* s .

La FIG. 7E muestra hiperalgesia térmica medida como umbral de retirada de la pata (en gramos) antes (medida
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inicial) y después (Post CFA) de la administracion de adyuvante completo de Freund en cohortes hembra de tipo
silvestre (Scn9A+ ) y ratones homocigoticos para el gen de Na,1.7 quimérico que contiene un bucle de poro
extracelular humano que conecta los segmentos transmembrana 5 y 6 del dominio | (Scn9A> ™).

La FIG. 7F muestra el porcentaje de camblo desde la medida inicial en respuesta a estimulos nociceptivos en
cohortes hembra de tipo silvestre (Scn9A™ ) y ratones homocigéticos para el gen de Nay1.7 quimérico que
contlene un bucle de poro extracelular humano que conecta los segmentos transmembrana 5 y 6 del dominio |
(ScngA®"3 7).

La FIG. 8 muestra la concentracion (pg/ml) de péptido relacionado con el gen de calcitonina (CGRP) liberado de
tres poblaciones de ganglios de raiz dorsal (DRG) asiladas de ratones de tipo silvestre en respuesta a exposicion
a una mezcla inflamatoria (IM), 20 minutos pre-incubacion con TTX 1 uM seguido por adicién de una mezcla
inflamatoria (TTX 1 uM e IM) o incubacién con TTX 1 uM mas una mezcla inflamatoria durante 20 minutos (TTX
1 UM + IM).

Descripcion detallada

Esta invencion no esta limitada a métodos particulares, y condiciones experimentales descritas, ya que dichos
métodos y condiciones pueden variar. También se entiende que la terminologia usada en este documento es con el
fin de describir realizaciones particulares solamente, y no pretende ser limitante, ya que el alcance de la presente
invencion se define por las reivindicaciones.

Salvo que se defina de otro modo, todos los términos y expresiones usadas en este documento incluyen los
significados que los términos y expresiones han obtenido en la técnica, salvo que se indique claramente lo contrario
0 sea evidente claramente del contexto en que se usa el término o expresion. Aunque puede usarse cualquier
método y material similar o equivalente a los descritos en este documento en la préactica o ensayo de la presente
invencion, ahora se describen métodos y materiales particulares. Todas las publicaciones mencionadas por la
presente se incorporan por referencia.

La expresién ‘"vector de direccionamiento” o "construccién de direccionamiento” incluye una molécula
polinucleotidica que comprende una region de direccionamiento. Una regién de direccionamiento comprende una
secuencia que es idéntica o sustancialmente idéntica a una secuencia en una célula, tejido o animal diana y
proporciona la integracion de la construccion de direccionamiento en una posicién dentro del genoma de la célula,
tejido o animal mediante recombinacion homéloga.

También se incluyen las regiones de direccionamiento que dirigen usando sitios de reconocimiento de recombinasa
especifica de sitio (por ejemplo, sitios lox o FRT).

En una realizaciéon especifica, la construccién de direccionamiento comprende adicionalmente una secuencia de
acido nucleico o gen de interés particular, un marcador de seleccién, secuencias de control y/o reguladoras, y otras
secuencias de acido nucleico que permiten recombinaciéon mediada a través de la adicion exdgena de proteinas que
ayudan a o facilitan la recombinacion que implica dichas secuencias. En otra realizacion especifica, la construccion
de direccionamiento comprende adicionalmente un gen de interés, donde el gen de interés es un gen heterélogo que
codifica una proteina que tiene una funcién similar a la proteina codificada por la secuencia endégena.

El término "remplazo" incluye cuando una secuencia de ADN se coloca en un coloca en un genoma de una célula de
tal modo que remplace una secuencia dentro del genoma, en el locus de la secuencia genémica, con una secuencia
heterdloga (por ejemplo, una secuencia humana en un ratén). La secuencia de ADN asi colocada puede incluir una
0 mas secuencias reguladoras que son parte del ADN fuente usado para obtener la secuencia asi colocada (por
ejemplo, promotores, potenciadores, regiones no traducidas 5' 6 3', etc.). Por ejemplo, en diversas realizaciones, el
remplazo es una sustitucion de una secuencia enddgena por una secuencia heteréloga que provoca la produccion
de un producto génico de la secuencia de ADN asi colocada (que comprende la secuencia heterdloga), pero sin
expresion de la secuencia enddgena; el remplazo es de una secuencia genémica endégena con una secuencia de
ADN que codifica una proteina que tiene una funcién similar a la proteina codificada por la secuencia gendémica
enddgena (por ejemplo, la secuencia genémica enddgena codifica un canal Nay, y el fragmento de ADN codifica uno
0 mas canales Nay, humanos). En diversas realizaciones, se remplaza un gen endégeno o fragmento del mismo con
un gen humano correspondiente o fragmento del mismo. Un gen humano correspondiente o fragmento del mismo es
un gen humano o fragmento que es un ortélogo de, o es sustancialmente similar a o igual en estructura y/o funcién,
al gen enddgeno o fragmento del mismo que se remplaza.

La expresion "canal Na," incluye un canal de sodio abierto por voltaje, por ejemplo, un canal Na,1.7. Los genes de
canal Nay incluyen una subunidad-o. que se expresa sobre la superficie de la célula y sirve como puerta que permite
el flujo de entrada de Na+ en la célula a través de un poro formado por segmentos transmembrana que son parte de
la subunidad-o. La subunidad-a. se asocia con otras subunidades, por ejemplo, B1, B2, B3 y P4, para realizar
potenciales de accion. Existen varios genes diferentes de canal Nay y pueden clasificarse por sensibilidad a toxinas
de pez globo (tetrodotxina, o TTX). Los canales sensibles a TTX, es decir, aquellos bloqueados por bajas
concentraciones nanomolares de TTX, incluyen Nay1.1, Na,1.2, Na,1.3, Na,1.4, Na,1.6 y Na,1.7. Los canales
resistentes a TTX, es decir, aquellos bloqueados por concentraciones uM de TTX, incluyen Nay1.5, Na,1.8 y Na,1.9.
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Dentro de los genes de canal Nay, se han descrito subtipos o mutantes en sujetos humanos. A modo de ilustracion,
se proporcionan secuencias de nucleétidos y aminoacidos de un gen de Nay1.7 humano en las SEC ID N? 42 y 43,
respectivamente. Los especialistas en la técnica tras la lectura de esta descripcién reconoceran que uno o mas
genes de canal Na, enddégeno en un genoma (o todo) puede remplazarse por uno o0 mas genes de canal Nay
heterdlogo (por ejemplo, subtipos 0 mutantes, genes de otra especie, formas quiméricas, etc.).

El término "variantes" incluye variaciones de una secuencia normal de un gen que provoca una serie de formas
diferentes del mismo gen. Las diferentes formas pueden comprender diferencias de hasta, por ejemplo, 20
aminoacidos en la secuencia de una proteina de un gen. Por ejemplo, puede entenderse que los alelos son
secuencias alternativas de ADN en el mismo locus génico fisico, que pueden producir o no diferentes rasgos (por
ejemplo, caracteristicas fenotipicas heredables) tales como susceptibilidad a ciertas enfermedades o afecciones que
no producen otros alelos para el mismo gen o producen grados variables en los otros alelos.

Una "célula excitable" incluye una célula que esta implicada en la generacién de potenciales de accion en
estimulacién. Células excitables ejemplares incluyen neuronas, miocitos y electrocitos. Las células excitables
cambian el potencial eléctrico de sus membranas en estimulacion de un modo repentino y reversible para transmitir
sefales eléctricas a otras células excitables proporcionando de ese modo comunicacion célula a célula. Por ejemplo,
la contraccion de musculos voluntarios esté controlada por potenciales de acciéon mediante neuronas que inervan las
fibras musculares. En diversas realizaciones, los animales no humanos modificados genéticamente de la presente
invencion presentan potenciales de accion controlados por la expresion de las proteinas Na,1.7 humanas y/o
quiméricas sobre la superficie de neuronas en diversos tipos de tejidos, por ejemplo, misculo, dentro del animal no
humano.

Una "neurona” incluye una célula nerviosa y es una célula especializada que muestra, por ejemplo, excitabilidad
eléctrica. Las neuronas, como se describe en este documento, forman uniones complejas de membrana con otras
neuronas para formar un contacto que permite de ese modo que una neurona transmita sefales a otra. Dichos
contactos entre neuronas se mencionan en la técnica como sinapsis, que pueden ser excitatorias o inhibitorias. Las
neuronas pueden ser parte del sistema nervioso central de un animal o encontrarse en la periferia del animal en otro
tejido nervioso especializado, por ejemplo, ganglios. Por ejemplo, algunas neuronas estan situadas en 6rganos
sensoriales tales como la retina y la coclea.

El término "alteraciéon” se usa para referirse a cuando un fragmento de ADN recombina con una secuencia homologa
enddgena, por ejemplo, un gen o locus génico. Estas alteraciones de secuencia pueden incluir inserciones,
deleciones, sustituciones, remplazos, contrasentido, o un desplazamiento de fase de secuencia de ADN, o cualquier
combinacion de los mismos. Las inserciones pueden incluir la insercion de genes completos o fragmentos de genes,
por ejemplo, exdgenos, que pueden ser de un origen diferente a la secuencia endogena. La alteracion de una
secuencia homologa endégena puede alterar la proteina producida a partir de un gen normal de modo que se inhiba
completamente o en parte, o mediante la producciéon de proteina a partir de un gen alterado puede potenciarse
sobre el nivel normal de produccién a partir de la secuencia homéloga endégena no alterada. En una realizacion, la
alteracion provoca una ausencia de proteina funcional producida a partir de la secuencia homoéloga endégena. En
otra realizacion, la alteracion no efectos significativos sobre la expresion del gen.

La expresion "locus enddgeno” se refiere al locus génico de origen natural encontrado en un animal huésped de tipo
silvestre que no esta interrumpido, delecionado, remplazado o alterado. En una realizacion, el locus enddgeno esta
delecionado. En otra realizacion, el locus enddgeno esta alterado, donde una parte del locus enddgeno esta
remplazado con una secuencia heteréloga. En otra realizacion, todo o sustancialmente todo el locus endégeno esta
remplazado con un locus heterélogo. En una realizacién, el locus heterélogo es un locus humano.

El término "heterdlogo" cuando se usa junto con polipéptido o gen se refiere a un polipéptido que tiene una
secuencia de aminodacidos o un ADN que codifica el polipéptido que no se encuentra en el animal hospedador no
humano. Por tanto, un ratén modificado genéticamente que tiene un gen de canal Na, humano puede describirse
como que tiene un gen de canal Na, heter6logo. El gen de canal Na, remplazado puede detectarse usando varios
métodos incluyendo, por ejemplo, PCR, transferencia de Western, transferencia de Southern, polimorfismo de
longitud de fragmentos de restriccion (RFLP), o una ganancia o pérdida de ensayo de alelos.

La expresion "promotor endégeno” se refiere al promotor que esta asociado de forma natural, por ejemplo, en un
organismo de tipo silvestre, con la secuencia polinucleotidica que codifica la proteina endégena.

El término "célula" incluye cualquier célula que sea adecuada para expresar una secuencia de acido nucleico
recombinante. Las células incluyen aquellas procariotas y eucariotas (unicelulares o multicelulares), células
bacterianas (por ejemplo, cepas de E. coli, Bacillus spp., Streptomyces spp., etc.), células micobacterianas, células
fungicas, células de levadura (por ejemplo, S. cerevisiae, S. pombe, P. pastoris, P. methanolica, etc.), células
vegetales, células de insecto (por ejemplo, SF-9, SF-21, células de insecto infectadas con baculovirus, Trichoplusia
ni, etc.), células animales no humanas, células humanas o fusiones celulares tales como, por ejemplo, hibridomas o
cuadromas. En algunas realizaciones, la célula es una célula humana, de mono, simio, hamster, rata, o raton. En
algunas realizaciones, la célula es eucariota y se selecciona entre las siguientes células: CHO (por ejemplo, CHO
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K1, DXB-11 CHO, Veggie-CHO), COS (por ejemplo, COS-7), célula de la retina, Vero, CV1, rifidn (por ejemplo,
HEK293, 293 EBNA, MSR 293, MDCK, HaK, BHK), HelLa, HepG2, WI38, MRC 5, Colo205, HB 8065, HL-60, (por
ejemplo, BHK21), Jurkat, Daudi, A431 (epidérmica), CV-1, U937, 3T3, célula L, célula C127, SP2/0, NS-0, MMT
060562, célula Sertoli, BRL célula 3A, célula HT1080, célula de mieloma, célula tumoral, y una linea celular derivada
de una célula mencionada anteriormente. En algunas realizaciones, la célula comprende uno o mas genes viricos,
por ejemplo, una célula de la retina que expresa un gen virico (por ejemplo, una célula PER.C6™).

La expresion "animales no humanos" pretende incluir cualquier vertebrado tal como cicléstomos, peces 6seos, peces
cartilaginosos tales como tiburones y rayas, anfibios, reptiles, mamiferos, y aves. Los mamiferos adecuados incluyen
primates no humanos, cabras, ovejas, cerdos, perros, vacas y roedores. Los animales no humanos adecuados se
seleccionan entre la familia de roedores incluyendo rata y ratéon. En una realizacién, los animales no humanos son
ratones.

El término "conservativa", cuando se usa para describir una sustitucién de aminodcido conservativa, incluye
sustitucion de un resto de aminoacido por otro resto de aminoacido que tiene un grupo R de cadena lateral con
propiedades quimicas similares (por ejemplo, carga o hidrofobicidad). En general, una sustitucion de aminoacido
conservativa no cambiara sustancialmente las propiedades funcionales de interés de una proteina, por ejemplo, la
capacidad de una regién variable de unirse especificamente a un epitopo diana con una afinidad deseada. Ejemplos
de grupos de aminoacidos que tienen cadenas laterales con propiedades quimicas similares incluyen cadenas
laterales alifaticas tales como glicina, alanina, valina, leucina, e isoleucina; cadenas laterales alifaticas-hidroxilo tales
como serina y treonina; cadenas laterales que contienen amida tales como asparagina y glutamina; cadenas
laterales aromaticas tales como fenilalanina, tirosina, y triptéfano; cadenas laterales basicas tales como lisina,
arginina, e histidina; cadenas laterales acidas tales como acido aspartico y acido glutamico; y, cadenas laterales que
contienen azufre tales como cisteina y metionina. Los grupos de sustituciones conservativas de aminodacido
incluyen, por  ejemplo, valina/leucina/isoleucina, fenilalanina/tirosina, lisina/arginina, alanina/valina,
glutamato/aspartato, y asparagina/glutamina. En algunas realizaciones, una sustitucién conservativa de aminoéacido
puede ser una sustitucién de cualquier resto nativo en una proteina con alanina, como se usa en, por ejemplo,
mutagénesis por barrido de alanina. En algunas realizaciones, se hace una sustitucion conservativa que tiene un
valor positivo en la matriz de probabilidad log PAM250 descrita en Gonnet, G.H., Cohen, M.A., y Benner, S.A. (1992)
Exhaustive Matching of the Entire Protein Sequence Database, Science 256:1443-45, incorporada por la presente
por referencia. En algunas realizaciones, la sustitucién es una sustitucion moderadamente conservativa donde la
sustitucion tiene un valor no negativo en la matriz de probabilidad log PAM250.

El término "identidad" cuando se usa en relacion con una comparacién de secuencias, incluye identidad determinada
por varios logaritmos diferentes conocidos en la técnica que pueden usarse para medir la identidad de secuencia de
nucleétidos y/o aminoacidos. En algunas realizaciones descritas en este documento, las identidades se determinan
usando una alineacién ClustalW v. 1.83 (lenta) que emplea una penalizacién por abertura de hueco de 10,0, una
penalizacién por hueco extendido de 0,1, y usando una matriz de similitud Gonnet (MacVector™ 10.0.2, MacVector
Inc., 2008).

El término "anticuerpo”, como se usa en este documento, pretende hacer referencia a moléculas de inmunoglobulina
que comprenden cuatro cadenas polipeptidicas, dos cadenas pesadas y dos cadenas ligeras interconectadas por
enlaces disulfuro. Cada cadena pesada comprende una regién variable de cadena pesada (VH) y una region
constante de cadena pesada (Cu). La region constante de cadena pesada comprende tres dominios de IgG, Cui,
Ch2 y Cu3 y un cuarto dominio, Cn4, en el caso de regiones constantes de IgM e IgE. Cada cadena ligera
comprende una regién variable de cadena ligera (VL) y una regién constante de cadena ligera. La regién constante
de cadena ligera comprende un dominio de un tipo k 0 A (Cx o CA). Las regiones Vu y V. pueden subdividirse
adicionalmente en regiones de hipervariabilidad, llamadas regiones determinantes de complementariedad (CDR),
intercaladas con regiones que estan mas conservadas, llamadas regiones flanqueantes (FR). Cada V4 y V. esta
compuesta por tres CDR y cuatro FR, dispuestas desde el extremo amino-terminal hasta el extremo carboxi-terminal
en el siguiente orden: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDRS3, FR4.

La expresién "anticuerpo humano”, como se describe en este documento, pretende incluir anticuerpos que tienen
regiones variables y constantes derivadas de secuencias de inmunoglobulina de linea germinal humana, y pueden
incluir restos de aminoacido no codificados por secuencias de inmunoglobulina de linea germinal humana (por
ejemplo, mutaciones introducidas por mutagénesis aleatoria o especifica de sitio in vitro o por mutacién somatica in
vivo), por ejemplo en las CDR y en particular CDR3. Sin embargo, la expresién "anticuerpo humano”, como se
describe en este documento, no pretende incluir anticuerpos en que las secuencias CDR derivadas de la linea
germinal de otra especie de mamifero, tal como un ratén, se han injertado en secuencias flanqueantes humanas.

Un anticuerpo "neutralizante” o "bloqueante”, como se usa en este documento, pretende referirse a un anticuerpo
cuya unién a una molécula diana (por ejemplo, Na,1.7) provoca la inhibiciéon de al menos una funcién de la molécula
diana. Por ejemplo, la inhibicion causada por un anticuerpo neutralizante o bloqueante de Na,1.7 no tiene que ser
completa siempre que sea detectable usando un ensayo apropiado. Ensayos ejemplares para detectar la inhibicién
de Nay1.7 se describen en otra parte en este documento.
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La expresion "intervalo micromolar" pretende indicar 1-999 micromolar; la expresion "intervalo nanomolar" pretende
indicar 1-999 nanomolar; la expresion "intervalo picomolar" pretende indicar 1-999 picomolar.

Expresion y funcion del canal Nay

Existen nueve miembros conocidos de la familia de canales Na,. Los nombres de los genes son SCN1A a SCN11A,
y las proteinas respectivas se denominan Na,1.1-Na,1.9. Cada uno se ha clasificado adicionalmente basandose en
su sensibilidad a toxina de pez globo (tetrodotoxina, o TTX). Se ha informado de que los nueve canales Nay
muestran diversas propiedades funcionales y distintos patrones de expresion, que implican funciones especializadas
entre los canales. La expresion de canales Na, puede detectarse, por ejemplo, en neuronas de los sistemas
nervioso central y periférico, miocitos cardiacos, musculo esquelético, células de la glia, y células de Schwann.
Na,1.7, un canal Na, sensible a TTX también conocido como PN1 y SCN9A, se ha detectado en neuronas
simpaticas, células de Schwann, células neuroendocrinas y ganglios de la raiz dorsal (DRG). Na,1.7 se expresa casi
exclusivamente en DRG y se concentra en las puntas de estas neuronas especializadas. Dicha distribucion
predispone a este canal a un papel en la transmisién de sefiales de dolor.

Los canales Na, contienen una subunidad-a (FIG. 1) que forma un poro en la membrana de células que permite el
flujo de iones Na* mediando de ese modo potenciales de accién. Esta subunidad-o también se asocia con una a dos
subunidades-f, que funcionan en la regulacion de la abertura del canal. La expresion de la subunidad-o sobre la
superficie de la célula parece ser necesaria para la funcién del canal. Los canales Nay se abren y cierran a través de
un poro, que esta compuesto por los segmentos 5 (S5) y 6 (S6) transmembrana de cada uno de los dominios (FIG.
1). Es a través de este poro formado por la disposicion ciclica de los cuatro dominios en la superficie celular que los
iones Na* se mueven al interior de la célula y causan despolarizacién de la membrana celular. Esta accién cambia el
gradiente electroquimico de la célula y genera un potencial de accién, que conduce a la transmision de sefales
eléctricas entre células. Estudios de mutacién han demostrado que los aminoacidos que componen los bucles que
conectan los segmentos transmembrana tanto en el lado extracelular como en el lado intracelular de la célula
regulan la abertura y cierre del canal de un modo tipo puerta-receptor. Dichas mutaciones alteran y/o desestabilizan
el estado del canal dejando el canal en un estado "activado" o "inactivado" perpetuo, por lo tanto, causando lo que
se llama como canalopatias, por ejemplo, hiperexcitabilidad, que conduce a estados de dolor severos y persistentes.

