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DESCRIPCION
Método y composicion de medicién de la cantidad de derivados de vitamina D
Antecedentes
Campo de la divulgacion

La presente invencion se refiere, en general, a métodos y a composiciones para la medicion de la cantidad de
derivados de vitamina D. Mas particularmente, la invencion se refiere al uso de la transferencia de energia de
resonancia de fluorescencia (FRET) y de un dominio de union al ligando modificado del receptor de la vitamina D
(LBD de VDR) para medir los derivados de vitamina D.

Breve descripcion de la tecnologia relacionada

El colecalciferol y el ergocalciferol (denominados colectivamente "Vitamina D") son precursores seco-esteroides
liposolubles de las prohormonas de la vitamina D. Los metabolitos de la vitamina D conocidos como 25-hidroxi-
vitamina D; y 25-hidroxi-vitamina D3; (denominados colectivamente en el presente documento "25-hidroxi-vitamina
D") son prohormonas esteroides liposolubles de las hormonas de la vitamina D que contribuyen al mantenimiento de
los niveles normales de calcio y de fésforo en el torrente sanguineo. El colecalciferol y el ergocalciferol estan
normalmente presentes a bajas concentraciones estables en la sangre humana. Tanto el colecalciferol como el
ergocalciferol son metabolizados en prohormonas por enzimas localizadas principalmente en el higado del cuerpo
humano. El colecalciferol se metaboliza en la prohormona 25-hidroxi-vitamina D3, y el ergocalciferol se metaboliza en
dos prohormonas, la 25-hidroxi-vitamina D, y la 24(S)-hidroxi-vitamina D-.

Los prohormonas de la vitamina D se metabolizan ademas en los rifiones en potentes hormonas. La prohormona 25-
hidroxi-vitamina D3 se metaboliza en la hormona 1a,25-dihidroxi-vitamina D3 (o calcitriol); asimismo, la 25-hidroxi-
vitamina D; y la 24(S)-hidroxi-vitamina D, se metabolizan en las hormonas conocidas como 1a,25-dihidroxi-vitamina
D, y 1a,24(S)-dihidroxi-vitamina D», respectivamente. La produccién de estas hormonas a partir de las prohormonas
también puede ocurrir fuera del rifidén en células que contienen la/s enzima/s necesaria/s.

Los aumentos repentinos de las concentraciones de las prohormonas en sangre o intracelulares pueden potenciar la
produccion excesiva de hormonas extrarrenales, dando lugar a efectos adversos locales sobre el metabolismo del
calcio y del fésforo. Dichos aumentos repentinos también pueden inhibir la produccién hepatica de prohormonas a
partir de la posterior vitamina D complementaria y potenciar el catabolismo tanto de la vitamina D como de la 25-
hidroxi-vitamina D en el rifidén y en otros tejidos.

Las hormonas de la vitamina D tienen papeles esenciales en la salud humana que estan mediados por los
receptores intracelulares de la vitamina D (VDR). En particular, las hormonas de la vitamina D regulan los niveles de
calcio en sangre mediante el control de la absorcién del calcio de la dieta en el intestino delgado y la reabsorcion del
calcio por los rifiones. Los niveles excesivos de hormonas pueden conducir a niveles anormalmente elevados de
calcio en orina (hipercalciuria), de calcio en sangre (hipercalcemia) y de fésforo en sangre (hiperfosfatemia). Las
hormonas de la vitamina D también participan en la regulacion de la diferenciacion y del crecimiento celulares, la
secrecion de la hormona paratiroidea (PTH) por las glandulas paratiroides, y la formacion y el metabolismo normales
de los huesos. Ademas, las hormonas de la vitamina D son necesarias para el funcionamiento normal del musculo
esquelético, el sistema inmunoldgico, y el sistema de la angiotensina y la renina. Otras numerosas funciones de las
hormonas de la vitamina D se postularan y se aclararan basandose en la presencia documentada del VDR
intracelular en casi todos los tejidos humanos.