Na,1.7 y vias de dolor

Entre los canales Nay, Na,1.7 esta asociado con una activacién e inactivacién rapida, y se ha postulado que actia
como canal umbral. Estudios genéticos han ligado Na,1.7 tanto a dolor severo como a indiferencia al dolor. Por
ejemplo, la eritromelalgia (IEM) y el trastorno de dolor extremo paroxistico (PEPD) resultan de mutaciones en Na,1.7
que aumentan la actividad del canal desplazando la activacion del canal a un potencial mas negativo o alterando la
inactivacion. Se han descrito otras mutaciones que conducen a una proteina Nay1.7 no funcional y por tanto una
ausencia completa de dolor, llamada indiferencia congénita al dolor (CIP). Las mutaciones CIP, aunque alteran la
capacidad de oler, parecen no tener efecto sobre las funciones motoras, cognitivas y cardiacas. Se ha informado de
varias mutaciones en Na,1.7 referidas a IEM, PEPD y CIP y el efecto aberrante resultante sobre la funcién de
Na,1.7. También se ha sugerido que Na,1.7 tiene un papel en la metastasis debido al descubrimiento de que Na,1.7
esta regulado positivamente en algunas lineas celulares cancerosas. Ademas, se ha demostrado que el factor de
crecimiento nervioso (NGF) aumenta los niveles de Nay1.7, lo que ha sugerido una relacién con dolor inflamatorio.
Por consiguiente, estos hallazgos indican que Na,1.7 esta implicado en varios puntos de control criticos para la
percepcion de dolor, inflamacion y, quiza, la persistencia de cancer.

Terapias convencionales empleando inhibidores no selectivos de canales de sodio tales como, por ejemplo,
lidocaina, mexiletina, y carbamacepina muestran algiun valor en el tratamiento del dolor, sin embargo, estan
limitados debido a los significativos efectos secundarios motores, cognitivos y cardiacos de su inhibicion sobre
canales Na, no implicados en la respuesta del dolor. El uso de analgésicos, anticonvulsivos y antiarritmicos para
tratar actividad anormal de Nay ha reunido resultados similares. Esto revela la importancia y necesidad inmediata de
inhibidores especificos de Na,. La identificacion de agentes terapéuticos que inhiban selectivamente Na,1.7 podria
demostrar ser eficaz para tratar el dolor y la inflamacién en seres humanos y la evaluacion de dichos agentes
terapéuticos requiere un modelo animal adecuado que exprese Na,1.7 humano. La presente invencién cumple esta
y otras necesidades.

Se ha demostrado dificil la construccion de lineas celulares que expresen de forma estable proteinas de canal Nay y
por tanto el desarrollo de modelos animales adecuados para dilucidar la funcién del canal Na, e identificar
inhibidores especificos de canales Nay, se ha visto afectado de forma adversa. Ademas, la deleciéon de Na,1.7 murino
es letal, causada por una presunta disminucion en el olfato, que se ha postulado que provoca fallo en la
alimentacion. Se ha conseguido la delecion de Nay1.7 dentro de subconjuntos de células y se confirmé un papel en
mecanismos de dolor, pero la aplicabilidad de este enfoque no esta sin limitacién. Un ratén en que la proteina
completa y/o partes especificas de la proteina Nay1.7 humana se expresa, en diversas realizaciones podria usarse
para reflejar de forma precisa los mecanismos de dolor humano y patologias asociadas con trastornos provocadas
por mutaciones de Na,1.7. Dicho ratén serviria como herramienta vital en el disefio, andlisis y evaluacién de agentes
terapéuticos para el tratamiento de trastornos de dolor humano tales como, por ejemplo, IEM, PEPD, dolor crénico y

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2541535713

agudo, y dolor inflamatorio, proporcionando un modelo animal capaz de conseguir una expresion mas precisa y perfil
de funcion de procesos del canal Nay, en seres humanos. Ademas, lineas celulares derivadas de dichos ratones
serian herramientas excepcionalmente Utiles para evaluar agentes terapéuticos humanos.

Ratones que expresan canales Na,1.7 heterdlogos

Se proporcionan animales no humanos genéticamente modificados que expresan la proteina Nay1.7 completa o
parcialmente humana. La proteina Nay1.7 puede expresarse sobre la superficie de células excitables, por ejemplo
neuronas, del sistema nervioso del animal.

La modificacién genética, en diversas realizaciones, comprende una delecién de un gen de Na,1.7 de ratén funcional
por completo o en parte, y en algunas realizaciones una modificacién adicional que comprende un remplazo con un
gen de Nay1.7 humano por completo o en parte, donde el animal no humano expresa subunidades-} de ratén
funcionales. También se proporcionan embriones, células y construcciones de direccionamiento no humanos
genéticamente modificados para crear animales no humanos, embriones no humanos, y células.

Se proporcionan composiciones y métodos para crear un ratdn que exprese una proteina Na,1.7 humana, que
incluye variantes especificas (por ejemplo, diferencias de un Unico aminoacido), incluyendo composiciones y
métodos para crear un ratéon que exprese dichos genes de un promotor de ratén y una secuencia reguladora de
raton. Los métodos incluyen volver de forma selectiva a un gen de Na,1.7 de raton endégeno no funcional (por
ejemplo, mediante una delecién de su subunidad-a), y emplear una subunidad-a de un gen de Nay1.7 humano en el
locus génico de Na,1.7 de ratdn endégeno para expresar un gen de subunidad-o de Na,1.7 humano en un raton. La
delecion del gen de Nay1.7 de ratén se prepara por delecion del gen de subunidad-a, pero no un gen de subunidad-
B. El enfoque vuelve de forma selectiva el gen de subunidad-o de Nay1.7 endégeno no funcional reteniendo al
mismo tiempo una subunidad-B endégena funcional.

El enfoque de remplazo de subunidad-a de Na,1.7 endégena emplea una alteracion relativamente minima en la
transduccion natural de sefiales mediada por Nay1.7 en el animal, en diversas realizaciones, porque la secuencia
gendmica de las subunidades-o. de Na,1.7 se remplazan en un Unico fragmento y por lo tanto retienen la
funcionalidad normal mediante la inclusion de las secuencias reguladoras necesarias. Por tanto, en dichas
realizaciones la modificacion de la subunidad-o. de Nay1.7 no afecta a otros genes de cana Na, enddgenos
dependientes de subunidades-B funcionales. Ademas, en diversas realizaciones, la modificacién no afecta al
ensamblaje de un complejo receptor funcional que implica una subunidad-a de Nay1.7 y una subunidad-f3 endégena,
que se cree que son necesarias para la apropiada abertura de canales y la modulacion de la expresion de canales
de subunidades-a de Na,1.7 sobre la superficie celular y para la sefializacion corriente abajo resultante de un canal
activado. Como las subunidades-B no se delecionan, los animales que contienen un remplazo de un gen de
subunidad-a de Nay1.7 endégeno con un gen de subunidad-o de Na,1.7 humano deben ser capaces de procesar las
funciones normales de canales Nay abiertos por voltaje a partir del paso de Na+ al interior de la célula a través del
poro de la subunidad-a. de Na,1.7 humano presente sobre la superficie de neuronas.

Se proporciona una ilustracién esquematica (no a escala) de un gen de Na,1.7 de ratén enddgeno delecionado en la
FIG. 2. Como se ilustra, la subunidad-a de Nay1.7 de ratén esta codificada por 28 exones que abarcan mas de 80 kb
de secuencia. El gen de Na,1.7 de raton enddgeno se deleciona mediante una construccién de direccionamiento
(Vector de direccionamiento de Na,1.7 de ratén) con un casete de neomicina flanqueado por sitios de
recombinacion. Este locus enddgeno codifica la subunidad-a del gen de Nay1.7 de raton responsable de la
generacién de potenciales de accién desencadenados por la despolarizacion de la membrana celular en respuesta a
flujo de iones Na+ al interior de la célula.

Un ratén genéticamente modificado que carece de una secuencia de nucleétidos que codifica una subunidad-a del
gen de Na,1.7 enddgeno puede crearse mediante un método conocido en la técnica. Por ejemplo, puede prepararse
un vector de direccionamiento que delecione el gen de Nay1.7 de ratdon con gen marcador de seleccion. La FIG. 2
ilustra un genoma de raton (parte inferior) abordado por una construccion de direccionamiento que tiene un brazo de
homologia 5' que contiene la secuencia cadena arriba del exén 6 del locus de Na,1.7 enddgeno, seguido de un
casete de seleccién con farmaco (por ejemplo, un gen de resistencia a neomicina flanqueado por secuencias loxP),
y un brazo de homologia 3' que contiene la secuencia cadena abajo del exén 27 del locus de Na,1.7 endégeno. Tras
la recombinacion homéloga en el locus, el locus de Na,1.7 enddgeno se remplaza por un casete de seleccion con
farmaco (FIG. 2, parte inferior). El locus de Na,1.7 endégeno de ese modo se deleciona produciendo una célula o
animal no humano que no expresa subunidad-o. de Nay,1.7 enddgena. El casete de selecciéon con farmaco puede
retirarse opcionalmente por la posterior adicional de una recombinasa (por ejemplo, por tratamiento con Cre).

Modificar genéticamente un ratén para volver el gen de Na,1.7 enddgeno no funcional, en diversas realizaciones,
produce un ratdn que muestra defectos en los procesos del sistema nervioso, por ejemplo la transmisién de
informacién nociceptiva, haciendo que el ratdn sea util para evaluar el papel del gen de Na,1.7 enddgeno en funcion
neuronal normal y alterada. En diversas realizaciones, modificar la subunidad-o. del gen de Na,1.7 enddégeno, pero
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no las subunidades-B, evita la reduccion potencial de otros genes de Na, (por ejemplo, Na,1.6, Na,1.8, Na,1.9, etc.)
que requieren las subunidades-f para regular la abertura por voltaje del canal, manteniendo de ese modo otras
diversas funciones y procesos mediados a través de procesos dependientes de subunidad-p.

De acuerdo con informes, deleciones completas del gen de Na,1.7 enddgeno en ratones son letales. Sin embargo,
se han conseguido deleciones en subconjuntos especificos de células y parecen por lo demas normales. Los
ratones de acuerdo con la presente invencion tienen un locus de Nay1.7 enddgeno funcionalmente silenciado porque
la carecen de la capacidad de producir una subunidad-a de Nay1.7 funcional sobre la superficie celular.

Se proporciona una ilustracion esquematica (no a escala) de un gen de Na,1.7 de ratén enddégeno remplazado con
un gen de Na,1.7 humano en la FIG. 3. Como se ilustra, un locus de Na,1.7 de ratén enddégeno que se habia
delecionado se remplaza por una construccion de direccionamiento (vector de direccionamiento de Na,1.7 humano)
con un casete de higromicina flanqueado por sitios recombinantes. El locus remplazado resultante codifica una
proteina de subunidad-o. de Na,1.7 humano expresada sobre la superficie de neuronas en el animal hospedador
capaz de mediar potenciales de accion desencadenados por la despolarizacion de la célula en respuesta al flujo de
iones Na+ al interior de la célula dentro del animal hospedador.

Un ratén modificado genéticamente que expresa una subunidad-o de Na,1.7 humano en el locus de Na,1.7 de ratdn
enddgeno puede crearse mediante cualquier método conocido en la técnica. Por ejemplo, puede prepararse un
vector de direccionamiento que introduce el gen de Na,1.7 humano con un gen marcador de seleccion. La FIG. 3
ilustra un genoma de ratébn que comprende un remplazo del locus de Nay1.7 enddégeno (parte inferior). La
construccion de direccionamiento contiene un brazo de homologia 5' que contiene la secuencia cadena arriba del
locus de Na,1.7 de ratén enddgeno, seguido de un fragmento gendémico que contiene un gen de Na,1.7 humano, un
casete de seleccion con farmaco (por ejemplo, un gen de resistencia a higromicina flanqueado en ambos lados por
secuencias /oxP), y un brazo de homologia 3' que contiene la secuencia cadena abajo del locus de Na,1.7 de ratén
enddgeno. Tras la recombinacion homdloga en el locus enddgeno, se remplaza el casete de seleccion con farmaco
por la secuencia contenida en el vector de direccionamiento (parte inferior de la FIG. 3). El locus de Na,1.7
enddgeno delecionado se remplaza de ese modo con un gen de Nay1.7 humano produciendo una célula o animal
que expresa un gen de Na,1.7 humano. El casete de seleccion con farmaco puede retirarse opcionalmente por la
posterior adicion de una recombinasa (por ejemplo, por tratamiento con Cre).

Pueden conseguirse otras modificaciones del locus endégeno con esfuerzo minimo usando técnicas similares para
crear un locus que comprende un gen quimérico. Por ejemplo, se proporcionan ilustraciones esquematicas del
remplazo de dos bucles de poro extracelular entre los segmentos transmembrana 5 y 6 del dominio | y Il del gen de
Na,1.7 de raton enddgeno en la FIG. 4 y FIG. 5, respectivamente. Como se ilustra, se insertan partes concretas de
un gen de Nay1.7 humano en el locus de Na,1.7 de ratén endbégeno mediante otras construcciones de
direccionamiento (vector de direccionamiento de Na,1.7 DI/S5-S6 humano y vector de direccionamiento de Na,1.7
DIII/S5-S6 humano) con fragmentos gendmicos que codifican cada uno un bucle extracelular de un gen de Na,1.7
humano localizado en el poro del canal y responsable de permitir el pase de iones Na+ al espacio intracelular. Tras
la recombinaciéon con uno cualquiera de los vectores de direccionamiento ilustrados, se remplaza un fragmento
gendmico del locus de Nay1.7 enddgeno, que codifica un bucle de poro extracelular de la proteina Na,1.7 enddégena,
con un fragmento gendémico humano que codifica el correspondiente bucle de poro en una proteina Nay1.7 humana.
Esto crea un locus quimérico que produce una proteina Nay1.7 quimérica que comprende bucles extracelulares
humanos en el poro de una proteina de canal Na,1.7.

Un ratén modificado genéticamente que exprese un bucle de poro extracelular de un canal Na,1.7 humano en el
locus de Na,1.7 de raton enddgeno puede crearse mediante cualquier método conocido en la técnica. Por ejemplo,
puede prepararse un vector de direccionamiento que introduzca un fragmento gendmico que codifica un bucle de
poro extracelular de un canal Na,1.7 humano con un gen marcador de seleccién. Las FIG. 4 y 5 ilustran cada una un
genoma de ratén que comprende remplazos diferentes de bucles extracelulares localizados en el poro de una
proteina de canal Na,1.7. Cada construccién de direccionamiento contiene un brazo de homologia 5' que contiene la
secuencia cadena arriba de la secuencia de Nay1.7 de ratén enddgena a remplazar, seguido de un fragmento
gendmico que contiene una secuencia humana correspondiente a la secuencia génica de Na,1.7 de raton endégena
que codifica un bucle de poro extracelular especifico, un casete de seleccién con farmaco (por ejemplo, un gen de
resistencia a neomicina flanqueado en ambos lados por secuencias loxP), seguido de un brazo de homologia 3' que
contiene la secuencia cadena abajo de la secuencia de Na,1.7 de raton enddgena a remplazar. Tras la
recombinacion homéloga en el locus enddgeno con cualquiera de los vectores de direccionamiento, se inserta un
fragmento gendémico en el locus de Na,1.7 de ratén enddégeno que produce un locus quimérico capaz de expresar
una proteina de canal Na,1.7 que comprende una secuencia humana correspondiente a un bucle de poro
extracelular (FIG. 4 y 5, parte inferior). El casete de seleccién con farmaco puede retirarse opcionalmente por la
posterior adicion de una recombinasa (por ejemplo, por tratamiento con Cre).

Modelos experimentales de ratones humanizados para Na,1.7

Los animales no humanos modificados genéticamente que expresan genes de Na,1.7 humanos son (Utiles, por
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ejemplo, para dilucidar las diversas funciones de Nay1.7 en las células del sistema nervioso, para medir la eficacia
de un agente terapéutico que se una a la proteina Nay1.7 expresada sobre la superficie celular, para determinar el
papel de un canal Na,1.7 en mecanismo de dolor y trastornos del dolor, para servir como modelos de dolor agudo
y/o crénico, y para servir como companeros de cria para generar otros ratones modificados genéticamente de
interés. También son Utiles para preparar fracciones de membrana o vesiculas que comprenden proteinas Na,1.7
completamente humanas o quiméricas humanas-de ratén, para identificar antagonistas de Na,1.7 humano.

En una realizacion, se usa un raton de acuerdo con la invencidén para determinar el mecanismo de abertura de
canales que esta regulado por los bucles extracelulares localizados en el poro de canales Na, humanos. En una
realizacién, se inyecta a un raton de la presente invencion toxinas que se unen a bucles de poro extracelular de un
canal Na, humano sobre la superficie celular y, después de un periodo posterior de tiempo, se somete a un intervalo
de estimulos para desencadenar el disparo de potenciales de accion. La identidad de la toxina es conocida antes de
la inyeccion y los animales se analizan para alteracién de respuestas eléctricas dependientes de Na,1.7 por
comparacién con respuestas eléctricas observadas en animales de tipo silvestre.

En otro aspecto, se proporcionan animales no humanos modificados genéticamente que comprenden un remplazo
del gen de Nay1.7 enddgeno con un gen de Na,1.7 humano. Dichos animales son utiles para estudiar la eficacia de
agentes terapéuticos para bloquear la funcién de Na,1.7. Ademas, se ha demostrado que Na,1.7 humano muestra
formas mutantes asociadas con enfermedad (por ejemplo, IEM, PEPD y CIP). Por tanto, pueden usarse animales no
humanos modificados genéticamente que comprenden un remplazo de gen de Na,1.7 enddgeno con formas
mutantes especificas de genes de Na,1.7 humanos para estudiar trastornos humanos asociados con mutaciones de
Nay1.7 en el animal. En una realizacién especifica, las formas mutantes de Na,1.7 humano estan asociadas con la
respuesta de dolor.

Variantes adecuadas incluyen formas mutantes de Na,1.7 humano que se conocen en la técnica. Las variantes
asociadas con el trastorno IEM incluyen, por ejemplo, mutaciones de desplazan la activacion de Na,1.7 a un
potencial méas negativo. Mutaciones ejemplares de Nay1.7 que conducen a IEM incluyen Q10R, 1136V, F216S,
S241T, N395K, V400M, L823R, 1848T, L858H, L858F, A863P, V872G y F1449V. En una realizacién, la secuencia de
Na,1.7 humano comprende una mutacién contrasentido que causa el trastorno IEM. En una realizacién especifica, la
mutacién contrasentido que causa el trastorno IEM se selecciona entre 1848T y L858H.

Las variantes asociadas con el trastorno PEPD incluyen, por ejemplo, mutaciones que comprometen la inactivacion
de una subunidad-a de Na,1.7. Se ha demostrado que mutaciones que causan PEPD desplazan la inactivacion
rapida en estado estacionario de una subunidad-a. de Na,1.7 hacia un estado caracterizado por potenciales mas
despolarizados causando un notable aumento en la corriente continua. Se ha informado de que dichas mutaciones
suceden, por ejemplo, en los amino&cidos que unen DIl y DIV, que contiene un motivo de inactivacion asociado con
la inactivacién de la subunidad-o. de Nay1.7. Mutaciones ejemplares de Na,1.7 que conducen a PEPD incluyen
R996C, V1298D, V1298F, V1299F, 11461T, F1462V, T14641, M1627K y A1632E. En una realizacion, la secuencia
de Nay1.7 humano comprende una mutacion seleccionada entre 11461T, M1627K y A1632E.

Las variantes asociadas con el trastorno CIP incluyen, por ejemplo, mutaciones sin sentido homocigéticas de un
Unico nucleétido y mutaciones heterocigéticas compuestas, que incluyen mutaciones sin sentido en un alelo y una
mutaciéon de delecién en el otro alelo. La mutacion de delecién puede ser de secuencias codificantes o0 no
codificantes, la dltima de las cuales puede conducir a corte y ayuste defectuoso que silencia funcionalmente la
subunidad-o. de Na,1.7. Las mutaciones sin sentido son cambios en la secuencia de ADN, que introducen codones
de parada prematuros, causando que cualquier proteina resultante se acorte de forma anormal. Esto puede causar
una pérdida de funcién en la proteina, ya que partes criticas de la cadena de aminoacidos ya no se traducen. Por
consiguiente, animales no humanos de la presente invencién que comprenden una subunidad-a. de Na,1.7 humano
con una mutacion que silencia funcionalmente la subunidad-o de Nay1.7 humano muestran una ausencia de dolor en
respuesta a estimulos nociceptivos.

Mutaciones ejemplares de silenciamiento en un gen de Na,1.7 incluyen mutaciones sin sentido, deleciones de uno o
mas nucledtido en una secuencia de ADN de Na,1.7, mutaciones en la unién de corte y ayuste de exones, y
mutaciones de desplazamiento de fase. En una realizacién, el animal no humano modificado genéticamente es
heterocigotico para una mutacion de silenciamiento que conduce a CIP, donde un alelo de un gen de Na,1.7
comprende una mutacién sin sentido y el otro alelo de Na,1.7 comprende una mutaciéon de desplazamiento de fase
seleccionada entre F1200L e 11235L. En otra realizacién, el animal no humano modificado genéticamente es
homocigético para una mutacién sin sentido que conduce a CIP. En una realizacion, la mutaciéon sin sentido
comprende una proteina de subunidad-o de Na,1.7 truncada que finaliza en un resto de aminoacido seleccionado
entre 259, 277, 328, 459, 693, 767, 830, 897, 1488, 1659 y 1689. En una realizacién especifica, la proteina de
subunidad-a de Nay1.7 humano finaliza en un resto de aminoacido seleccionado entre 693 y 1488.

Se analizé la expresion de Nay1.7 de ratdn en ratones completos usando un sistema indicador que comprendia una

fusién de un gen indicador LacZ con Na,1.7 de ratén. El analisis de la sefial LacZ en ratones completos revel6 que
Na,1.7 se expresa en todo el sistema nervioso de ratones, incluyendo en cerebro (incluyendo ganglios de bulbo
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olfatorio), talamo, hipotdlamo, mesencéfalo, puente troncoencefdlico, médula, coliculo, ndcleo éptico, corteza
cerebral, materia gris de la médula espinal (por ejemplo, dorsal/sensorial), ganglios de la raiz dorsal, cadena de
ganglios simpaticos, ganglios trigéminos, ganglio celiaco, plexo nervioso intestinal, y en ganglios mas pequefios en
todo el organismo (por ejemplo, lengua, eséfago, traquea, bronquios, corazén).

Por tanto, pueden prepararse células, lineas celulares, y cultivos celulares a partir de los tejidos mencionados
anteriormente como una fuente de proteina Na,1.7 de ratdon. Ademas, los ratones modificados genéticamente de
acuerdo con la invencion expresan Nay1.7 parcial o completamente humanizado sobre los tejidos mencionados
anteriormente. Por tanto pueden generarse tejidos y células de los ratones modificados genéticamente, incluyendo
lineas celulares y cultivos celulares, para servir como fuente de Nay1.7 humanizado para su uso en ensayos de
unién y funcionales, por ejemplo, para ensayar la unién o funcion de un agonista o antagonista de Na,1.7,
particularmente donde el agonista o antagonista es especifico para una secuencia de Na,1.7 humano.

Las células de ratones modificados genéticamente pueden aislarse y usarse en una base ad hoc, o pueden
mantenerse en cultivo durante muchas generaciones. En una realizacion, las células de los ratones modificados
genéticamente se inmortalizan y se mantienen en cultivo indefinidamente (por ejemplo, en cultivos en serie).

En un aspecto, los ratones modificados genéticamente se usan para preparar ganglios modificados de la raiz dorsal
(DRG) que comprenden una o mas proteinas Na,1.7 modificadas. Los DRG modificados se emplean en ensayos ex
vivo para determinar el efecto de un agente de union a Nay1.7 sobre la funcién de la proteina Na,1.7 y sobre la
funcién de otras proteinas, por ejemplo, otros miembros de la familia Nay. En una realizacion, los DRG modificados
de un raton se aislan y ensayan para una o mas funciones de Na,1.7 en presencia y ausencia de un agente de unién
a Nay1.7 (por ejemplo, un agonista o antagonista de Na,1.7). En una realizacién, los DRG modificados se aislan y
ensayan para la funcién de uno o mas miembros de la familia Nay, en presencia y ausencia de un agente de union a
Nay,1.7. En una realizacion, los DRG modificados se ensayan en presencia del agente de unién para la funcién de
una proteina o canal no de la familia Nay.

En una realizacién, se proporciona un método para determinar el efecto de una agente de unién a Na,1.7 sobre un
canal de DRG que no es un miembro de la familia Nay, que comprende exponer DRG modificados a un agente de
unién a Nay1.7, y medir una funcién de un canal de DRG no miembro de la familia Nay.

En otro aspecto, se proporciona un método para determinar un efecto de un agente terapéutico humano sobre un
Na,1.7 humano, donde el agente terapéutico humano no se une a una proteina Na,1.7 humana, que comprende
exponer un DRG modificado al agente terapéutico humano en un ensayo ex vivo, y medir un efecto del agente
terapéutico humano sobre una funcién de una proteina Nay1.7 humana.

En diversas realizaciones y aspectos, se ensaya un DRG o DRG modificado o se determina una funciéon de una
proteina DRG o proteina DRG modificada en un protocolo de pinzamiento zonal, un protocolo de imagenes de
calcio, un protocolo de colorante sensible a membrana, en un ensayo ex vivo.

En un aspecto, se proporciona un cultivo celular, donde el cultivo celular comprende una célula de un ratdén
modificado genéticamente como se describe en este documento, donde una cantidad sustancial de las células en el
cultivo expresa una secuencia de Na,1.7 humano. En una realizacion, las células que expresan la secuencia de
Na,1.7 humano se inmortalizan. En una realizacién, las células se obtienen de un tejido seleccionado entre cerebro
(incluyendo ganglios del bulbo olfatorio), tadlamo, hipotalamo, mesencéfalo, puente troncoencefalico, médula,
coliculo, nicleo o6ptico, corteza cerebral, materia gris de la médula espinal (por ejemplo, dorsal/sensorial), ganglios
de la raiz dorsal, cadena de ganglios simpaticos, ganglios trigéminos, ganglio celiaco, plexo nervioso intestinal, y en
ganglios méas pequeios en todo el organismo (por ejemplo, lengua, eséfago, traquea, bronquios, corazén).

En un aspecto, se proporciona un método para determinar si un agonista o antagonista putativo de Na,1.7 se une a
una proteina Nay1.7 humana, que comprende exponer el agonista o antagonista putativo de Na,1.7 a una célula
como se describe en este documento, y determinar si el agonista o antagonista putativo de Na,1.7 se une a la célula.

En una realizacion, el agonista o antagonista de Na,1.7 humano se selecciona entre una proteina, un péptido, y una
molécula pequefa (por ejemplo, compuesto organico no proteico). En una realizacién especifica, la proteina
comprende un dominio variable de inmunoglobulina o fragmento de unién a Na,1.7 de la misma. En una realizacién
especifica, la proteina es un anticuerpo anti-Nay1.7 humano.

En un aspecto, se proporciona un método para determinar si una preparacion farmacéutica afecta a una funcion de
un Na,1.7 humano, que comprende exponer la preparacion farmacéutica a una célula proporcionada en este
documento que expresa una proteina Na,1.7 humana, y medir una funcion de Na,1.7 de la célula.

En una realizacion, la funcion de Na,1.7 medida es activacién de nociceptores primarios. En una realizacion
especifica, la funcién medida es liberacion de péptido relacionado con el gen de calcitonina (CGRP) por la célula.
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En una realizacién, la preparacion farmacéutica comprende una proteina, un péptido, o un anélogo peptidico. En una
realizacién especifica, la proteina comprende un dominio variable de inmunoglobulina o fragmento de unién a Nay1.7
de la misma. En una realizacion especifica, la proteina es un anticuerpo anti-Na,1.7 humano.

En un aspecto, se proporciona un ensayo de aseguramiento de la calidad para una preparacién farmacéutica que
comprende un agente que se une a una secuencia de Na,1.7 humano, que comprende obtener una muestra de una
preparacion farmacéutica y exponer la preparacion a un ratéon o una célula como se describe en este documento,
donde el raton o la célula expresa una secuencia de Na,1.7 humano, y determinar (a) si la preparacion farmacéutica
se une a la célula, y/o (b) determinar si la preparacion farmacéutica afecta a una funciéon de Nay1.7 de la célula.

En una realizacién, la preparacion farmacéutica es un anticuerpo humano aislado o fragmento del mismo. En una
realizacién, la preparacion farmacéutica es un bloqueante no anticuerpo de canales de iones o analogo del mismo.

Liberacion de neuropéptido desde neuronas de ratones humanizados para Na,1.7

Las neuronas nociceptivas primarias son susceptibles a varias técnicas de investigacion bien establecidas, tales
como registros de electrofisiologia, imagenes de calcio y medicion de liberacion espontanea y estimulada de
neuropéptido, que proporcionan ideas en funciones celulares y moleculares de neuronas individuales o
subpoblaciones neuronales.

El péptido relacionado con el gen de calcitonina (CGRP), un péptido de 37 aminodacidos, se sintetiza y almacena
predominantemente en neuronas sensoriales y puede liberarse tanto de axones centrales como periféricos (Poyner,
D.R. 1992. Calcitonin gene-related peptide: multiple actions, multiple receptors. Pharmacol. Ther. 56(1): 23-51). La
liberacion de CGRP desde terminales nerviosos sensoriales en tejidos periféricos desempefa un papel central en
inflamacién neurogénica mientras que la liberacion desde terminales en el asta dorsal de la médula espinal modula
la transmision del dolor (Oku, R., M. Satoh, N, Fujii, A. Otaka, H. Yajima, y H. Takagi. 1987. Calcitonin gene-related
peptide promotes mechanical nociception by potentiating release of substance P from the spinal dorsal horn in rats.
Brain Res. 403(2): 350-354). Ratones CGRP knock out muestran una respuesta atenuada a dolor quimico es
inflamacién (Salmon, A., M.l. Damaj, L.M. Marubio, M.P. Epping-Jordan, E. Merlo-Pich, y J.P. Changeux. 2001.
Altered neuroadaptation in opiate dependence and neurogenic inflammatory nociception in aCGRP-deficient mice.
Nature Neuroscience 4(4): 357-358), que implica CGRP en la regulacion de la respuesta de dolor.

Varios mediadores inflamatorios, tales como prostaglandina E», bradicinina, y protones, u otros estimulantes tales
como pH bajo, factores neurotréficos y capsaicina desempefian un papel esencial en la induccion de dolor. Ademas,
se sabe que los mediadores inflamatorios inducen la liberacion de neuropéptidos mediante activacion de receptores
de membrana especificos. Por ejemplo, mediadores inflamatorios tales como prostaglandina E; y bradicinina excitan
y sensibilizan neuronas DRG conduciendo a potenciales de accién que se bloquean por tetrodotoxina (Noda, K., Y.
Ueda, K. Suzuki, y K. Yoda. 1997, Excitatory effects of algesic compounds on neuronal processes in murine dorsal
root ganglion cell culture. Brain Res. 751 (2): 348-351; Nicol G.D. y M. Cui. 1994. Enhancement by prostaglandin E2
of bradykinin activation of embryonic rat sensory neurons. Journal Physiol. 480(Pt 3): 485-492; Momin A. y P.A.
McNaughton. 2009. Regulation of firing frequency in nociceptive neurons by pro-inflammatory mediators. Exp Brain
Res. 196(1): 45-52). Estos mediadores también ha demostrado regular la expresion de CGRP en neuronas del
ganglio de la raiz dorsal (DRG) (Supowit S.C., H. Zhao, K.A. Katki, P. Gupta, y D. J. Dipette 2011. Bradykinin and
prostaglandin E1 regulate calcitonin gene-related peptide expression in cultured rat sensory neurons. Regul Pept.
167(1): 105-111; Averbeck, B., I. lzydorczyk, y M. Kress. 2000. Inflammatory mediators release calcitonin gene-
related peptide from dorsal root ganglion neurons of the rat. Neuroscience 98(1): 135-140). Ademas, la
prostaglandina E» potencia la liberacién estimulada por bradicinina y capsaicina de CGRP (Vasko M.R., W. B.
Campbell, y K. J. Waite. 1994. Prostaglandin E2 enhances bradykinin-stimulated release of neuropeptides from rat
sensory neurons in culture. J. Neurosci. 14(8): 4987-4997; Southhall, M.D. y M. R. Vasko. 2001. Prostaglandin
receptor subtypes EP3C and EP4 mediate the prostaglandin E2-induced cAMP production and sensitization of
sensory neurons. J. Biol. Chem. 276: 16083-16091). La liberacién de CGRP desde nervios estimulados se bloquea
por al antagonista de canales de sodio tetrodotoxina (TTX) y por omega conotoxina (CTX) pero no nifedipina, un
bloqueante conocido de canales de calcio (Lundberg, J. M., A. Franco-Cereceda, K. Alving, P. Delay-Goyet, e Y.
Lou. 1992. Release of Calcitonin Gene-Related Peptide from Sensory Neurons. Ann NY Acad. Sci. 657:187-93).
Estos ultimos hallazgos sugieren que aunque los canales de calcio tipo N son importantes para la exocitosis de
péptidos desde almacenes localizados en vesiculas grandes de nucleo denso de aferentes primarios, los canales de
sodio también desempefian un papel en la liberacion de CGRP. Se han demostrado caracteristicas similares para la
liberacion de péptido provocada por bajas concentraciones de capsaicina, que también es sensible tanto a TTX
como a CTX. Sin embargo, una alta concentracion de capsaicina causa una liberacion masiva de CGRP que
solamente se inhibe de forma marginal, si lo hace, por TTX o CTX (Lou Y.P., A. Franco-Cereceda, y J. M. Lundberg.
1992. Different ion channel mechanisms between low concentrations of capsaicin and high concentrations of
capsaicin and nicotine regarding peptide release from pulmonary afferents. Acta Physiol. Scand. 146(1): 119-127).
Estos informes sugieren que la liberacion de CGRP inducida por diferentes agentes inflamatorios es dependiente de
diferentes canales/receptores y/o vias. Por tanto, la correcta estimulacién para la interaccion de receptores diana
especificos que se saben asociados con respuestas de dolor puede identificarse a través de la medicién de
liberacion de CGRP desde neuronas. Esto permite el andlisis funcional especifico de un receptor diana y el
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descubrimiento del modo en que el receptor diana funciona en respuestas de dolor.

La despolarizacion de neuronas conduce a un aumento en la expresion y liberacién de neuropéptido, en particular
un aumento en la expresion de CGRP. La liberacion de CGRP se ha usado en varios estudios para evaluar la
mediacion de la respuesta de dolor y la caracterizacién de la funciéon neuronal incluyendo la generacion de
potenciales de acciéon con respecto a otros canales (aunque no canales de sodio). Como se ha descrito
anteriormente, los mediadores inflamatorios, por ejemplo, bradicinina y prostaglandina E», han demostrado inducir la
liberacion de CGRP desde el ganglio de la raiz dorsal (DRG) en cultivo (Averbeck, B. et al., supra; Tumati, S., W. R.
Roeske, T. W. Vanderah, y E. V. Varga. 2010. Sustained morphine treatment augments prostaglandin E2-evoked
calcitonin gene-related peptide release from primary sensory neurons in a PKA-dependent manner. Eur. J.
Pharmacol. 648(1-3):95-101). Aunque la liberacion de CGRP in vitro desde DRG ha revelado un papel esencial para
los canales de calcio, la implicacién en canales de sodio ha permanecido menos clara (Ai, X., S. E. MacPhedran, y
A. K. Hall. 1998. Depolarization stimulates initial CGRP expression by embryonic sensory neurons in vitro. J.
Neurosci. 18(22): 9294-9302; Strecker, T., K. Messlinger, M. Weyand, y P. W. Reeh. 2005. Role of different proton-
sensitive channels in releasing calcitonin gene-related peptide from isolated hearts of mutant mice. Cardiovasc. Res.
65(2):405-410; Spitzer, M. J., P. W. Reeh, y S. K. Sauer. 2008. Mechanisms of potassium- and capsaicin-induced
axonal calcitonin gene-related peptide release: involvement of L- and T-type calcium channels and TRPV1 but not
sodium channels. Neurosci. 151(3):836-842). Por tanto, sigue existiendo una necesidad de desarrollar ensayos para
evaluar la funcion neuronal mediada por canales de sodio, en particular a través de la aplicacion de DRG que
exprese una proteina Na,1.7 humana.

Los métodos para la medicién de la liberacion de neuropéptido desde neuronas aisladas de ratones que expresan
Nay1.7 human son utiles, por ejemplo, para dilucidar la funciéon de neuronas nociceptivas que expresan una proteina
Nay1.7 humana en respuesta a mediadores inflamatorios mediante la medicién de la liberacion de CGRP. También
son Utiles para la identificacion de antagonistas especificos de Na,1.7 a través de la evaluacion de su capacidad de
alterar o modificar la liberacion inducida por mediador inflamatorio de CGRP en DRG aislado de ratones que
expresan una proteina Nay1.7 humana.

Las neuronas DRG, que se sabe que expresan Na,1.7, liberan CGRP tras despolarizacion. Esta propiedad de las
neuronas DRG sugiere que los DRG que expresan Na,1.7 humana pueden usarse en un ensayo como un medio
para identificar antagonistas de Nay1.7 usando medicion de CGRP liberado de DRG aislados en cultivo. Por tanto,
las neuronas (por ejemplo, neuronas DRG) que expresan un Nay1.7 humano o un Na,1.7 quimérico pueden
emplearse en un ensayo para identificar antagonistas de Na,1.7 que interactdan con canales Na,1.7 humanos o
quiméricos en neuronas DRG y evaluar la actividad funcional del canal a través de la medicién de la liberacion de
CGRP. En dicho ensayo, por ejemplo, el Nay1.7 humano o quimérico se incuba con un inhibidor de Na,1.7 (por
ejemplo, tetrodotoxina) durante aproximadamente veinte minutos, seguido de estimulacién con uno o mas
mediadores inflamatorios (por ejemplo, prostaglandina E», bradicinina, y capsaicina) durante unos veinte minutos
adicionales. Pueden emplearse antagonistas candidatos adicionales en este ensayo para evaluar su potencial
terapéutico y capacidad de bloquear la funcion del canal Na,1.7. Una vez determinadas las mediciones iniciales de
liberacion de CGRP desde las neuronas que expresan un Nay1.7 humano o quimérico tanto en presencia de un
inhibidor conocido de Nay1.7 (por ejemplo, TTX) como en ausencia de un inhibidor conocido (es decir, mediadores
inflamatorios solamente), puede determinarse facilmente el aumento en la liberacion de CGRP cuando se emplean
antagonistas candidatos en este ensayo. Por tanto, es util un ensayo adaptado para interactuar con una proteina de
canal Na, tal como Na,1.7, por ejemplo, para la identificacién de antagonistas especificos de Na,1.7 a través de la
evaluacion de su capacidad para alterar o modificar el nivel de liberacién de CGRP en DRG aislado de ratones que
expresan una proteina Na,1.7 humana que se expone a mediadores inflamatorios.

Se describen ensayos en este documento que miden la liberacion de neuropéptido en células neuronales en
respuesta a uno o mas mediadores inflamatorios, que pueden usarse como ensayos funcionales para seleccionar
antagonistas para un receptor diana. Especificamente, se describen ensayos en este documento que miden la
liberacion de CGRP desde DRG cultivados para la evaluacion de la funcién de canales de sodio en presencia y
ausencia de antagonistas especificos, en particular los DRG expresan una proteina Nay1.7 humana, y que
proporcionan nuevos meétodos in vitro para la evaluacién de activacion de nociceptores primarios. En una
realizacién, las neuronas DRG se ponen en contacto con uno o mas mediadores inflamatorios (por ejemplo,
prostaglandina E;, bradicinina y capsaicina, para interactuar especificamente con canales Na, sensibles a TTX,
especificamente Na,1.7) y se determina la liberacién de CGRP inducida por los mediadores inflamatorios.

Las neurotrofinas tales como GDNF, neurturina y artemina han demostrado potenciar la liberacién inducida por
capsaicina de CGRP (Schmutzler, B. S., S. Roy, y C. M. Hingtgen. 2009. Glial cell line-derived neurotrophic factor
family ligands enhance capsaicin-stimulated release of calcitonin gene-related peptide from sensory neurons.
Neurosci. 161:148-156; Schmutzler, B. S., S. Roy, S. K. Pittman, R. M. Meadows, y C. M. Hingtgen. 2011. Ret-
dependent and Ret-independent mechanisms of Gfl-induced sensitization. Molecular Pain 7:1-22). Las neurotrofinas
preferentemente se unen a su propio receptor de la familia GDNF (GFRa1, GFRo2 y GFRa3), y existe un 90 % de
co-expresion de GFRa3 con TRPV1, que también se conoce como el receptor de capsaicina. La capsaicina es un
agonista de TRPV1 y casi todas las neuronas que expresan TRPV1 también expresan CGRP. La artemina sola no
cambia el nivel basal de liberacién de CGRP. Sin embargo, la pre-incubacién con artemina durante diez minutos
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antes de estimulacion con capsaicina 1 uM potencia significativamente la liberacion de CGRP. Por tanto, puede
emplearse un ensayo en que se incuban neuronas con artemina (por ejemplo, a 10 ng/ml) o GDNF (por ejemplo, a
10 ng/ml) durante diez minutos, seguido de estimulacion con capsaicina durante diez minutos adicionales, para
interactuar especificamente con GFRa3 y evaluar la actividad funcional del receptor a través de la medicion de la
liberacion de CGRP desde neuronas DRG in vitro. Ademas, el ensayo puede emplear antagonistas especificos de,
por ejemplo, GFRa3 para determinar su capacidad de bloquear la actividad y/o funcién del receptor.

El principio del ensayo puede adaptarse para otro receptor diana, por ejemplo, TRPA1. Se ha demostrado que el
aceite de mostaza, un agonista especifico de TRPA1, induce la liberacion de CGRP desde piel de rata aislada de la
pata trasera (Ruparel, N. B., A. M. Patwardhan, A. N. Akopian, y K. M. Hargreaves. 2008. Homologous and
heterologous desensitization of capsaicin and mustard oil responses utilize different cellular pathways in nociceptors.
Pain 135:271-279). Por tanto, podria usarse un ensayo en que se exponen neuronas DRG aisladas de un ratdn
como se describe en este documento, a aceite de mostaza, para interactuar especificamente con TRPA1 para que
sirva como medio para evaluar funcionalmente la actividad de TRPA1 a través de la medicion de la liberacion de
CGRP desde neuronas DRG in vitro. Ademas, podrian emplearse antagonistas especificos en el ensayo para
determinar su capacidad de bloquear la actividad y/o funcién de TRPA1.