Las acciones de las hormonas de la vitamina D en tejidos especificos dependen del grado al que se unen con (u
ocupan) el VDR intracelular en esos tejidos. El colecalciferol y el ergocalciferol tienen afinidades por el VDR que se
estiman en al menos 100 veces inferiores a las de las hormonas de la vitamina D. Por consiguiente, las
concentraciones fisiologicas del colecalciferol y del ergocalciferol ejercen pocas, si es que ejercen alguna, acciones
bioldgicas sin el metabolismo previo en las hormonas de la vitamina D. Sin embargo, los niveles suprafisiolégicos del
colecalciferol y del ergocalciferol, en el intervalo de 10 a 1.000 veces superiores a los normales, pueden ocupar
suficientemente el VDR y ejercer acciones como las hormonas de la vitamina D. Del mismo modo, las prohormonas
25-hidroxi-vitamina D, y 25-hidroxi-vitamina D3 tienen afinidades esencialmente idénticas por el VDR, que también
se estiman en al menos 100 veces inferiores a las de las hormonas de la vitamina D. Por consiguiente, las
concentraciones fisiolégicas de 25-hidroxi-vitamina D, y 25-hidroxi-vitamina D3 tienen pocas, o ninguna, acciones
bioldgicas sin el metabolismo previo en las hormonas de la vitamina D. No obstante, los niveles suprafisiolégicos de
la 25-hidroxi-vitamina D, y 25-hidroxi-vitamina D3, en el intervalo de 10 a 1.000 veces superiores a los normales,
pueden ocupar suficientemente el VDR para ejercer acciones como las hormonas de la vitamina D.

Como con la mayoria de los receptores nucleares, el VDR experimenta un cambio conformacional tras la unién del

ligando (“helix 12 folds underneath H4”; Rochel, N., et al.; Mol. Cell. 5, 173-179(2000); Nayeri, S y Carlberg, C.
Biochem J. 327, 561-568 (1997)). El dominio de unidn al ligando del VDR humano se compone de los aminoacidos
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~118-427. Los restos de aminoacidos que participan en el puente de hidrégeno con el ligando incluyen Ser-237, Arg-
274, Tyr-143, Ser-278, His-305 e His-397. Los aminoacidos que interactian con el ligando a través de interacciones
distintas a los puentes de hidrogeno incluyen Tyr-147, Phe-150, Leu-227, Leu-230, Leu-233, Val-234, lle-271, Ser-
275, Trp-286, Cys-288, Val-300, Leu-309, Leu-313 y Val-418. Val-418 se encuentra en la hélice de activacion (hélice
12) y es probable que experimente un cambio en la proximidad como resultado de los cambios conformacionales
inducidos por el ligando (Rochel, N., et al., Mol. Cell. 5, 173-179 (2000)).

El documento W0O2008092917 desvela un método de determinacion cuantitativa de la vitamina D en el suero o en el
plasma mediante un analisis de unién competitiva. EI método incluye las siguientes etapas: (a) la adicién de una
proteasa serina con actividad endo- y exo-proteolitica y llevar a cabo una digestién de la proteinas de unién a la
vitamina D en el plasma sanguineo o el suero hasta que ya no se puedan unir mas a ningin metabolito de la
vitamina D; (b) la dilucién de la muestra que contiene la proteasa serina, los metabolitos de la vitamina D y las
proteinas plasmaticas o séricas digeridas usando un tampon de dilucion en el que la proteasa serina se inactiva
esencialmente; (c) el suministro de una composicion de trazador de la vitamina D que esta acoplada a una fase
solida; (d) el suministro de un anticuerpo, preferentemente, un anticuerpo monoclonal contra los metabolitos de la
vitamina D; (e) la combinacion de la muestra con los metabolitos de la vitamina D, la fase sélida con el compuesto
trazador de la vitamina D y el anticuerpo; y realizacion de una reaccién de unién competitiva del metabolito de la
vitamina D y el trazador de la vitamina D en el anticuerpo en un tampoén de unién en el que la proteasa serina es
esencialmente inactiva; y (f) la separacion de la fase soélida con el compuesto trazador de la vitamina D y el
anticuerpo unido del tampdn de unidn y, opcionalmente, el lavado de la fase sdlida; y (g) la determinacion de la
cantidad de anticuerpo monoclonal en la fase sodlida. Un método que se puede usar para monitorizar las
interacciones proteina-proteina es la transferencia de energia de resonancia de fluorescencia (FRET) (Berrera et al.,
Handb. Exp. Pharmacol. 186, 285-298 (2008)). La microscopia de FRET detecta la transferencia de energia desde
un fluorocromo donante de energia superior a un fluorocromo aceptor de energia inferior cuando estan muy juntos.
La transferencia de energia de resonancia es un mecanismo mediante el cual la energia se transfiere directamente
de una molécula a otra. Esto solo se produce en una distancia muy pequefia, por lo general, inferior a 10 nm, que es
del orden del tamafio de una proteina tipica. Cuando cada miembro de un par proteina-proteina se marca con los
fluoréforos apropiados (donante y aceptor), la FRET se puede usar para detectar cuando las proteinas estan
préximas. También se puede usar la FRET para detectar los cambios conformacionales en una sola proteina
marcada con dos fluoréforos.