El principio del ensayo puede adaptarse para otros receptor diana mas, por ejemplo, ASIC1 y/o ASIC3. ASIC1 y
ASIC3 son canales catidnicos abiertos por protones que se activan por variaciones externas de pH que varian entre
pH 6,8 a 4,0. Se ha demostrado que el pH bajo desencadena la liberacion de CGRP. Por tanto, podria usarse un
ensayo en que se exponen neuronas DRG aisladas de un ratén como se describe en este documento, a condiciones
de pH bajo, en cultivo, para interactuar especificamente con ASIC1 (o ASIC3) para que sirva como medio para
evaluar funcionalmente la actividad de ASIC1 (o ASIC3) a través de la medicidn de la liberacion de CGRP desde
neuronas DRG in vitro. Ademds, podrian emplearse antagonistas especificos en el ensayo para determinar su
capacidad de bloquear la actividad y/o funcién de ASIC1 (o ASIC3).

En un aspecto, se proporciona un método para medir la actividad de un receptor diana, que comprende poner en
contacto un mediador inflamatorio con una célula que tiene un receptor diana codificado por un gen de raton
humanizado, donde el mediador inflamatorio se une al receptor diana, y determinar la liberacién mediada por el
receptor diana de neuropéptido desde la célula. En una realizacion, el mediador inflamatorio es un ligando de
Nay1.7, y el receptor diana es un Na,1.7 de raton humanizado.

En un aspecto, se proporciona un método para la interaccion selectiva de un receptor diana, que comprende poner
en contacto una célula aislada de un ratén como se describe en este documento con uno o mas mediadores
inflamatorios, interactuando selectivamente de ese modo con el receptor diana y determinando la liberacién de un
neuropéptido desde la célula aislada.

En una realizacion, el receptor diana es un canal de sodio. En una realizaciéon especifica, el canal de sodio es
Na,1.7.

En una realizacién, la célula es una célula neuronal. En una realizacién especifica, la célula neuronal es una célula
del ganglio de la raiz dorsal (DRG). En una realizacién, la célula es una célula inmortalizada.

En una realizacién, el uno o mas mediadores inflamatorios se seleccionan entre prostaglandina E,, bradicinina,
capsaicina, protones, pH bajo, un factor neurotréfico y una combinacion de los mismos.

En una realizacién, el neuropéptido es péptido relacionado con el gen de calcitonina (CGRP).

En una realizacion, el método se emplea como un ensayo funcional para seleccionar un antagonista para el receptor
diana.

En una realizacion, se proporciona un método para la interaccion selectiva de una proteina Na,1.7 en la superficie
de un DRG aislado de un ratén como se describe en este documento, que comprende poner en contacto el DRG con
uno o mas mediadores inflamatorios estimulando selectivamente de ese modo Na,1.7 y determinando la liberacion
de CGRP.

En una realizacién, el uno o mas mediadores inflamatorios comprenden prostaglandina E», bradicinina y capsaicina.

En una realizacién, el método se emplea como un ensayo funcional para seleccionar un antagonista para Na,1.7. En
una realizacién especifica, el antagonista es un anticuerpo.

En un aspecto, se proporciona un método para medir la liberacion de CGRP desde un DRG aislado de un ratdn
como se describe en este documento, en particular para determinar el efecto de un antagonista especifico de Nay
sobre la liberacion de CGRP asociada con la despolarizacién de una proteina de canal Nay1.7 humano, en particular
a través de la estimulacién con uno o més mediadores inflamatorios (por ejemplo, prostaglandina E», bradicinina,
serotonina, histamina y capsaicina).
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En una realizacion, el DRG esta inmortalizado.

En una realizacién, el antagonista especifico de Na, se selecciona entre una proteina, una molécula pequefia, y un
ARN interferente pequefio (ARNip). En una realizacién especifica, el antagonista especifico de Nay es una proteina.

En una realizacién, se cultiva un DRG aislado de un raton como se describe en este documento en presencia de una
toxina especifica de Nay y, después de un periodo posterior de tiempo, se determina la liberacion de CGRP, donde
un nivel elevado de expresion de CGRP indica inhibicién de funcién especifica de Nay en la célula DRG. La identidad
del antagonista especifico de Nay es conocida antes del cultivo con el DRG y el DRG se analiza para el nivel basal
de expresion de CGRP en presencia y ausencia del uno o mas mediadores inflamatorios.

En una realizacion, la toxina especifica de Na, se selecciona entre tetrodotoxina (TTX), ProTx-Il, y lidocaina. En una
realizacién especifica, la toxina especifica de Na, es TTX.

En una realizacion, se cultiva un DRG aislado de un ratén como se describe en este documento en presencia de un
anticuerpo especifico para Nay1.7, y se determina la liberacién de CGRP, donde un nivel elevado de expresion de
CGRP indica inhibicion de funcion de Na,1.7 en la célula DRG. La identidad y perfil bioquimico (por ejemplo,
afinidad, especificidad, etc.) del anticuerpo especifico para Nay1.7 son conocidos antes del cultivo con el DRG vy el
DRG se analiza para el nivel basal de expresién de CGRP en presencia y ausencia del uno o mas mediadores
inflamatorios.

En una realizacién, el anticuerpo especifico de Nay1.7 es un anticuerpo humano. En una realizacion, el anticuerpo
especifico de Nay1.7 es un anticuerpo de raton. En una realizacion, el anticuerpo especifico de Nay1.7 es un
anticuerpo biespecifico.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos se proporcionan para describir a los especialistas en la técnica el modo de preparar y usar
los métodos y composiciones de la invencion, y no pretenden limitar el alcance de los que los inventores consideran
como su invencién. Salvo que se indique de otro modo, la temperatura se indica en Celsius, y la presion es o cerca
de atmosférica.

Ejemplo |
Delecion de un locus de Na,1.7 endégeno

Se prepar6 el vector de direccionamiento para introducir una deleciéon del gen de Na,1.7 enddgeno usando
tecnologia VELOCIGENE® (véase, por ejemplo, la patente de Estados Unidos N° 6.586.251 y Valenzuela, D.M.,
Murphy, A.J., Frendewey, D., Gale, N.W., Economides, A.N., Auerbach, W., Poueymirou, W.T., Adams, N.C., Rojas,
J., Yasenchak, J., Chernomorsky, R., Boucher, M., Elsasser, A.L., Esau, L., Zheng, J., Griffiths, J.A., Wang, X., Su,
H., Xue, Y., Dominguez, M.G., Noguera, I., Torres, R., Macdonald, L.E., Stewart, A.F., DeChiara, T.M., Yancopoulos,
G.D. 2003, High-throughput engineering of the mouse genome coupled with high-resolution expression analysis.
Nature Biotech. 21(6): 652-659) para modificar el cromosoma artificial bacteriano (BAC) RP23-454H3 (Invitrogen).
Se modificé el ADN de BAC RP23-454H3 para delecionar el gen de Na,1.7 endégeno que comprende la subunidad-
o del gen de este canal Nay que se expresa en la superficie celular (FIG. 2).

En resumen, se obtuvieron brazos de homologia cadena arriba y cadena abajo del ADN de BAC de raton a partir de
las localizaciones 5' del exon 6 y 3' del exén 28 del locus de Na,1.7 endégeno, respectivamente. Estos brazos de
homologia se usaron para preparar un casete que delecion6 ~81 kb del locus de Na,1.7 endégeno que comprende
los exones 6 a 28. Esta region se remplazé con un casete de neomicina flanqueado por sitios loxP (FIG. 2, centro).
El vector de direccionamiento final desde 5' a 3' incluia un brazo de homologia de 17 kb que comprendia la
secuencia gendmica de ratdon 5' al exon 6 del locus de Nay1.7 enddgeno, un sitio loxP 5', un casete de neomicina, un
sitio loxP 3'y un brazo de homologia de 29 kb que comprendia la secuencia gendmica de ratén 3' al exdn 28 del
locus de Na,1.7 enddgeno. El vector de direccionamiento se linealizé por digestion con Agel y después se usé en
recombinacion homéloga en células bacterianas que contenian el clon de BAC de raton RP23-454h3 para conseguir
una delecién dirigida del locus de Na,1.7 endogeno (FIG. 2, parte inferior).

El ADN de BAC dirigido (descrito anteriormente) se usé para electroporar células ES de ratdn para crear células ES
modificadas que comprendian una delecién del locus de Nay1.7 enddgeno. Se identificaron células ES positivas que
contenian un locus de Nay,1.7 enddgeno delecionado por el ensayo de PCR cuantitativa usando sondas TAQMAN®
(Lie, Y. S. y C. J. Petropoulos. 1998. Curr. Opin. Biotechnology 9: 43-48). La regién cadena arriba del locus
delecionado se confirmo por PCR usando los cebadores 867TUP2F (GGGACTTCTC TGGGTTCAGT TA; SEC ID N®
1) y 867TUP2R (AAAGGCTCTC AATGGGAAAC AAG; SEC ID N? 2) y la sonda 867TUP2P (TCAATGACTT
GACATAATGC ATGCACTCC; SEC ID N¢ 3), mientras que la region cadena abajo del locus delecionado se confirmo
usando los cebadores 867TDPF (ATGTCAGCCA ATCCTTCTAA AGTG; SEC ID N%4) y 867TDPR (CGTTTTGCCT
AAGGCGGTAC; SEC ID N9) y la sonda 867TDPP (TCCTATGAGC CCATCACAAC CACAC; SEC ID N¢ 6). La
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presencia del casete de neomicina del vector de direccionamiento se confirmé usando los cebadores NEOF
(GGTGGAGAGG CTATTCGGC; SEC ID N27) y NEOR (GAACACGGCG GCATCAG; SEC ID N2 8) y la sonda NEOP
(TGGGCACAAC AGACAATCGG CTG; SEC ID N2 9). La secuencia de nucledtidos a través del punto de delecion
cadena arriba incluia lo siguiente, que indica secuencia de ratdon enddgena cadena arriba del punto de delecion
(contenido dentro del paréntesis a continuacion) ligada de forma contigua a la secuencia de casete presente en el
punto de delecién: (CTAGCTGAGC TGTCACCACA CATTGCTCCT ACCACGTATT GTACAGCTAC TGCAAGAGCA
CCACAGTTGG CTTTCTGTAT C) ATAACTTCGT ATAATGTATG CTATACGAAG TTAT (SEC ID N¢ 10). La
secuencia de nucledtidos a través del punto de delecién cadena abajo incluia lo siguiente, que indica la secuencia
de casete contigua con secuencia de raton endogena cadena abajo del punto de delecion (contenido dentro del
paréntesis a continuacion): ATAACTTCGT ATAATGTATG CTATACGAAG TTAT (AGCTTCGGTT TTGATACACT
GTTTACAGCC TGCGAAGGTG ACTCACTCGT GTTAATAAGA CTCTTTTACG GAGGTCTATG CCAAACTCTT
TTTATCAAAT ATTCTCAAAG GCAG) (SEC ID N¢ 11). Después se usaron los clones de células ES positivos para
implantar ratones hembra usando el método VELOCIMOUSE® (descrito a continuacién) para generar una cama de
crias que contenian una delecion del locus de Nay1.7 endbgeno.

Las células ES dirigidas descritas anteriormente se usaron como células ES donantes y se introdujeron en un
embrion de ratén en fase de 8 células por el método de VELOCIMOUSE® (véase, por ejemplo, la patente de
Estados Unidos N? 7.294.754 y Poueymirou, W.T., Auerbach, W., Frendewey, D., Hickey, J.F., Escaravage, J.M.,
Esau, L., Dore, A.T., Stevens, S., Adams, N.C., Dominguez, M.G., Gale, N.W., Yancopoulos, G.D., DeChiara, T.M.,
Valenzuela, D.M. 2007. FO generation mice that are essentially fully derived from the donor gene-targeted ES cells
allowing immediate phenotypic analyses. Nature Biotech. 25(1): 91-99). Se identificaron ratones que albergaban una
delecion de los exones 6 a 28 en el locus de Na,1.7 enddgeno por genotipado usando una modificacién del ensayo
de alelos (Valenzuela et al., supra) que detectd la presencia del casete de neomicina y confirmé la ausencia de
secuencias de Nay1.7 endogenas.

Los ratones que albergan una delecion de los exones 6 a 28 en el locus de Nay1.7 endégeno pueden cruzarse con
una cepa de raton Cre deletor (véase, por ejemplo, la publicacion de solicitud de patente internacional N° WO
2009/114400) para retirar cualquier casete de neomicina entre lox introducido por el vector de direccionamiento que
no esta retirado, por ejemplo, en la fase de célula ES o en el embrién. Opcionalmente, el casete de higromicina se
retiene en los ratones.

Las crias se genotipan y se selecciona una cria heterocigdtica para las secuencias de Nay1.7 enddgenas
delecionadas para caracterizar la delecion de Nay1.7 enddgeno.

Ejemplo I
Humanizacion de un locus de Na,1.7 endogeno

Se construyd un vector de direccionamiento para el remplazo del locus de Na,1.7 endégeno con el locus de Na,1.7
humano (FIG. 3) usando un proceso de dos etapas que implica el ligamiento de ADN de BAC y la reparacion de los
huecos (Zhang, Y., J. P. P. Muyrers, G. Testa, y F. A. Stewart. 2000. DNA cloning by homologous recombination in
Escherichia coli. Nature Biotechnology 18:1314-1317; Zhang, Y., F. Buchholz, J. P. P. Muyrers, y F. A. Stewart.
1998. A new logic for DNA engineering using recombination in Escherichia coli. Nature Genetics 20:123-128).

La primera etapa en la construccion del vector de direccionamiento de remplazo se realiz6 por ligamiento de un
fragmento de ADN del clon de ADN de BAC de raton RP23-454H3 con un fragmento de ADN humano del clon de
BAC humano RP11-1002M1 (Invitrogen). Este ligamiento de fragmentos de ADN de BAC de ratén y humano cre6 un
clon BAC modificado que contenia un remplazo de los exones 5 a 28 del locus de Na,1.7 de ratén
(aproximadamente 81 kb) con los exones 5 a 28 del locus de Na,1.7 humano (aproximadamente 100 kb).

La segunda etapa en la construcciéon del vector de direccionamiento de remplazo se realizé por reparacion de
huecos (mencionado anteriormente) usando el clon de BAC de raton RP23-454H3 y el clon de BAC humano RP11-
45AJ20 para afiadir exones adicionales del locus de Na,1.7 humano al clon BAC modificado preparado en la primera
etapa. La reparacion de huecos se realizé usando estos clones de BAC de ratén y humano para remplazar los
exones 2 a 7 del locus de Na,1.7 endogeno con los exones 2 a 7 del locus de Na,1.7 humano (~13 kb). Esta
segunda etapa anadi6 las ~13 kb de la secuencia de Na,1.7 humano a las ~100 kb de la secuencia de Na,1.7
humana para hacer el remplazo del locus de Na,1.7 enddgeno. Se afnadié un casete de higromicina flanqueado por
sitios loxP al extremo 3' del fragmento de BAC de ~113 kb que contenia el locus de Nay1.7 humano (FIG. 3, centro)

Se obtuvieron los brazos de homologia cadena arriba y cadena debajo de ADN de BAC de ratén en las posiciones 5'
y 3' del locus de Na,1.7 enddgeno para su adicién al fragmento de ADN humano-casete de higromicina para crear el
vector de direccionamiento final para el remplazo del locus de Na,1.7 endégeno que contenian de 5' a 3' un brazo de
homologia 5' que contenia 70 kb del ADN de ratén 5' del locus de Nay1.7 enddgeno, un fragmento de ADN de ~113
kb que contenia los exones 2 a 28 del locus de Na,1.7 humano, un casete de higromicina flanqueado por sitios loxP,
y un brazo de homologia 3' que contenia 147 kb del ADN de ratén 3' del locus de Nay1.7 enddgeno. El vector de
direccionamiento se linealizé por digestion con Notl y después se us6 en recombinacion homdloga en células
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bacterianas para conseguir un remplazo dirigido del locus de Na,1.7 endégeno con los exones 2 a 28 del locus de
Nay1.7 humano (FIG. 3, parte inferior).

El ADN de BAC dirigido (descrito anteriormente) se us6 para electroporar células ES de ratdn para crear células ES
modificadas que comprendian un remplazo del locus de Na,1.7 de ratébn endégeno con un fragmento genémico que
comprendia un locus de Na,1.7 humano. Las células ES positivas que contenian un locus de Nav1.7 endégeno
delecionado remplazado por un fragmento genémico que comprendia un locus de Nay,1.7 humano se identificaron
por un ensayo de PCR cuantitativa usando sondas Tagman® (Lie y Petropoulos, supra). Las regiones cadena arriba
y cadena abajo fuera del locus modificado se confirmaron por PCR usando los mismos cebadores y sondas que los
descritos en el Ejemplo 1 (867TUP2F/867TUP2R/867TUP2P y 867TDPF/867TDPR/867TDPP). La insercién de la
secuencia de Na,1.7 humano se confirmé por PCR usando los cebadores 935HF (ATCAAAGGAA CCCAAAGAAG;
SEC ID N2 12) y 935HR (GAAGGGCAGC TGTTTGCCAG; SEC ID N¢ 13) y la sonda 935HP (ATGAAGAAGC
CCCAAAGCCA AGCA; SEC ID N2 14). La presencia del casete de higromicina del vector de direccionamiento se
confrmé6 con los cebadores HYGF (TGCGGCCGATCTTAGCC; SEC ID N¢ 15) vy HYGR
(TTGACCGATTCCTTGCGG; SEC ID N° 16) y la sonda HYGP (ACGAGCGGGTTCGGCCCATTC; SEC ID N2 17). La
secuencia de nucleétidos a través del punto de insercion cadena arriba incluia los siguiente, que indica la secuencia
de ratén enddgena cadena arriba del punto de insercién (contenido dentro de paréntesis a continuacion) ligada de
forma contigua a la secuencia genémica de Na,1.7 humano presente en el punto de insercion: (TTAGGTAAGG
ATCCGAAGGG GAAATAAAAC CTACAGGATG AGAAG) ATGGCAATGT TGCCTCCCCC AGGACCTCAG
AGCTTTGTCC ATTTCACAAA ACAG (SEC ID N¢ 18). La secuencia de nucleétidos a través del punto de insercién
cadena abajo en el extremo 5' del casete de higromicina incluia lo siguiente, que indica la secuencia genémica de
Na,1.7 humano contigua con la secuencia del casete cadena abajo del punto de insercién (contenido dentro del
paréntesis a continuacion): GTATGAATAA AAAAGCATTG AAATAGGGAT TCTTGCCAAC TTGCTC
(TCTCGAGATA ACTTCGTATA ATGTATGCTA TACGAAGTTA T) (SEC ID N? 19). La secuencia de nucleétidos a
través del punto de insercién cadena abajo en el extremo 3' del casete de higromicina incluia lo siguiente, que indica
la secuencia del casete contigua con la secuencia genémica de ratén en el extremo 3' del locus de Na,1.7 endégeno
(contenido dentro del paréntesis a continuacion): TATACGAAGT TATGCTAGTA ACTATAACGG TCCTAAGGTA
GCGAGCTAG (CAGCTTCGGT TTTGATACAC TGTTTACAGC CTGCGAAGGT G) (SEC ID N? 20). Los clones de
células ES positivos después se usaron para implantar ratones hembra usando el método VELOCIMOUSE® (supra)
para generar una camada de crias que contenian un remplazo del locus de Na,1.7 endégeno con un locus de Na,1.7
humano.

Las células ES dirigidas descritas anteriormente se usaron como células ES donantes y se introdujeron en un
embrién de ratén en fase de 8 células por el método VELOCIMOUSE® (supra). Los ratones que albergaban un locus
de Nay1.7 humano se identificaron por genotipado usando una modificacion del ensayo de alelos (Valenzuela et al.,
supra) que detectd la presencia de un locus de Nay1.7 humano.

Los ratones que albergaban un locus de Na,1.7 humano pueden cruzarse con una cepa de ratdén Cre deletor (véase,
por ejemplo, la publicacién de solicitud de patente internacional N® WO 2009/114400) para retirar cualquier casete
de higromicina entre lox introducido por el vector de direccionamiento que no se retir6, por ejemplo, en la fase de
célula ES o en el embrién. Opcionalmente, el casete de higromicina se retiene en los ratones.

Las crias se genotipan y se selecciona un cria heterocig6tica para un locus de Nay1.7 humano para caracterizan la
humanizacién de Na,1.7.

Ejemplo Il

Humanizacion del bucle extracelular de los segmentos transmembrana 5 a 6 en el dominio | de un locus de
Na,1.7 endégeno

Se construyd un vector de direccionamiento para la humanizacién del bucle de poro extracelular que conecta los
segmentos transmembrana 5 y 6 del dominio | (DI/S5-S6) por el método de reparacién de huecos (descrito
anteriormente) usando el clon de BAC de raton RP23-20C24 y el clon de BAC humano RP11-45AJ20 (FIG. 4). El
método de reparacion de huecos se usé para remplazar un fragmento de ADN de 13,8 kb que contenia los exones 7
a 9 del locus de Na,1.7 enddgeno con un fragmento de ADN de 10 kb que contenia los exones 7 a 9 del locus de
Na,1.7 humano. Se anadié un casete de neomicina flanqueado por sitios loxP al extremo del fragmento de ADN
humano de 10 kb que contenia los exones 7 a 9 del locus de Na,1.7 humano (FIG. 4, centro).

Los brazos de homologia cadena arriba y cadena abajo se obtuvieron del ADN de BAC de ratdn en posiciones 5'y 3'
de los exones 7 y 9, respectivamente, y se afadieron al fragmento humano de 10 kb-casete de neomicina para crear
el vector de direccionamiento final para la humanizacién del bucle de poro extracelular que conecta los segmentos
transmembrana 5 y 6 del dominio | del locus de Na,1.7 endégeno que contenia de 5' a 3' un brazo de homologia 5'
que contenia 35 kb de ADN de ratén 5' del exén 7 del locus de Nay1.7 enddégeno, un fragmento de ADN de 10 kb
que contenia los exones 7 a 9 del locus de Nay1.7 humano, un casete de neomicina flanqueado por sitios loxP, y un
brazo de homologia 3' que contenia 27 kb de ADN de ratén 3' del exdn 9 del locus de Nay1.7 endégeno. El vector de
direccionamiento se linealiz6 por digestion con PspX y Sall y después se usé en recombinacion homologa en células
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bacterianas para conseguir un remplazo dirigido de los exones 7 a 9 en el locus de Na,1.7 enddgeno con los exones
7 a9de un gen de Nay1.7 humano (FIG. 4, parte inferior).

El ADN de BAC dirigido (descrito anteriormente) se us6 para electroporar células ES de ratdn para crear células ES
modificadas que comprendian un remplazo de los exones 7 a 9 en el locus de Na,1.7 de raton endégeno con un
fragmento genémico que comprendia los exones 7 a 9 de un locus de Na,1.7 humano. Las células ES positivas que
contenian un fragmento gendémico que comprendia los exones 7 a 9 de un gen de Nay1.7 humano se identificaron
por ensayo de PCR cuantitativa usando sondas Tagman® (Lie y Petropoulos, supra). La regién cadena arriba fuera
de la region modificada del locus end6geno se confirmé por PCR usando los cebadores 869TUPF (GGACTACAAC
TGTTTATGGG CAAC; SEC ID N2 21) y 869TUPR (TCAATTCTTC TTCACTCTCA GCAG; SEC ID N® 22) y la sonda
869TUPP (TCCGGAAGGA CCTTGAGCAG AATGA; SEC ID N¢ 23), mientras que la regién cadena abajo fuera de la
region modificada del locus endégeno se confirmé con los cebadores 869TDPF (CAACAGGTGA GCAGCAACAG;
SEC ID N¢ 24) y 869TDPR (GCAGGAGACA CATACACCAG AC; SEC ID N¢ 25) y la sonda 869TDPP
(AAACACGCAT GTCTGAAGGC AGTCGG; SEC ID N¢ 26). La presencia del casete de neomicina del vector de
direccionamiento se confirmé usando los mismos cebadores y sonda descritos en el Ejemplo 1. La secuencia de
nucleétidos a través del punto de insercion cadena arriba incluia lo siguiente, que indica la secuencia de raton
enddgena cadena arriba del punto de insercion (contenido dentro del paréntesis a continuacion) ligada de forma
contigua a la secuencia genémica de Nay1.7 humano presente en el punto de insercion: (TACATTTTAA
GGACTAAAAA CCATCGTGGG GGCCCTGATC CAATCAGTGA AGAAGCTCTC TGACGTCATG ATCCTCACTG
TGTTCTGTCT CAGTGTGTTC) GCACTAATTG GACTACAGCT GTTCATGGGA AACCTGAAGC ATAAATGTTT
TCGAAATTCA CTTGAAAATA ATGAAACATT AGAAAGCATA ATGAATACCC T (SEC ID N? 27). La secuencia de
nucleétidos a través del punto de insercién cadena abajo en el extremo 5' del casete de neomicina incluia lo
siguiente, que indica la secuencia genémica de Na,1.7 humano contigua con la secuencia de casete cada abajo del
punto de insercion (contenido dentro del paréntesis a continuaciéon): AGGTGAGTAC CAAGAGAAAC ATGCATTGTA
TTTTTGAATG GCATATGTAC CTGGTGTATG TTAAGAGCCT GTATTAGGAG GTTTTTTATT TATTTGAGAA
TGGAGGAAAC TCTATTA (CTCGAGATAA CTTCGTATAA TGTATGCTAT ACGAAGTTAT) (SEC ID N¢ 28). La
secuencia de nucledtidos a través del punto de insercién cadena abajo en el extremo 3' del casete de neomicina
incluia lo siguiente, que indica la secuencia de casete contigua con la secuencia genémica de ratén 3' del exén 9 del
locus de Na,1.7 endogeno (contenido dentro del paréntesis a continuacion): TATACGAAGT TATGCTAGC
(TCTGCAGACA GTCTGGGACT CCCTAATGTG CATTATTAAA ATTACAGGCA ATTTACTTGG CTGATATGAG
AACAGATAGT TCTGAAGTCA TCAATAATTT TCTGCTGTGT CTGACCAGCG TT) (SEC ID N¢ 29). Los clones de
células ES positivas después se usaron para implantar ratones hembra usando el método VELOCIMOUSE®
(descrito a continuacién) para generar una camada de crias que contenian un remplazo de los exones 7 a 9 del
locus de Na,1.7 enddgeno con los correspondientes exones del locus de Nay1.7 humano.

Las células ES dirigidas descritas anteriormente se usaron como células ES donantes y se introdujeron en un
embrion de raton en fase de 8 células por el método VELOCIMOUSE® (supra). Los ratones que albergaban la
humanizacién de los exones 7 a 9 del locus de Na,1.7 enddgeno se identificaron por genotipado usando una
modificacién del ensayo de alelos (Valenzuela et al., supra) que detectd la presencia de las secuencias de Na,1.7
humano.

Los ratones que albergan el DI/S5-S6 humanizado en el locus de Nay1.7 enddgeno puede cruzarse con una cepa de
raton Cre deletor (véase, por ejemplo, la publicacion de solicitud de patente internacional N® WO 2009/114400) para
retirar cualquier casete de neomicina entre lox introducido por el vector de direccionamiento que no esta retirado, por
ejemplo, en la fase de célula ES o en el embrién. Opcionalmente, el casete de neomicina se retiene en los ratones.

Las crias se genotipan y se selecciona una cria heterocigoética para el DI/S5-S6 humanizado en el locus de Na,1.7
enddgeno para caracterizar la humanizacién de Na,1.7 DI/S5-S6.

Ejemplo IV

Humanizacion del bucle extracelular de los segmentos transmembrana 5 a 6 en el dominio Il de un locus de
Na,1.7 endégeno

Se construyé un vector de direccionamiento para la humanizacién del bucle de poro extracelular que conecta los
segmentos transmembrana 5 y 6 del dominio Il (DIII/S5-S6) por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) usando
el clon de BAC de raton BMQ-311E20 y el clon de BAC humano RP11-746P5 (FIG. 5). Se amplificaron los exones
23 a 25 del locus de Nay1.7 a partir del clon de BAC humano RP11-746P5. Se ligéb un casete de neomicina
flanqueado por sitios loxP al extremo 3' del fragmento de PCR de 2,8 kb (FIG. 5, centro). Este fragmento de ADN
ligado que contenia los exones 23 a 25 del locus de Nay1.7 humano y el casete de neomicina se us6 para remplazar
una seccion de 2,4 kb del locus de Na,1.7 de ratén endoégeno que contenia los exones 23 a 25 en el clon de BAC de
ratén BMQ-311E20 (FIG. 5).

Los brazos de homologia cadena arriba y cadena abajo se obtuvieron de ADN de BAC de raton en las posiciones 5'

y 3' de los exones 23 y 25, respectivamente, y se anadieron al fragmento de ADN humano-casete de neomicina para
crear el vector de direccionamiento final para la humanizacién de DIII/S5-S6 del locus de Nay1.7 enddgeno que
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contenia de 5' a 3' un brazo de homologia 5' que contenia 21 kb de ADN de raton 5' del ex6n 23 del locus de Na,1.7
enddgeno, un fragmento de ADN de 2,8 kb que contenia los exones 23 a 25 del locus de Na,1.7 humano, un casete
de neomicina flanqueado por sitios loxP, y un brazo de homologia 3' que contenia 108 kb de ADN de raton 3' del
exon 25 del locus de Na,1.7 enddgeno. El vector de direccionamiento se linealizé por digestion con Notl y después
se us6 en recombinacién homadloga en células bacterianas para conseguir un remplazo dirigido de los exones 23 a
25 en el locus de Nay1.7 endogeno con los exones 23 a 25 del locus de Nay1.7 humano (FIG. 5, parte inferior).

El ADN de BAC dirigido (descrito anteriormente) se usé para electroporar células ES de ratdn para crear células ES
modificadas que comprendian un remplazo de los exones 23 a 25 en el locus de Nay1.7 de ratén endégeno con un
fragmento gendmico que comprendia los exones 23 a 25 de un locus de Na,1.7 humano. Las células ES positivas
que contenian un fragmento gendémico que comprendia los exones 23 a 25 de un gen de Na,1.7 humano se
identificaron por el ensayo de PCR cuantitativa usando sondas TAQMAN® (Lie y Petropoulos, supra). La regién
cadena arriba fuera de la region modificada del locus endégeno se confirmé por PCR usando los cebadores
892TUPF (GCTTGGGCTT GCACCTTTA; SEC ID N¢ 30) y 892TUPR (TGCGTTGACC ACTACCTGAT AC; SEC ID
N¢ 31) y la sonda 892TUPP (TCTGCATTGG CGTCTGTTTG TCA; SEC ID N? 32), mientras que la regién cadena
abajo fuera de la region modificada del locus enddgeno se confirmé con los cebadores 892TDP3F (TGACTTGCCC
TATCAATCTG AGATC; SEC ID N° 33) y 892TDP3R (GCTCACACTG TATACACACA AAATCTTC; SEC ID N2 34) y
la sonda 892TDP3P (TCACTGCCTA TGATAAAGT; SEC ID N¢ 35). La presencia del casete de neomicina del vector
de direccionamiento se confirmé usando los mismos cebadores y sonda descritos en el Ejemplo 1. La insercion de
los exones 23 a 25 del gen de Na,1.7 humano se confirmé por PCR usando los cebadores 892HF (CACGGTTTCC
TGCAAGTCAA; SEC ID N? 36) y 892HR (GGGACACTTA CAACTTGAAG CA; SEC ID N¢ 37) y la sonda 892HP
(TCGTTCCGAA TGTTTTGCCC TTATGA; SEC ID N¢ 38). La secuencia de nucleétidos a través del punto de
insercién cadena arriba incluia los siguiente, que indica la secuencia genémica de ratdn cadena arriba del exon 23
del locus de Nay1.7 enddégeno (contenido dentro del paréntesis a continuacion) ligada de forma contigua a la
secuencia gendémica de Na,1.7 humano presente en el punto de insercion: (TTTCATTTAT TTGAAGTGCA
ATATCATCTT GGCCATCTAC TCCTCTGTAT GCTAGTAG) GTAAGCCTGG TGATCACAGA (SEC ID N¢ 39). La
secuencia de nucleétidos a través del punto de insercién cadena abajo en el extremo 5' del casete de neomicina
incluia lo siguiente, que indica la secuencia genémica de Nay1.7 humano contigua con la secuencia de casete
cadena abajo del punto de insercidon (contenido dentro del paréntesis a continuacion): GACTAGTATA
CAATTACAAA TATGC (CTCGAGATAA CTTCGTATAA TGTATGCTAT ACGAAGTTAT) (SEC ID N¢ 40). La
secuencia de nucleétidos a través del punto de insercién cadena abajo en el extremo 3' del casete de neomicina
incluia lo siguiente, que indica la secuencia de casete contigua con la secuencia genémica de raton 3' del exon 25
del locus de Nay1.7 enddgeno (contenido dentro del paréntesis a continuacion): TATACGAAGT TATGCTAGC
(TTTCCTGCTA ACCATCATTC TGGGGTATGT GTTATGATGG AAGTTAAGTG ACAGTTACTT ATAATATGGC
TGCT) (SEC ID N? 41). Los clones de células ES positivas después se usaron para implantar ratones hembra
usando el método VELOCIMOUSE® (descrito a continuacién) para generar una camada de crias que contenian un
remplazo de los exones 23 a 25 del locus de Na,1.7 endégeno con los correspondientes exones del locus de Na,1.7
humano.

Los ratones que contenian una humanizacion de los exones 23 a 25 en el locus de Nay1.7 endégeno con el vector
de direccionamiento de Na,1.7-DIlI/S5-S6 humano se generaron a través de electroporacién de un ADN de BAC
dirigido (descrito anteriormente) en células ES de ratdn. Los clones de células ES positivas se confirmaron por
selecciébn Tagman™ y cariotipado. Los clones de células ES positivas después se usaron para implantar ratones
hembra usando el método VELOCIMOUSE® (descrito a continuaciéon) para generar una camada de crias que
contenian una humanizacion de los exones 23 a 25 en el locus de Nay1.7 enddgeno.

Las células ES dirigidas descritas anteriormente se usaron como células ES donantes y se introdujeron en un
embrién de ratén en fase de 8 células por el método VELOCIMOUSE® (véase, por ejemplo, la patente de Estados
Unidos N° 7.294.754 y Poueymirou et al., supra). Los ratones que albergaban la humanizacién de los exones 23 a
25 del locus de Nay1.7 enddgeno se identificaron por genotipado usando una modificacion del ensayo de alelos
(Valenzuela et al., supra) que detectd la presencia de las secuencias de Na,1.7 humano.

Los ratones que albergaban el DIII/S5-S6 humanizado en el locus de Nay1.7 endégeno pueden cruzarse con una
cepa de raton Cre deletor (véase, por ejemplo, la publicacion de solicitud de patente internacional N® WO
2009/114400) para retirar cualquier casete de neomicina entre lox introducido por el vector de direccionamiento que
no esta retirado, por ejemplo, en la fase de célula ES o en el embrién. Opcionalmente, el casete de neomicina se
retiene en los ratones.

Las crias se genotipan y se selecciona una cria heterocigoética para el DIII/S5-S6 humanizado en el locus de Na,1.7
enddgeno para caracterizar la humanizacion de Na,1.7 DIII/S5-S6.

Ejemplo V

Fenotipado de comportamiento de ratones con Na,1.7 humanizado
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Los actuales métodos para estudiar los efectos de manipulaciéon farmacolégica de Na,1.7 humano dependen de
células transfectadas que se cultivan in vitro. Estas células que se modifican por ingenieria para expresar proteina
Na,1.7 humana carecen de proteinas auxiliares y podrian no ser completamente representativas de los mecanismos
por los cuales dicho Na,1.7 humano funciona in vivo. Por tanto, se generaron ratones modificados por ingenieria
para expresar Na,1.7 humano o un Na,1.7 quimérico que tenia un bucle de poro extracelular humanizado como se
describe en los Ejemplos 2 - 4 y se analizaron para comprender la funciéon de Nay1.7 in vivo.

En resumen, se sometieron dos grupos (n=6/6 cada uno; machos/hembras a las 10-20 semanas) de ratones, de tipo
silvestre (Scn9a+/+) y ratones heterocigoticos para un remplazo de un gen de Na,1.7 de ratén con un gen de Na,1.7
humano (Scn9ah“’"/”), cada uno a varios estimulos nocifensivos (térmico con placa caliente, térmico de golpe en la
cola y presion mecanica nociva). Los resultados se muestran en las FIG. 6A - 6C.

En un experimento similar, se sometieron dos grupos (h=10 cada uno; hembras a las 10-20 semanas) de ratones, de
tipo silvestre (Scn9a+/+) y ratones homocigoéticos para un gen de Na,1.7 quimérico que contiene una secuencia
humana que codifica un bucle de poro extracelular (DI/S5-S6; Scn9a3‘7/3‘7), cada uno a varios estimulos nocifensivos
(térmico con placa caliente, térmico de golpe en la cola, mecanico nocivo, e hipernocicepcion inflamatoria usando
adyuvante completo de Freund). Los resultados se muestran en las FIG. 7A - 7D.

No se observé diferencia significativa en ninguno de los criterios de valoracion agudos entre ratones Scnga™* y
Scn9a™™* o Scn9a™* y Scn9a®"*'. Estos resultados demuestran que ratones humanizados que contienen un gen
de Nay1.7 humano de longitud completa en lugar del gen endégeno (como se describe en el Ejemplo 2) o una
secuencia humana que codifica un bucle de poro extracelular (como se describe en el Ejemplo 3) presentan
comportamientos nociceptivos normales en respuesta a estimulos nocifensivos en comparaciéon con ratones de
control de tipo silvestre.

Como se muestra en este Ejemplo, los ratones modificados por ingenieria para expresar proteina Na,1.7 completa o
parcialmente humana sobre la superficie de neuronas responden a estimulos nociceptivos de un modo similar en
comparacién con el tipo silvestre y por tanto proporcionan una plataforma para identificar antagonistas de la
subunidad-o. de Nay1.7 y/o un bucle de poro extracelular particular. Dichos antagonistas pueden ser utiles en el
bloqueo de funciones especificas y actividades neuronales asociadas en el tratamiento de varios sindromes clinicos
de dolor.

Ejemplo VI
Identificacion y funcion de DRG en ratones con Na,1.7 humanizado

Se generaron y analizaron anticuerpos humanos especificos para Na,1.7 humano para la unién a células neuronales
aisladas de los ratones con Nay1.7 humanizado descritos en los Ejemplos 2 - 4.

En resumen, a ratones VELOCIMMUNE® (documento U.S. 6.596.541) se les administré antigeno Na,1.7 humano
(hNay1.7) con adyuvante (por ejemplo, adyuvante completo o incompleto de Freund, sistema adyuvante MPL+TDM
(Sigma), o RIBI (muramil dipéptidos) (véase O'Hagan 2000 Vaccine Adjuvant, por Human Press, Totowa, NJ)). Se
controld la respuesta inmune y se aislaron anticuerpos que contenian regiones variables humanas y regiones
constantes de raton de lineas celulares de hibridoma creadas a partir de células B que expresaban anticuerpos
recogidas de ratones inmunizados. Como alternativa, pueden aislarse células de hibridoma especificas de antigeno
por citometria de flujo. Los anticuerpos especificos para hNa,1.7 también pueden identificarse mediante aislamiento
directo de esplenocitos (por ejemplo, véase el documento U.S. 7.582.298). Se obtuvieron varios anticuerpos anti-
hNa,1.7 por los métodos anteriores y se usaron células HEK293 modificadas por ingenieria para expresar de forma
estable Na,1.7 humano o Na,1.5 humano para identificar anticuerpos que se unieran especificamente a Na,1.7 pero
no a Na,1.5 determinado por citometria de flujo.

Se ensayaron anticuerpos anti-hNa,1.7 seleccionados para determinar su capacidad de bloquear la funcién
electrofisiolégica (por ejemplo, corriente, flujo de iones, etc.) del canal Na,1.7 usando el sistema IONWORKS
QUATTRO™ (IWQ, Molecular Devices), el sistema Port-a-Patch® (Nanion Technologies) y el sistema QPatch
(Sophion Bioscience). La Tabla 1 expone el porcentaje promedio de inhibicién para cinco anticuerpos anti-hNa,1.7
seleccionados: menos del 15 % (-), el 15-30 % (+), mas del 30 % (++). nd: no determinado.

Tabla 1
Anticuerpo IWQ (222 nM) Port-a-Patch (50 nM) QPatch (100 nM)
Ab1 ++ ++ +
Ab2 ++ nd +
Ab3 ++ ++ +
Ab4 ++ + +
Ab5 - + +
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Inmunohistoquimica. El procesamiento del dolor es el resultado de complejas interacciones entre varias proteinas,
receptores y canales que se expresan en neuronas nociceptivas del ganglio de la raiz dorsal (DRG). Se evaluaron
anticuerpos anti-hNa,1.7 seleccionados para la unién a neuronas DRG recogidas de ratones modificados por
ingenieria para expresar Na,1.7 humano (Scn9a””’"/*, Ejemplo 2), ratones modificados por ingenieria para expresar
un Na,1.7 quimérico que contenia un bucle de poro extracelular humano (Scn9a®"?’, Ejemplo 3) y ratones de tipo
silvestre (Scn9a™*).

En resumen, se disociaron DRG lumbares recogidos de ratones Scn9a™™*, Scn9a>"*'y Scn9a** y ratas Scn9a”*
(rScha”/*) y se sembraron en placa a una densidad de 5,5x10* células/pocillo en placas de 96 pocillos tratadas con
poli-DL-ornitina (0,1 mg/ml) y laminina (5 pug/ml) seguido de incubacién a 37 °C en 96,5 % de aire y 3,5 % de CO..
Las neuronas se mantuvieron en cultivo durante de 3 a 8 dias en DMEM suplementado con 50 ng/ml de factor de
crecimiento de nervios, 100 U/ml de penicilina/estreptomicina, vitaminas MEM, y suero de ternera fetal inactivado por
calor al 10 %. Las células sembradas después se fijaron en PFA al 4 % y sacarosa al 4 % en PBS pH 7,2 durante 30
minutos. Las células después se lavaron en PBS seguido de bloqueo en suero de cabra normal al 20 % durante una
hora a temperatura ambiente. Después las neuronas se permeabilizaron en suero de cabra normal al 10 % con
Triton X-100 al 0,1 % antes de inmunotincién para confirmar la actividad de unién a un Na,1.7 humano o quimérico
(o de raton y/o rata) sobre la superficie celular de las neuronas DRG. La Tabla 2 expone la unién especifica de
especie (+) 0 ausencia de union (-) a neuronas DRG para anticuerpos anti-Nay1.7 seleccionados.

Tabla 2
Anticuerpo Genotipo DRG
Scn9a™™* Scn9a> ™’ Scn9a™ rScn9a™"

Ab1 - - -
Ab2 + -
Ab3 + - +/-
Ab4 + + +
Ab5 +/- -

Los anticuerpos anti-hNay1.7 seleccionados demostraron uniéon a neuronas DRG que expresaban una proteina
Nay1.7 humana (por ejemplo, Ab3, Ab4, y Ab5), una proteina Nay1.7 quimérica (por ejemplo, Ab4) o una proteina
Nay1.7 de ratén (por ejemplo, Ab2) sobre la superficie celular, mientras que no se observd unién a neuronas DRG
que expresaban una proteina Nay1.7 de ratdon o rata para otros anticuerpos (por ejemplo, Ab1 y Ab5). Otros
anticuerpos anti-hNay1.7 demostraron reactividad cruzada de especie porque los anticuerpos mostraron union a
neuronas DRG de ratones con Na,1.7 humanizado, ratones de tipo silvestre y ratas (por ejemplo, Ab3 y Ab4).

Ensayo de liberacion de péptido relacionado con el gen de calcitonina (CGRP). El neuropéptido péptido
relacionado con el gen de calcitonina (CGRP) se libera de terminales periféricos y espinales de neuronas
nociceptivas peptidérgicas de fiboras A y C en respuesta a estimulos. La liberacién de neuropéptido inicia la
inflamacién neurogénica, la desgranulacién de mastocitos, y otras reacciones inflamatorias, que provocan
hiperalgesia/sensacién de dolor. Mediadores inflamatorios tales como prostaglandina E2, bradicinina, serotonina,
histamina y capsaicina sensibilizan directamente y excitan DRG nociceptivo in vitro e in vivo conduciendo de ese
modo a liberacion de CGRP. Los nociceptores sensibilizados presentan un umbral méas bajo de activacion, actividad
espontanea aumentada y una respuesta aumentada a estimulos supraumbral. Por tanto, la sensibilizacién de DRG y
el disparo de potenciales de accidon pueden conseguirse in vitro con diferentes mediadores inflamatorios provocando
la liberacion de CGRP vy sirviendo de ese modo como un medio para medir la funciéon nociceptiva de DRG. La
activacion nociceptores primarios se determin6é en cultivos de DRG in vitro primarios aislados de ratones con Na,1.7
humanizado y de tipo silvestre por medicion de la liberacién de CGRP usando un kit de inmunoensayo enzimatico
(EIA) (Cayman, distribuido por SPIbio, Francia).

En resumen, se lavaron DRG entre 3 a 8 dias de edad una vez en tamp6n de ensayo y se mantuvieron a 37 °C
hasta la adicién de una mezcla inflamatoria (por ejemplo, prostaglandina E2 10 uM, bradicinina 10 uM, y capsaicina
1 uM). Se usaron dos inhibidores conocidos de canales Nay, tetrodotoxina (TTX) y ProTx-ll, para determinar si
Nay1.7 desempefa un papel en una liberacion inducida por mezcla inflamatoria de CGRP in vitro. TTX se ensay6 a
concentraciones de 1 puM, una concentracién inhibidora eficaz para canales sensibles a TTX, y 10 uM. ProTx-II
inhibe en gran medida Na,1.7 a 10 nM (Schmalhofer, W.A, Calhoun, J., Burrows, R., Bailey, T., Kohler, M.G.,
Weinglass, A.B., Kaczorowski, G.J., Garcia, M.L., Koltzenburg, M., Priest, B.T. (2008) ProTx-Il, a Selective Inhibitor
of Nav1,7 Sodium Channels, Blocks Action Potential Propagation in Nociceptors. Molecular Pharmacology
74(5):1476-1484). Las neuronas se incubaron durante 20 minutos con el inhibidor (TTX o ProTx-ll), seguido de
estimulacién con la mezcla inflamatoria durante 20 minutos o con el inhibidor combinado con la mezcla inflamatoria
durante 20 minutos. Se prepararon diluciones del compuesto en tampén de ensayo y se afadieron las muestras por
duplicado en una placa EIA de CGRP humano y se incubaron durante una noche. La concentracion de CGRP
liberado por DRG se midi6 el siguiente dia usando un ensayo ELISA. Se calcularon promedios (media +/- desviacion
tipica) para cada grupo de condiciones. La FIG. 8 muestra la respuesta a dosis para diferentes concentraciones de
DRG en los ensayos de CGRP usando TTX en las condiciones mencionadas anteriormente. Los resultados para
TTX se muestran en la Tabla 3. Los resultados para ProTx-ll se muestran en la Tabla 4. IM: mezcla inflamatoria.
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En un experimento similar, se ensayo el papel de Na,1.7 en la liberacién potenciadora de TTX de CGRP en DRG
recogidos de ratones Scn9a®"*" usando un anestésico local tipo amino amida (Lidocaina). Este experimento se
realizé para confirmar que la potenciacién de la liberacion de CGRP no se debia a un efecto no especifico de las
toxinas sobre neuronas DRG. Los resultados se muestran en la Tabla 5. IM: mezcla inflamatoria.

En otro experimento similar, se analizaron antlcuerpos anti- hNav1 7 selecmonados para su efecto sobre la liberacion
de CGRP in vitro en DRG aislado de ratones Scn9a™*, Scn9a™™* y Scn9a>"?'. Los resultados se muestran en las
Tablas 6 - 9. IM: mezcla inflamatoria.

Como se muestra en este Ejemplo, cuando se pre-incuban neuronas (DRG) que expresan una proteina Na,1.7 de
tipo silvestre o quimérica sobre la superficie celular con inhibidores conocidos de Na,1.7 (TTX o ProTx-Il, Tabla 3 o
4, respectivamente) o un anestésico local no especifico de Na,1.7 (Lidocaina, Tabla 5), la liberacién inducida por
mezcla inflamatoria de CGRP se potencia notablemente. Sin embargo, cuando se afadia un inhibidor de Na,1.7 o
anestésico local a la mezcla inflamatoria antes de la exposicién a las neuronas, no se observaba potenciacion de la
liberacion inducida por inflamacion de CGRP. Por tanto, estos experimentos muestran que la inhibicion de Na,1.7
antes de la estimulacién con mediadores inflamatorios (prostaglandina E», bradicinina, y capsaicina) potencia la
liberacion de CGRP en neuronas DRG de ratones de tipo silvestre y humanizado.

Ademas, cuando las neuronas (DRG) se pre-incuban con un anticuerpo anti-hNay1.7, la liberacién inducida por
mezcla inflamatoria de CGRP se potencia notablemente (Tablas 6 - 9). Estos experimentos demuestran que las
proteinas Na,1.7 humana y quimérica expresadas sobre la superficie de DRG en ratones humanizados son
funcionales. Este Ejemplo demuestra que los anticuerpos anti-hNa,1.7 eran capaces de imitar la potenciacion
medlada Por TTX de Ia liberacion inducida por mediador inflamatorio de CGRP en neuronas DRG de ratones
Scn9a™™* y Scn9a®>"*'. Por tanto, los ratones con Nay1.7 humanizado (Scn9a™™*, Scn9a®"*' y Scng9a®*??)
descritos en este documento proporcionan un sistema para la caracterizacion in vitro de unién de anticuerpo anti-
hNay1.7 es inhibiciéon de la funcién del canal in vivo. Ademas, estos ratones representan un sistema de modelo in
vivo para el examen de nuevos antagonistas especificos de Na,1.7 y la evaluacién de su potencial terapéutico para
tratar respuestas mediadas por Na,1.7.

Tabla 3
CGRP liberado de Scn9a** DRG expuesto a TTX
Condiciones CGRP (pg/ml)
Tampén 3+1
IM 11£1
TTX 1 uM pre-incubacién e IM 76 £ 14
TTX1 uM + IM 10t 4
IM 1114
TTX 10 uM pre-incubacién e IM 44 +7
Tabla 4
CGRP liberado de Scn9a*™* DRG expuesto a Pro-Txll
Condiciones CGRP (pg/ml)
IM 55+5
Pro-TXIl 10 nM pre-incubacion e IM 186 £ 40
Pro-TXIl 100 nM pre-incubacién e IM 126 £ 25
Tabla 5
CGRP liberado de Scn9a®>™"  DRG expuesto a Lidocaina
Condiciones CGRP (pg/ml)
Lidocaina 5 mM pre-incubacion e IM 406
Lidocaina 5 mM + IM 121
Tabla 6
CGRP liberado de Scn9a** DRG expuesto a anticuerpo anti-hNa,1.7
Condiciones CGRP (pg/ml)
IM 172 £17
Ab1 29+4
Ab1 pre-incubacion e IM 168 + 11
Ab2 35+2
Ab2 pre-incubacién e IM 522 + 32
Ab4 21+5
Ab4 pre-incubacion e IM 4302
Ab5 39+6
Ab5 pre-incubacion e IM 62 +2
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Tabla 7
CGRP liberado de Scn9a™™* DRG expuesto a anticuerpo anti-hNa,1.7
Condiciones CGRP (pg/ml)
Tampén 261
IM 21 £1
Ab1 pre-incubacion e IM 97 + 14
Ab1 + IM 1910
Ab4 pre-incubacién e IM 122 £ 35
Ab4 + IM 26 1
Ab5 pre-incubacién e IM 82119
Ab5 + IM 20+ 1
Tabla 8
CGRP liberado de Scn9a™™* DRG expuesto a anticuerpo anti-hNa,1.7
Condiciones CGRP (pg/ml)
IM 307
Ab4 pre-incubacion e IM 81+t12
Ab5 pre-incubacion e IM 117 1
Tabla 9
CGRP liberado de Scn9a>">"' DRG expuesto a anticuerpo anti-hNa,1.7
Condiciones CGRP (pg/ml)
IM 27 +3
Ab1 + IM 12+2
Ab1 pre-incubacion e IM 387
Ab4 pre-incubacion e IM 101 +£2
Ab5 pre-incubacion e IM 47 +6

Ejemplo VII
Generacion de linea celulares inmortalizadas de DRG a partir de ratones humanizados

Pueden aislarse neuronas DRG de ratones humanizados e inmortalizarse para estudio continuo a largo plazo de la
funcién del canal Nay1.7 humano in vitro.

Las neuronas DRG pueden inmortalizarse por cualquier método conocido en la técnica (por ejemplo, véase el
documento US 2009/0298095A1). Normalmente la inmortalizacién de DRG aislados se consigue empleando un
vector de origen retroviral que se ha modificado por ingenieria con secuencias de ADN que codifican un oncogén
(por ejemplo, myc) y un marcador de seleccion (por ejemplo, neomicina). Los oncogenes adecuados que pueden
clonarse en un vector para inmortalizar una célula DRG aislada incluyen factores de crecimiento o mitégenos (por
ejemplo, c-Sis), receptores tirosina quinasa (por ejemplo, receptor del factor de crecimiento epidérmico, receptor del
factor de crecimiento derivado de plaquetas, y receptor del factor de crecimiento del endotelio vascular), tirosina
quinasas citoplasmaticas (por ejemplo, familia Src, familia Syk-ZAP-70, y familia BTK de tirosina quinasas),
serina/treonina quinasas citoplasmaticas y sus subunidades reguladoras (por ejemplo, sobre-expresion de Raf
quinasa y quinasas dependientes de ciclina), GTPasas reguladoras (por ejemplo, Ras), y factores de transcripcion
(por ejemplo, myc). Una vez construido el vector para albergar ambas secuencias de ADN de modo que tenga
capacidad de transcripcién dentro de la célula, puede usarse para crear una linea celular inmortalizada de DRG por
transfeccion en DRG aislados de un raton humanizado descrito en los Ejemplos 2 - 4.

En resumen, pueden prepararse neuronas DRG primarias disociadas por métodos conocidos en la técnica (por
ejemplo, véase Wood J.N., Bevan, S.J., Coote, P.R., Dunn, P.M., Harmar, A. Hogan, P. Latchman, D.S., Morrison,
C., Rougon, G., Theveniau, M., Wheatley, S. 1990. Novel Cell lines display properties of nociceptive sensory
neurons. Proceedings of Biological Sciences, The Royal Society 241(1302):187-94; Raymond, H.K., Thode, S.,
Zhou, J., Friedman, G.C., Pardinas, J.R., Barrere, C., Johnson, R.M., Sah, D.W.Y. 1999. Immortilized human dorsal
root ganglion cells differentiate into neurons with nociceptive properties. Journal of Neuroscience 19(13):5420-5428;
Chen, W., Mi, R., Haughey, N., Oz, M., Hoke, A. 2007. Immortialization and characterization of a nociceptive dorsal
root ganglion sensory neuronal line. J of the Perhipheral Nervous System 12:121-130). Los cultivos de DRG aislados
que expresan un Na,1.7 humano como se describe en los Ejemplos 2 - 4 después se transfectan, por ejemplo por
electroporacion, con un vector candidato modificado por ingenieria como se ha descrito anteriormente.

Después de transfeccion, se cultivan cultivos celulares en medio de seleccion y se mantienen en el medio de
seleccién durante hasta 1-2 semanas hasta que se forman colonias aisladas con 200-300 células. Las colonias se
pican y expanden usando métodos convencionales de cultivo cuando alcanzan aproximadamente un 80-90 % de
confluencia. Las células del cultivo pueden seleccionarse para la expresion de proteina Nayel1.7 humana por

30



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2541535713

transferencia de Southern o Western usando sondas disefiadas a partir de la secuencia de Na,e1.7 humano. Como
alternativa, la confirmacion de la proteina de canal Na,1.7 humano en las células transfectadas puede conseguirse
por reaccion en cadena de la polimerasa sobre ADN o ARN aislado de las células transfectadas.

Una vez que la linea celular neuronal inmortalizada de DRG ha demostrado capacidad de auto-replicacién durante
multiples generaciones, serd adecuada para varios ensayos diferentes, incluyendo, por ejemplo, analisis de
propiedades neuronales del canal Na,1.7 humano, ensayos de toxicidad neuronal, medicion de respuesta de DRG a
estimulos nociceptivos, ensayos de pinzamiento zonal, seleccion de farmacos de alto rendimiento, y ensayo de
bloqueantes especificos de Na,1.7 (por ejemplo, un anticuerpo anti-Na,1.7).

LISTADO DE SECUENCIAS
<110> Regeneron Pharmaceuticals, Inc.
<120> Ensayo de liberacién de neuropéptido para canales de sodio
<130> 210-002EPT2

<150> EP 12167014.5
<151> 07-05-2012

<150> US 13/236.117
<151>19-09-2011

<150> US 13/155.491
<151> 08-06-2011

<150> US 61/485.488
<151> 12-05-2011

<160> 43
<170> FastSEQ para Windows Versién 4.0

<210>1

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 1
gggacttctc tgggticagt ta 22

<210>2

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 2
aaaggctctc aatgggaaac aag 23

<210> 3

<211>29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 3
tcaatgactt gacataatgc atgcactcc 29
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<210> 4

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 4
atgtcagcca atcctictaa agtg 24

<210>5

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 5
cgttttgcct aaggeggtac20

<210> 6

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 6
tcctatgagce ccatcacaac cacac 25

<210>7

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400>7
gotggagagg ctattcgge 19

<210>8

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 8
gaacacggcg gcatcag 17

<210>9

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400>9
tgggcacaac agacaatcgg ctg 23
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<210> 10

<211>115

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 10
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ctagetgage tgtcaccaca cattgetect accacgtatt gtacagcetac tgcaagagea 60
ccacagttgg ctttectgtat cataactteg tataatgtat getatacgaa gttat 115

<210> 11

<211> 148

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 11

ataacttcgt ataatgtatg ctatacgaag ttatagettc ggttttgata cactgtttac 60
agoctgogaa ggtgactcac tcgtgttaat aagactettt tacggaggte tatgecaaac 120
tetttttatc aaatattctc aaaggcag 148

<210> 12

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 12
atcaaaggaa cccaaagaag 20

<210> 13

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 13
gaagggcagc tgtttgccag 20

<210> 14

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 14

atgaagaagc cccaaagcca agca 24

<210> 15

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Sintética

<400> 15
tgcggcecgat cttagec 17

<210> 16

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 16
ttgaccgatt ccttgcgg 18

<210> 17

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 17
acgagcgggt tcggceccatt ¢ 21

<210> 18

<211>99

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 18

ttaggtaagg atccgaaggy gaaataaaac ctacaggatg agaagatgge aatgttgect 60

cccccaggac ctcagagett tgtceattte acaaaacag

<210> 19

<211> 87

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 19

99

gtatgaataa aaaagcattg aaatagggat tcttgccaac ttgetctete gagataactt 60

cgtataatgt atgctatacg aagttat

<210> 20

<211>90

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 20

34
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tatacgaagt tatgctagta actataacgg tcctaaggta gogagectage agetteggtt 60

ttgatacact gtttacagcce tgcgaaggtg

<210> 21

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 21
ggactacaac tgtttatggg caac 24

<210> 22

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 22
tcaattcttc ttcactctca gcag24

<210> 23

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 23
tccggaagga ccttgagcag aatga 25

<210> 24

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 24
caacaggtga gcagcaacag 20

<210> 25

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 25
gcaggagaca catacaccag ac 22

<210> 26

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética
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<400> 26
aaacacgcat gtctgaaggc agtcgg 26

<210> 27

<211> 201

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 27

tacattttaa ggactaaaaa ccatcgtggg ggccctgate caatcagtga agaagctctc 60
tgacgtcatg atcctcactg tgttctgtet cagtgtgtte gocactaattg gactacaget 120
gttcatggga aacctgaage ataaatgttt tegaaattca cttgaaaata atgaaacatt 180
agaaagcata atgaataccce t 201

<210> 28

<211> 157

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 28

aggtgagtac caagagaaac atgcattgta tttttgaatg gcatatgtac ctggtgtatg 60
ttaagagcct gtattaggag gttttttatt tatttgagaa tggaggaaac tctattacte 120
gagataactt cgtataatgt atgetatacg aagttat 157

<210> 29

<211> 141

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 29

tatacgaagt tatgctagct ctgcagacag tctgggactce cctaatgtge attattaaaa 60
ttacaggcaa tttacttgge tgatatgaga acagatagtt ctgaagtcat caataatttt 120
ctgetgtgte tgaccagegt t 141

<210> 30

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 30
gcttgggctt gecaccttta 19

<210> 31

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Sintética

<400> 31
tgcgttgacc actacctgat ac 22

<210> 32

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 32
tctgeattgg cgtetgtttg tca 23

<210> 33

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 33
tgacttgccc tatcaatctg agatc 25

<210> 34

<211>28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 34
gctcacactg tatacacaca aaatcttc 28

<210> 35

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 35
tcactgccta tgataaagt 19

<210> 36

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 36
cacggtttcc tgcaagtcaa 20

<210> 37

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

37



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2541535713

<220>
<223> Sintética

<400> 37
gggacactta caacttgaag ca 22

<210> 38

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 38
tcgttccgaa tgttttgecec ttatga 26

<210> 39

<211>78

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 39

ttteoatttat ttgaagtgca atatcatctt ggcocatctac tecotctgtat gectagtaggt 60
aagectggtg atcacaga 78

<210> 40

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 40

gactagtata caattacaaa tatgcctcga gataacttcg tataatgtat gctatacgaa 60
gttat 65

<210> 41

<211>93

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 41

tatacgaagt tatgcetaget ttectgetaa ccatcattot ggggtatgtg ttatgatgga 60
agttaagtga cagttactta taatatgget gct 93

<210> 42

<211> 9771

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

38



ES 2541535713

<400> 42

cggggctget acctccacgg gogogocctg gcaggagggg cgeagtctge ttgocaggegg 60
tecgcoccagege tccageggeg gotgtogget ttcocaattee gecagetcgg ctgaggetgg 120
gctageectgg gtgccagtgg ctgctagegy caggogtcoce ctgagcaaca ggagcccaga 180
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gaaaaagaag
ccagattctg
gtgaggagcet
caggacctca
ttgctgaaag
caaagcecaag
cteceggeat
cttteatagt
atatgettte
tattcagcat
acccaccgga
cacttgtaaa
cegtggaactyg

taggecaatgt
taatcccagg

atgtcatgat
teatgggaaa
aaagcataat
aaggatccaa
ggtacacctyg
tecagetggge
accaacagac
tectgggete
aacagaacca
tagacegtet
atacaagtat
aactgagctce
agctctccag
acagcatcag
agaggttgtce
ggcgaagcag
agactgaatt
cactgtttgt
ggtcecccace
tggteotecct
agggcacgac
atatgctgaa
acactgtgga
cacacaaatt
attttattogt
cattatttat
taggaaattt
tggatccata
taagtttagt
gactgctecy
trcattggtaa
tcatttttge
agatcaatga
tgattgtgtt
teogetggtca
tggtectaaa
caattgaaga
gaataaatta
caaagattte
tttctaacca
aaatcagtgg
catttattca
tggaaaatat
gattaaaccg
gagaagaagc
gttgtgtacg
ggtggaacat
ttgtccteoat

cagccectgag
caggtgcact
gaagaggaat
gagctttgte
aaaatcaaag
cagtgacttg
ggtgtcagag
attgaacaaa
tecctttecagt
goctcateatyg
ctggaccaaa
aateccttgea
getggatttt
ttcagetett
cctgaagaca
cctgactgtg
cetgaageat
gaatacccta
agatgctete
tgtgaaaatt
cttcttagee
getgegtget
cttttatcta
ggcaaacatt
taaaaaagag
taggagaagce
taaaagtgct
tggagaggaa
aagaaaaagt
tacceccaat
cagaacaagt
tgcagatgat
gccoccacaga
aatgctgeeg
ggttgatgga
caatcaaata
tgatcccaac
agaacttgaa
cttgatctgg
aatggatcct
ggctatggaa
ggtcetttact
tgagtattte
ggagctcttt
agtetteaag
cteagtagay
tgtggtcgge
tgactgtacyg
cogoegtgetg
agctatgtge
cctatttcotg
agaccctgat
tgtgaaacaa
cagggagata
tacacttgct
ttttggaagce
caatccecage
gaatgctgag
gtcaagetce
agaggctgaa
gaggttctea
caggaaaacc
gatccetgete
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agagecgccgyg
gggtggggat
taaaatatac
catttcacaa
gaacccaaag
gaagctggca
cecetggagy
gggaaaacaa
cctctaagaa
tgcactatte
aatgtcgagt
agaggcttct
gtegtoattyg
cgaactttca
attgtagygy
ttctgtctga
aaatgttttc
gagagtgaag
ctttgtggtt
ggcagaaace
ttgtttaggc
gotggcaaaa
ataaacttga
gaagaagcta
caagaagaag
agaattatgg
aaagaaagaa
aagggagatg
ttocaccetty
cagtcaccac
ctttttagtt
gagcacagea
ccccaggage
gtgaacggga
cgcteagece
cacaagaaaa
ctcagacaga
gagtccagac
aattgctcte
tttgtagatce
caccacccaa
ggaatctttg
caagtagget
ctagcagatg
ttggcaaaat
getetaggta
atgecagctct
ctecccacggt
tgtggagagt
cttattgttt
gcettattat
gcaaacaace
accttacgtyg
agacaageag
gaaatgagea
agcegtggaca
ctcacagtga
gaacttagea
tcagagtgeca
cotatgaatt
tgcetgecaag
tgetacaaga
agcagtggty

ggaaggagag
gateggeggg
aggatgaaaa
aacagtctot
aagaaaagaa
aacagctgcce
acttggacce
tcotteogtit
gaatatctat
tgacaaacty
acacttttac
gtgtaggaga
tttttgegta
gagtattgag
ctttgatcca
gtgtgtttge
gaaattcact
aagactttag
tcagcacaga
ctgattatgyg
taatgaccca
cctacatgat
teococtggetgt
aacagaaaga
ctgaggecaat
goctctcecaga
gaaacagaag
ctgagaaatt
gtgtcgaagyg
teageatteg
tcaaaggcag
tttttggaga
gacgcageay
aaatgecacag
tcatgetecee
ggegttgtag
gagcaatgag
aaaaatgtcec
catattggat
ttgcaattac
tgactgagga
cagctgaaat
ggaatatttt
tggaaggatt
cctggccaac
acctecacett
ttggtaagag
ggcacatgaa
ggatagagac
acatgatggt
tgagctecatt
tccagattge
aatttattect
aagatctgaa
aaggtcacaa
aacacttgat
cagtgccaat
gtgattcgga
gcacagttga
ccgatgagee
ttaacataga
ttgttgaaca
cectggottt

40

gocogogece
ctaggttgea
gatggcaatg
tgcectcoatt
agatgatgat
cttecatctat
ctactatgea
caatgecaca
taagatttta
catatttatg
tggaatatat
attcactttt
tttaacagaa
agctttgaaa
gtcagtgaag
actaattgga
tgaaaataat
aaaatatttt
ttoaggtcag
ctacacgage
agattactgg
cttctttgte
ggttgccatg
attagaattt
tgcageggea
gagttcttcet
aaagaaaaagqg
gtcogaaatca
gcataggecga
tggeteattyg
aggaagagat
caatgagagc
taacatcage
tgctgtggac
Ccaatggacag
ttoctatete
tagagcaagce
accttggtyy
aaaattcaaa
catttgcata
attcaaaaat
ggtattaaaa
tgacageett
gtcagttcetg
attgaacatg
agtgttggoe
ctacaaagaa
cgacttette
catgtgggac
catggtcatt
tagttecagac
agtgactaga
aaaagcattt
tactaagaag
tttectcaag
ggaagacagt
tgcacctggg
tagtgaatae
taacccetttg
agaggectgt
gteagggaaa
cagttggttt
tgaagatatt

tetoctggag
agoctcttat
ttgecteeece
gaacaacgca
gaagaagccc
ggggacattce
gacaaaaaga
¢otgetttat
gtacactcct
accatgaata
acttttgaat
cttegtgaco
tttgtaaace
actatttctg
aagctttetg
ctacagetgt
gaaacattag
tattacttgg
tgtecagagg
tttgacactt
gaaaaccttt
gtagtgattt
gcatatgaag
caacagatgt
gcggcetgaat
gaaacateca
aatcaaaaga
gaatcagagg
gcacatgaaa
ttttetgeaa
ataggatctyg
agaaggggcet
caagccagta
tgcaacggtyg
cttetgocay
cttteagagy
atattaacaa
tacagatttg
aagtgtatct
gttttaaaca
gtacttgecta
ctgattgcea
attgtgactt
cgatcattca
ctgattaaga
atcatcgtet
tgtgtetgea
cacteacttee
tgtatggagy
ggaaacctgy
aatcttacag
attaaaaagg
tccaaaaage
gaaaactata
gaaaaagata
gatggtcaat
gaatcogatt
agcaaagtga
cctggagaag
ttcacagatg
ggaaaaatet
gaaagcttcea
tatattgaaa

240

300

360

420

480

540

€00

€60

720

780

840

900

9860

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2480
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960



ggaaaaagac
ttatggaaat
ggtgttgget
ttggctacte
taagagcctt
ttecttccat
tgggagtaaa
gattteoetge
azaatgtgeg
ctetgettea
ctgttaatgt
tocgtetttat
ataatttcaa
agaagaaata
ctogaccagy
atattagtat
gtcaaagtca
tcactggaga
ggaatatttt
tgattgaaac
gocgaatecot
tgatgtacet
acgccatctt
tgttcaattt
ctggetggga
aaaaagttea
tctactttgt
tcatactgga
actttgagat
agttctctaa
ccaacaaagt
gtettgacat
ctettegttce
aacccatcac
gtgcttatag
aagatggaga
atgagaacte
atgatagtgt
acaaagggaa
cagcctgtga
atcottttta
aggtgggcag
gaactctgta
taaatcagaa
taattagtct
atctattatt
gaagtaatgg
tttatcaatg
tcagaaccaa
teatttctac
ctttagagta
accacagaac
aactgagaaa
tgactgtget
ctttettaty
cctgatatge
cagtatttat
tatgacagac
toettgecaac
ttggatatac
tgtgaaatat
tattcatttt
tgaaaagaaa

cattaagatt
gettotaaaa
ggatttecta
agatcttgge
atctagattt
catgaatgtg
tttgtttget
aagtcaagtt
atggaaaaac
agttgcaact
agacaagcag
catetttggy
ccaacagaaa
ctataatgca
gaacaaaatce
catggttett
acatatgact
atgtgtgeta
tgattttgtg
gtattttgtg
acgtctagte
tectgegttyg
tggaatgtce
tgagaccettt
tggattgeta
tectggaagt
tagttatate
gaattttagt
gttetatgag
anteotctgat
ccagectcatt
cttatttget
acagatggaa
aaccacacta
acgttaccge
cagagatgat
aagtccagaa
aacaaagcca
agacagceaag
aagtgattta
tcaaaatatt
cattagcaga
ggaattattg
gaccatgtag
tgttteoccat
tggaaatcaa
acattagtta
tacagaggtt
tttatatgtg
aaatgttttt
ttgtgtttca
ttgaaaaatt
aaagttattyg
gcccaaaata
cagtattgtt
agttagttgt
tgcatcactt
tttacacaga
ttgctetcett
ttcaatgtat
attttgeoctce
gcattagctg
taaccataat
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atcctggagt
tggatageat
attgttgatg
cccattaaat
gaaggaatga
ctacttgtgt
ggcaagttct
ccaaatogtt
ctgaaagtga
tttaagggat
cccaaatatg
tcattettca
aagaagcttg
atgaaaaage
caaggatgta
atctgtetca
gaagttttat
aaactgatct
gttgtgatta
tcooctacen
aaaggagecaa
tttaacatog
aactttgcct
ggcaacagta
gcacctatte
tcagttgaag
atcatatect
gttgccacty
gtttgggaga
tttgeagety
gocatggate
tttacaaage
gaaaggttca
aaacggaaac
ttaaggcaaa
gatttacteca
aaaacagatg
gacaaagaga
gaaagcaaaa
tttgtgttaa
ctegaaggea
tggttatttt
attatageat
aaaactttta
gtaaataaac
caaaagtatt
tgaatgttta
attctatatt
cctataaaat
cattcatcett
tagcctttct
attectaagta
acagaagttc
ctgataatag
tagtcatect
ttgaccacgg
gtatacaatec
tatgtgttta
gccaccaact
acaatgagga
aatcaacaca
tagacatcta
gettttttte

atgcagacaa
atggttataa
tttectttggt
cocctteggace
gagtcogttgt
gtcttatatt
atgagtgtat
ccgaatgttt
actttgataa
ggacgattat
aatatageccet
ctttgaactt
gaggtcaaga
tggggtccaa
tatttgaccot
acatggtaac
attggataaa
cccteagaca
tcoctocattgt
tgttcocgagt
aggggateeg
goctectget
atgttaaaaa
tgatttgect
ttaacagtaa
gagactgtgg
tectggtigt
aagaaagtac
agtttgatcc
ccoctggatce
tgcccatggt
gtgttttggyg
tgtetgoaaa
aagaggatgt
atgtcaaaaa
ataaaaaaga
ccactteate
aatatgaaca
aatagagectt
taaaactett
gtgcagtecac
tgecactgatyg
acaaaagtga
catctgoatt
aacacacgea
tgocottygget
gttaaaatge
ttgaggtgcet
gocatgggat
gactcacatg
tctttcatat
catattacac
tatttgetat
tetoettaaac
ttcgetgtaa
tacatacttg
cegtgtttgg
gtatgaataa
tagtttecta
agatgtcace
gtaccatggg
gttttttgaa
gtgagtttat

41

gatctteact
aacatattta
tactttagtg
actgagaget
gaatgcacte
ctggctgata
taacaccaca
tgcccttaty
tgtcoggactt
tatgtatgea
ctacatgtat
gttcattggt
catetttatg
gaagccacaa
agtgacaaat
catgatggta
tgtggttttt
ctactactte
aggtatgttt
gatcogtett
cacgectgete
attectggte
ggaagatgga
gtteocaaatt
gccaccogac
taacccatet
ggtgaacatg
tgaacctetyg
cgatgcgacc
teotottete
tagtggtgac
tgagagtggg
teoottacaaa
gtctgctact
tatatcaagt
tatggctttt
caccacctot
agacagaaca
catttttgat
ttgaggaagt
taactctgat
attcecttaag
ttcagttttt
gtcatctttt
tacagaaaaa
ttgcaatgaa
attattaggg
taaatttatt
taaaaatata
ccaacaagga
ccoctttttgt
tectcaaaaa
tatttacata
tettttgtea
gcaaagttga
agcagataat
caagetttea
aaaagecattg
aattatggaa
ttetecttaa
cttectaattt
aacacctatt
ttcaggaata

tacatcottea
accaatgect
gcaaacacte
ttaagaccte
ataggagcaa
ttcagcatca
gatgggtecac
aatgttagte
ggttaccetat
gecagtggatt
atttattttg
gtecatcatag
acagaagaac
aagccaatte
caagecttiyg
gaaaaggagyg
ataatccttt
actgtaggat
ctagetgatt
gecaggattyg
tttgetttga
atgttcatct
attaatgaca
acaacctetg
tgtgacccaa
gttggaatat
tacattgcag
agtgaggatyg
cagtttatag
atageaaaac
cggatcoatt
gagatggatt
gtgtectatg
gtcattecage
atatacataa
gataatgtta
ccacectteoat
gaaaaggaag
atattgttta
ctatgocaaa
ttectaagaa
aatcgtaaga
tggtttttaa
cacaggattg
toctattattt
atgettgata
agcettgactt
ctacattgca
tgtaggetat
taagacttac
tcatagaata
aaacaaagat
gcotaacatt
aatttteoctyg
tgaaatcctt
aacttgggca
aatcatgtaa
aaatagggat
gtaatctttt
aattctatga
atcaagcaca
aatagtaatt
tgagatottt

4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4380
5040
S100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
€120
6180
6240
6300
€360
6420
6480
£540
6600
6660
6720
£730
6840
€900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
76380
7740



10

cttctataaa
acttagaaga
gctttecata
tttttgttgt
atttatggtt
caacatcegt
ctaaagattc
atttaatatg
acctaccaag
attacattta
aattcaatct
tgtagtaaga
gccttgtttt
tcttagcatt
ttttttaaaa
ttgtgacttt
tgaagtaaaa
tteocagaagge
acaatacaga
gttttetaaa
tggcatgatc
cctoccaagt
tgtagataag
tcctactgte
caggtttgaa
gttacctagt
aacatcacaa
gagtgaaaat
ttaatagaag
tttaggacct
ttatecttett
tatcataaag
atgtttgagt
cattgtaata

<210> 43
<211> 1977
<212> PRT

gttattcatg
tttttgtggy
tttaaaaaat
tctggeaatt
aaagaatgag
tattactttg
tttataccat
aaagacacca
cctgttggaa
tcagattttt
accgttattt
caagatgttt
tatgtaaaat
tcaaaaatat
taacatggtt
ttatcaatta
ttagacetet
actgtcatat
aaggcagtta
aactttttta
atagctctct
agctaagact
gggtcttgct
atgacctgcc
cacaaatctt
ttgcaaaaga
cccaaaatac
aaaatgcata
tgctgaaaga
atgtatgaag
gaggaaaaca
ctgtttacat
ttgecataaa
taatctaaga

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 43

ES 2541535713

cacaggcaaa
aggttttgaa
aataaattac
taaaaagaaa
atcagaagtc
agacatttgt
cttaggttca
tgcagtgttt
ataggttttyg
aaatacatte
caaactcaca
gacaggtteg
aaaaaatatyg
atataaagtt
aagttttata
aaaataatat
ctttocatgt
taatatttaa
cactgaagaa
agtgaccagg
gcagcctcaa
acaggtacat
atgttgeccca
aacatgectgg
tcggatgaaa
tttgggtgac
ttagcatgat
tgtaaataaa
agggccaact
gccaccaatt
atcaagaatt
aggattettt
ttatattgta
ataaaagtta

aattgagcta
gcaaatatat
atttatataa
gaggatttaa
tagaatgttt
cctaatectac
ttcatcttag
tccgagacta
ataatttaag
aattaagaat
aatataactg
tgtgtaattt
ggcaactggt
gttcttttte
tatatttacg
ttggaagaaa
agattactgt
attttataat
cttaacttag
tetegetetg
ctotgggete
gocaccatge
ggctagtcete
ggttacagge
attagagaac
ttgtgagctg
tttatagagt
gcagttctaa
aaattaggat
ttttaaaaat
gcttcatgaa
acaaatttca
gttatattgt
tacaaaataa

42

cacaggtaga
aaaacaactt
taaatgttta
acgtacctat
ttaaattgtg
gtataaaact
gctatttgaa
catagatcat
tagggacaeta
ttaacatcac
cattatgaat
tctattaatg
ttgttaacaa
ctatttecatg
tttgtttcag
gagcttatta
ttgtactgat

cgctgaactt

aataaaatgg
tcacccagge
aagcaacect
ctggetaata
aaactcctgg
atgagccace
ctaattttag
tttttaaatg
tttgataget
atagcetattt

ggccagggaa

atetgtggtt
aataaataaa

tagatctatg
agttatactt
aaaaaaaaaa

atgtagtttt
tcactaattt
aagcacatat
agaaacaaag
atatatttta
caatctagog
ccacttttta
tttatcacat
tacaaaatat
cttaaatttg
acttacataa
ttitttacatt
cacaatttcet
aactatgttt
gaatgtetac
agtataagcet
ggtttcacec
attacaccca
aagcaaacag
tagagtgcaa
cctgcoctcayg
tttaaatttt
cttcaagtgt
atgcgoccaaa
cttttigata
ctgattgttg
ttattaaaaa
cagagaaatg
ttggcetggg
tattatgtta
tagccatgaa
aatgctcaaa
gagactgaca
a

7800
7860
7920
7980
B8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
2000
2060
9120
2180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9771



Met
Lys
Lys
Pro
Asp
65

Tyr
Ila
Ser

Ser

Met

Ala
Gln
Glu
Ser
50

Ile
Tyr
Phe
Pro
Met

130
Asn

Ser
Pro
35

Ser

Pro

Ala

Leu
115
Leu

Asn

Leu
Leu
20

Lys
Asp
Pro
Asp
Phe
100
Arg
Ile

Pro

Pro
Ala
Glu
Leu
Gly
Lys
85

Asn
Arg
Met

Pro

Pro
Leu
Glu
Glu
Met
70

Lys
Ala
Ile
Cys

Asp

ES 2541535713

Pro
Ile
Lys
Ala
55

Val
Thr
Thr

Ser

Thr
135
Trp

Gly
Glu
Lys
40

Gly
Ser
Phe
Pro
Ile
120
Ile

Thr

Pro
Gln
25

Asp
Lys
Glu
Ile
Ala
105
Lys
Leu

Lys

Gln
10

Arg
Asp
Gln
Pro
Val
90

Leu
Ile
Thr

Asn

43

Ser
Ile
Asp
Leu
75

Leu
Tyr
Leu
Agn

val

Phe
Ala
Glu
Pro
60

Glu
Asn
Met
Val
Cys

140
Glu

val
Glu
Glu
45

Phea
Asp
Lys
Leu
Hisa
125
Ile

Tyr

His
Arg
30

Ala
Ila
Leu
Gly
Ser
110
Ser

Phe

Thr

Phe
15

Lys
Pro
Tyr
Asp
Lys
85

Pro
Leu

Met

FPhe

Thr
Ser
Lys
Gly
Pro
80

Thr
Phe
Phe

Thr

Thr



145
Gly

Cys
Phe
Asn
Ile
225
Ser
Ser
His
Ile
Tyr
305
Ser
Pro
Ala
Gln
val
385
Val
Lys
Glu
Ser
Thr
465
Lys
Ala
Ser
Leu
Ser
545
Gly

Ile

Pro

Asn
625
AsSn

Ile
val
val
Val
210
Ser
val
Val
LyS§
Met
290
Lau
Gly
Asp
Leu
Thr
370
Ile
Ala
Gln
Gln
Ile
450
Ser
Lys
Glu
Phe
Sar
530
Ala
Arg
Phe
Pro
Pro
610
Gly

Gly

Tyr
Gly
val
195
Ser
Val
Lys
Phe
Cys
275
Asn
Glu
Gln
Tyr
FPhe
355
Leu
Phe
Mat
Lys
Glu
435
Lys
Lys
Lys
Hia
515
Thr

Arg

Gly
Gln
595
Meat
val

Gln

Thr
Glu
180
Ile
Ala
Ile
Lys
Ala
260
Phe
Thr
Gly
Cys
Gly
340
Arg
Arg
Leu
Ala
Glu
420
Glu
Arg
Leu
Asn
Leu
500
Leu
Pro
Arg
Ile
Asp
580
Glu
Leu

val

Leu

Phe
165
Phe
val
Leu
Pro
Leu
245
Leu
Arg
Leu
Ser
Pro
325
Tyr
Leu
Ala
Gly
Tyr
405
Leu
Ala
Ser
Ser
Gln
485
Ser
Gly
Asn
Ser
Gly
565
Asn
Arg
Pro

Ser

Leu
645

150
Glu

Thr
Phe
Arg
Gly
230
Ser
Ile
Asn
Glu
Lys
310
Glu
Thr
Met
Ala
Ser
390
Glu
Glu
Glu
Arg
Ser
470
Lys
Lys
val
Gln
Ser
550
Ser
Glu
Arg
Val
Leu

630
Pro

ES 2541535713

Sar
Phe
Ala
Thr
215
Leu
Asp
Gly
Ser
Sarxr
295
Asp
Gly
Ser
Thr
Gly
375
Pha
Glu
Phe
Ala
Ile
455
Lys
Lys
Ser
Glu
Ser
535
Arg
Glu
Ser
Ser
Asn
615

val

Glu

Leu

Leu

Tyr
200
Phe
Lys
val
Leu
Leu
280
Glu
Ala
Tyr
Phe
Gln
360
Lys
Tyr
Gln
Gln
Ile
440
Met
Sar
Leu
Glu
Gly
520
Pro
Thr
Thr
Arg
Ser
600
Gly
Asp

Gly

val
185
Leu
Arg
Thr
Mat
Gln
265
Glu
Glu
Leu
Thr
Asp
345
Asp
Thr
Leu
Asn
Gln
425
Ala
Gly
Ala
Ser
Ser
505
Hisg
Leu
Ser
Glu
585
AsSn
Lys
Gly

Thr

Lys
170
Asp
Thr
Yal
Ile
Ile
250
Leu
Asn

Asp

Cys
330
Thr
Tyr
Tyr
Ile
Gln
410
Met
Ala
Leu
Lys
Ser
490
Glu
Arg
Ser
Leu
Phe
570
Gly
Ile
Met
Arg

Thr
650

44

155
Ile

Pro
Glu
Leu
val
235
Leu
Phe
Asn
Phe
Cys
315
Val
Pha
Trp
Met
aAsn

395
Ala

Ala
Ser
Glu
475
Gly
Asp
Arg
Ile
FPha
555
Ala

Ser

Ser

Ser
635
Asn

Leu
Trp
Phe
Arg
220
Gly
Thr
Met
Glu
Arg
300
Gly
Lys
Ser
Glu
Ile
380
Leu
Asn
Asp
Ala
Glu
460
Arg
Glu
Ser
Ala
Arg
540
Ser
hgp
Leu
Gln
Ser
620
Ala

Gln

Ala
Asn
Val
205
Ala
Ala
val
Gly
Thr
285
Lys
Phe
Ile
Trp
Asn
365
Phe
Ile
Ile
Arg
Ala
445
Ser
Arg
Glu
Ila
His
525
Gly
Fhe
Asp
Phe
Ala
605
Ala
Leu

Ile

Arg
Trp
1980
ASn
Leu
Leu
Phe
Asn
270
Leu
Tyr
Ser
Gly
Ala
350
Leu
Phe
Leu
Glu
Len
430
Glu
Ser
Asn
Lys
Arg
510
Glu
Ser
Lys
Glu
val
590
Ser
vVal
Met

Hig

Gly
175
Leu
Leu
Lys
Ile
Cys
255
Leu
Gliu
Phe
Thr
Arg
335
Phe
Tyr

val

Glu
415
Lys
Tyr
Ser
Arg
Gly
4585
Arg
Lys
Leu
Gly
His
575
Pro
Arg
Asp

Leu

Lys
655

160
Phe

Asp
Gly
Thr
Gln
240
Lau
Lys
Ser
Tyr
Asp
320
Asn
Lau
Gln
val
val
400
Ala
Lys
Thr
Glu
Arg
480
Asp
Lys
Arg
Phe
Arg

560
Ser

Ser

Cys

Pro
640
Lys



Asn
Val
Arg

705
Lys

Glu
Asn
Ile
785
Asp
Vval
Lys
Gly
Ile
865
Tyr

Trp

Gly
Asn
945
Ser
Leu
Gln
Ile

Asn

Arg Cys

Leu Arg
675

Glu Glu

690

Phe ala

Phe Lys
Ala Ile

His His
755
Leu Val
770
Ala Met

Ser Leu
Glu Gly

Leu Ala
835

Asn Ser

850

Val Phe

Lys Glu
Hig Met

Cys Gly
915

Gln Ala

930

Leau Val

Ser aAsp
G1ln Ile

Thr Leu
D95
Ser Arg
1010
Tyr Ile

1025

Fhe
Lys
Ser
Asn

Lys

Leu Lys
His Leu

Leu Thr

Ser
660
Gln
Leu
His
Lys
Thr
740
Pro
Pha

Asp

Ser

Glu
Lys
Cys
725
Ile
Met
Thr

Pro

Ile Val

Leu
B20
Lys
Val
Ile
Cys
Asn
900
Glu
Met
Val
Asn
Ala
9280
Arg
Glu
Ser

Glu

Met
1060

805
Ser

Ser
Gly
Phe
val
885
Asp
Trp
Cys
Lau
Leu
965
Vval
Glu
Ile

Asn

Lys
1045

Tyr
Ala
Glu
Phe
710
Ilea

Cys

Gly
Tyr
730
Thr
vVal
Trp
Ala
Ala
870
Cys
Phe

Ile

Asn
950
Thr
Thr
Phe
Arg
His
1030
Asp

ES 2541535713

Leu Leu Ser
€65
Met Ser Arg
€80
Ser Arg Gln
695
Leu Ile Trp

Tyr Phe Ile

Ile Val Leu
745
Glu Glu Phe
760
Ilae Phe Ala
775
Glu Tyr Phe

Leu Ser Len

Leu Arg Ser
825
Pro Thr Leu
840
Leu Gly Asn
855
Val val Gly

Lys Ile Asn

Pha His Ser
908
Glu Thr Met
920
Ile Val Tyr
935
Leu Phe Leu

Ala Ile Glu

Arg Ile Lys
985
Ile Leu Lys
1000
Gln Ala Glu
1015
Thr Leu Ala

Lys Ile Ser

Glu Asp Ser Asp Gly

1065

Val Thr Val Pro Ile Ala

1075
Met Asn Ala Glu Glu Leu Ser Ser

1090

1080

10385

Val Arg Leu Asn Arg Ser Ser Ser

1105
Asn Pro Leu Pro Gly Glu Gly Glu Glu

1125

1110

Ser Asp Glu Pro Glu Ala Cys FPhe Thr

1140

1145

Glu
Ala
Lys
Asn
val
730
Asn
Lys
Ala
Gln
val
810
Phe
Asn
Leu
Met
Asp

830
Phe

Trp
Met
Ala
Glu
970
Lys
Ala
Asp
Glu
Gly
1050
Gln
Pro
Asp
Ser

Ala
1130

Asp
Ser
Cys
Cys
715
Met:
Thr
Asn
Glu
Vval
795
Glu
Axg

Met

Gln
875
Asp
Leu
Asp
Meat
Leu
985
Asp
Gly
Phe
Leu

Met

Met Leu Asn
670
Ile Leu Thr
€85
Pro Pro Trp
700
Ser Pro Tyr

Asp Pro Phe

Leu Phe Met

750

Val Leu Ala
765

Mat Val Leun

Gly Trp Asn
Leu Phe Len

Leu Lau Arg
830
Leu Ile Lys
845
Leu Val Leun
860
Leu Phe Gly

Cys Thr Leu

Ile Val Phe
910
Cys Met Glu
925
Val Met Vval
940
Leu Leu Sear

Pro Asp Ala

Ile Asn Tyr
990
Sar lLys Lys
1005
Asn Thr Lys
1020
Ser Lys Gly

1035

Phe
Ser
Gly
Ser

Glu

1115

Asp
Agn
Trp
TIp
Vval
735
Ala
Ile
Lys
Ile
Ala
Bl5
val
Ile
Ala
Lys
Pro
895
Arg
val
Ile
Ser
Aszn
975
val
Pro

Lys

His

Pro
Thr
Tyr
Ile
720
Asp
Met

Gly

Fhe
800
Asp
Phe
Ile
Ile
Ser
880
Arg
Val
Ala
Gly
Phe
960
Asn
Lys
Lys
Glu

Asn
1040

Gly Ser Ser Val Asp

Phe lle His

105
Asn

1070
Glu Ser Asp Leu Glu

1085

S
Pro

Asp Ser Glu Tyr Ser

1100

Cys Ser Thr Val Asp

1120

Glu Ala Glu Pro Met Asn

113

S

Asp Gly Cys Val Arg Arg Fhe

1150

Ser Cys Cys Gln Val Asn Ile Glu Ser Gly Lys Gly Lys Ile Trp Trp

45



1155
Asn Ile Arg Lys
1170
Ser Phe Ile Vval
1185
Glu Asp Ile Tyr

Tyr Ala Asp Ly=

ES 2
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1160

Thr Cys Tyr Lys
1175
leu Met Ile Leu
1190
Ile Glu Arg Lys
1205

Ile Phe Thr Tyr

1220

Lys Trp Ile Ala
1235
Trp Leu Asp Phe
1250
Asn Thr
1265
Leu Arg

Leu Gly
Ala Leu

Arg Val Val Val

Tyr Gly Tyr Lys
1240
Ile Val Asp
1255
Ser Asp Leu
1270

Preo

Leu
Tyr
Arg

1285
Aszsn Ala

Leu Arg

Leu Ile

1300

Leu Val
1315
Leu Phe

Val Leu

vVal Asn

1330
Gly Ser
1345
Ala

Arg Phe

Leu Met Asn

Asn Phe Asp Asn

Ile Phe
1320

Lys Phe

1335

Ser Gln

Cys Leu

Ala Gly
Ala
1350
Ser

Pro

val
1365
val

Gln Asn

Gly Leu Gly

1380

Thr Phe Lys Gly
1395
Val Asp Lys
1410

Phe val val

aAsn

Tyr
1425
Phe Ile Gly Val
Gly Gly Gln Asp
1460

Met Lys Lys
1475

Gly Asn
1490
Phe

Ala

Pro Lys
Ala
1505
Met

Asp Ile

Met Val Glu

Ile Asn
1540
Ile

Tyr Trp
Leu
1555
Asp

Leu Lys

Ile Phe
1570
Asp Leu

Phe

Ala
1585
Ile Arg Leu

Ile
Ala
Lys Gly Ile Arg
1620
Leu Phe Asn Ila
1635
Ile Phe Gly Met
1650

Thr Ile Ile
1400
Lys Tyr
1415
Ile

Trp

Gln Pro

Phe Ile
1430
Ile

Phe

Ile
1445
Ile

Asp Asn

Phe Met Thr

Leu Gly Ser Lys

1480

Ile Gln Gly Cys
1495

Ile Met
1510

Glu Gly

Ser Val

Lys Gln
1525
Val val Phe Ile
Hisa
1560
Ile

Ser

Leu Arg
Val val val
1575
Glu
15980
Arg Ile
1605
Thr Len

Gly Arg

Leu Leu
1640

Phe Ala

1655

Gly Leu

Ser Asgn

Thr Tyr Phe Val

Leu Phe Ala

Ile val Glu Hias

1165
Ser Trp Phe Glu

1180

Leu Ser Ser Gly
1195

Lys Thr Ile
1210

Ile Phe
1225
Thr

Lys

Ile Leu

Tyr Pha Thr

Val Ser Leu Vval

Ala Leu Ala Phe
1200

Ila Ile Leu Glu

1215
Glu Met Leu Leu
1230
Asn Ala Trp Cys
1245

Thr Leu Val Ala

1260

Gly Pro Ile Lys
1275
Ala Leu Ser Arg
1290
Gly Ala
1305

Trp Leu

Ila Pro

Ile Phe

Tyr Glu Cys Ile

Ser Leu Arg Thr

1280

Glu Gly Mat
1295

Ile Met Asn

1310

Tle

Pha
Sar
Ser

1325
Agn Thr

Met Gly

Thr Asp

1340

Val Pro Asn Arg

1355

Trp Ly=a

val Arg
1370

Tyr Len

1385

Met Tyr

Ser Leu

Ala Ala

Glu Tyr Ser Leu

Ser Glu Cys Phe
1360

Lys Val

1375

val Ala

Asn Leu

Leu Gln
13%0

Val Asp

1405

Tyr Met

Ser Val

Tyr Ile

1420

Phe Fhe
1435%
Gln Gln

Gly Ser

Phe Asn
1450
Glu Glu
1465
Lys

Gln Lys

Pro Gln Lys

Ila Phe Asp Leu

Thr Leu Asn Leu
1440

Lys Leu

1455

Tyr As=n

Lys Lys

Lys Tyr
1470

Prcoc Ile Pro Arg

1485

Val Thr Asn Gln

1500

Leu Ile Cys Leu

1515
Gln His Met
1530

Leu

Ser

Ile Thr
1545

Tyr

Phea

Phe Thr

Tyr

Ile Ser Ile Val

Asn Met Val Thr
1520

Thr Glu Val Leu

1535
Gly Glu Cys Val
1550
Val Gly Trp Asn
1565

Gly Met Phe Leu

1580

Pro Thr
1595

Arg Leu

Ser
Ile Leu
1610
Leu Met Met
1625

Phe Leu Val Met

Tyr Val Lys Lysa

1660

46

Leu Phe Arg Val
1600
Lys Gly Ala
1615
Leu Pro Ala
1630

Ile Tyr aAla

val
Ser
Phe

1645
Glu Asp Gly Ile



E

Asn Asp Met Phe Asn Phe Glu
1665 1670
Phe Gln Ile Thr Thr Ser Ala
1685
Asn Ser Lyg Pro Pro Asp
1700
Ser Val Glu Gly Asp Cys
1718
Val Ser Tyr Ile Ile Ile
1730 1735
Ala Val Ile Leu Glu Asn
1750
Leu Ser Glu Asp
1765
Asp Pro Asp Ala
1780
Ala Ala Ala Leu
1795
Gln

Leu
Ser
Phe

Ile
1745
Glu

Pro Asp

Lys Phe Thr

Asp Phe Asp

Leu Ile Ala Met
1815
Leu

Val
1810
His Cys

Lys

Ile
1825
Glu

Leu Asp Ile
1830
Glu Met Asp Ser
1845
Asn Pro Ser Lys
1860

Ser Gly

Met Ser Ala

Leu Lys Arg

1875
Arg Arg
1890
Ile

Tyr Tyr Arg Leu Arg

1895

Asp Gly Asp Arg

1910

Agp Asn Val Asn
1925

Ser Thr Thr Ser
1940 _

Glu Lys Tyr Glu

Tyr
1905
Met Ala

Lys
Phe

Ala Thr Ser

Pro Asp Lys
1955
Asp Ser Lys Glu Ser

1975

Gly Lys
1970

Lys Gln Glu Asp Val

Asp Asp
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Thr Phe Gly Asn Ser

1675

Gly Trp Asp Gly
1690

Cys Asp Pro
1705

Gly Asn
1720
Ser

Lys

Pro Ser

Phe Leu Val

Phe Ser Val Ala

Leu
Lys
Val

Vval

Met Ile Cys Leu
1680
Pro Ile
1695
Pro Gly

Leu Ala

Val His
1710

Gly Ile Phe Tyr

1725

Val Asn Met Tyr

1740

Thr

1755

Phe Glu Met Phe
1770
Gln Phe Ile Glu
1785
Pro Pro Leu Leun
1800
Asp

Leu Pro Met

Phe Phe Thr
1835
Arg Ser Gln
- 1850
Ser Tyr
1865
Ser

Ala
Lgu

val Glu

Ala Thr
1880

Gln Asn Val Lys
Leu
1915

Asp
Glu Asn Ser
1930
Pro Pro

1945

Gln Asp Arg Thr Glu Lys

1960
Lys Lys

47

Tyr
Phe
Ile

Val

Glu Glu Ser Thr
1760

Glu Val Trp Glu

1775
Ser Lys Leu Sar
1790

Ala Lys Pro Asn

1805

Ser Gly Asp Arg

1820

Lys
Met
Pro
Val

Asn

1300

Leu

Ser Pro Glu

Ser Tyr Asp Ser

Arg Val Leu Gly

1840
Glu Glu Arg Phe

1855
Ile Thr Thr Thr
1870

Ile Gln Arg Ala
1885
Ile

Ser Ser Ile

Asn Lys Lys Asp
1920

Thr Asp

1935

Thr Lys

Lys

Val
1950
Glu Asp Lys
1965
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REIVINDICACIONES
1. Un método para identificar un antagonista de Na,1.7, que comprende:

(a) proporcionar ex vivo una célula que expresa una proteina de subunidad-o. de Na,1.7 humano de longitud
completa, o una proteina de subunidad-o. de Nay1.7 quimérico que comprende un bucle extracelular de los
dominios | o Ill de la subunidad-o de Nay1.7 de ratén que se ha remplazado por el correspondiente bucle de una
subunidad-o. de Nay1.7 humano;

(b) poner en contacto la célula con un compuesto de ensayo que se une a, o bloquea una funcion de, la proteina
de subunidad-a de Nay1.7 humano o de la proteina de subunidad-a de Nay1.7 quimérico de (a) y esperar un
primer periodo de tiempo;

(c) poner en contacto la célula de (b) con uno o mas mediadores inflamatorios y esperar un segundo periodo de
tiempo;

(d) determinar la cantidad de péptido relacionado con el gen de calcitonina (CGRP) liberado de la célula después
de la etapa (c); y

(e) comparar la cantidad de CGRP liberado en la etapa (d) con la cantidad de CGRP liberado en presencia de un
inhibidor conocido de canales de sodio, en donde un aumento en CGRP liberado en presencia de un compuesto
de ensayo indica inhibicién de Na,1.7.

2. El método de la reivindicacion 1, en el que la célula es una célula neuronal, preferiblemente en el que la célula
neuronal es una célula del ganglio de la raiz dorsal (DRG).

3. El método de la reivindicacion 2, en el que la célula es una célula de ratén.

4. El método de la reivindicacion 1, en el que la cantidad de CGRP liberado en presencia del compuesto de ensayo
inhibe una o mas funciones de la proteina Nay1.7 humana o quimérica y es al menos 2 veces mayor que el inhibidor
conocido de canales de sodio.

5. Un método para identificar un antagonista de Na,1.7, que comprende:

(a) poner en contacto una célula DRG que expresa una proteina de subunidad-o de Na,1.7 humano de longitud
completa, o una proteina de subunidad o de Nay1.7 quimérico que comprende un bucle extracelular de los
dominios | o Ill de la subunidad-o de Nay1.7 de ratén que se ha remplazado por el correspondiente bucle de una
subunidad-o. de Na,1.7 humano con un compuesto de ensayo que se une a, o bloquea una funcién de, la
proteina de subunidad-a de Na,1.7 humano o de la proteina de subunidad-o de Na,1.7 quimérico y esperar un
primer periodo de tiempo;

(b) poner en contacto el DRG de (a) con uno o mas mediadores inflamatorios y esperar un segundo periodo de
tiempo;

(c) determinar la cantidad de péptido relacionado con el gen de calcitonina (CGRP) liberado del DRG después de
la etapa (b); y

(d) comparar la cantidad de CGRP liberado en la etapa (c) con la cantidad de CGRP liberado en presencia de un
inhibidor conocido de canales de sodio, en donde un aumento en CGRP liberado en presencia de un compuesto
de ensayo indica inhibicién de Na,1.7.

6. El método de las reivindicaciones 1 0 5, en el que el agente se selecciona entre un anticuerpo, un péptido, un
compuesto organico y una toxina, preferiblemente en el que el anticuerpo es humano.

7. El método de las reivindicaciones 1 0 5, en el que el uno o0 mas mediadores inflamatorios se seleccionan entre
prostaglandina E», bradicinina, capsaicina, protones y un factor neurotréfico, preferiblemente en el que el uno o mas
mediadores inflamatorios son prostaglandina E», bradicinina y capsaicina.

8. El método de la reivindicacién 5, en el que el DRG se aisla de un miembro del grupo que consiste en ser humano,
raton, rata o0 mono, preferiblemente en el que el DRG se aisla de un raton.

9. El método de las reivindicaciones 1 0 5, en el que la célula se aisla de un ratén modificado genéticamente que
comprende, en su linea germinal, una secuencia de nucleétidos que codifica una subunidad-o de Na,1.7 humano o
un fragmento de la misma unida de forma funcional a un promotor Nay.

10. El método de las reivindicaciones 1 0 5, en el que el inhibidor conocido de canales de sodio es tetrodotoxina o
ProTx-Il.

11. El método de las reivindicaciones 1 0 5, en el que la proteina de subunidad-a de Nay1.7 humano de longitud
completa esta codificada por los exones 2 a 28 de un gen de Na,1.7 humano.

12. El método de la reivindicacion 11, en el que la proteina de subunidad-o de Nay1.7 humano de longitud completa
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es una variante de Nay1.7 humano.

13. El método de la reivindicacion 12, en el que la variante de Na,1.7 humano comprende una sustitucién de
aminoacido seleccionada entre Q10R, 1136V, F216S, S241T, N395K, V400M, L823R, 1848T, L858H, L858F, A863P,
V872G, F1449V, o una combinacién de las mismas.

14. El método de la reivindicacion 12, en el que la variante de Nay1.7 humano comprende una sustitucién de
aminoécido seleccionada entre R996C, V1298D, V1298F, V1299F, 11461T, F1462V, T1464l, M1627K, A1632E, o
una combinacion de las mismas.

15. El método de la reivindicacion 12, en el que la variante de Na,1.7 humano comprende una sustitucién de
aminoacido seleccionada entre F1200L, [1235L, o una combinacion de las mismas.
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