Sumario

La invencion reivindicada se dirige a medir la 25-hidroxi-vitamina D para evaluar la deficiencia de vitamina D. La 25-
hidroxi-vitamina D caera antes de que se observe cualquier efecto en el nivel de calcitriol. Por lo tanto, en los
pacientes en los que se sospecha que los niveles de vitamina D no son normales (por ejemplo, enfermedad renal
cronica (ERC), enfermedad de los huesos y ancianos), la medicion y el seguimiento de los niveles de 25-hidroxi-
vitamina D son fundamentales.

De acuerdo con un aspecto de la invencion, se proporciona un método de medicion de la cantidad de concentracion
de un derivado de vitamina D en una muestra, de acuerdo con la reivindicacién 1 del presente documento.

El VDR modificado puede tener una afinidad al menos 5 veces, 10 veces, 15 veces, 20 veces, 30 veces, 40 veces,
50 veces, 60 veces, 70 veces, 80 veces, 90 veces, 100 veces, 200 veces o 300 veces superior por la 25-hidroxi-
vitamina D que por otros derivados de vitamina D. En una realizacién relacionada, el VDR modificado tiene una
afinidad al menos 10 veces superior por la 25-hidroxi-vitamina D que por otros derivados de vitamina D.

En otra realizacion mas de la invencion, se proporciona el método anteriormente mencionado en el que la muestra
es de un sujeto mamifero o humano. En otra realizacion, el ser humano padece la enfermedad renal crénica (ERC).

En una realizacion, la mutacién comprende una sustitucién en la posicién del aminoacido 274. En una realizacion
relacionada, la mutaciéon de la posicién 274 comprende una sustitucién de un resto de aminoacido basico con un
resto de aminoacido alifatico. En otra realizacién mas, la mutacion comprende Arg274Leu.

En otra realizaciéon de la invencion, se proporciona el método anteriormente mencionado en el que la fluorescencia
se mide usando transferencia de energia de resonancia de fluorescencia (FRET). En otra realizacion, el par de
donante-aceptor de los fluoréforos se selecciona del grupo que consiste en proteina verde fluorescente (GFP),
proteina roja fluorescente (RFP), proteina azul verdoso fluorescente (CFP), proteina amarilla fluorescente (YFP) y
fragmentos activos de las mismas.

De acuerdo con otro aspecto de la invencién, se proporciona un polipéptido de acuerdo con la reivindicacion 8 del
presente documento. En otra realizacion, la mutacion comprende una sustitucion en la posicién del aminoacido 274.
En una realizacién relacionada, la mutacién en la posicion 274 comprende una sustituciéon de un resto de
aminoacido basico con un resto de aminoacido alifatico. En otra realizacion mas, la mutacion comprende Arg274Leu.
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Otros aspectos y ventajas seran evidentes para los expertos habituales en la materia tras revisar la siguiente
descripcion detallada, tomada en combinacion con las figuras. Si bien las composiciones y los métodos son
susceptibles de realizaciones en diversas formas, la descripcion que se presenta de aqui en adelante incluye
realizaciones especificas con el entendimiento de que la divulgaciéon es ilustrativa, y no se pretende limitar la
invencion a las realizaciones especificas descritas en el presente documento.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1A y B muestra un alineamiento del VDR humano y homologos de otras especies, asi como la ubicacion
aproximada de los dominios de union al ADN, dominios de union al ligando y hélices para cada secuencia. El
alineamiento de secuencias (A) del dominio de unién al ADN y (B) del dominio de unién al ligando de tres PXR, cinco
VDR, VDR/PXR de Ciona intestinalis y CAR humana. El dominio de union al ligando se anota con las hélices a [1].
Los numeros de acceso son: PXR humana [Genbank: AF061056], PXR de pollo [Genbank: AF276753], PXR de
takifugu [Ensembl, http://www.ensembl.org:NEWSINFRUT00000171584], VDR humano [Genbank: NM_00376], VDR
de raton [Genbank: NM_008504], VDR de Xenopus laevis [Genbank: U91849], VDR de pez cebra [Genbank:
AF164512], lamprea marina VDR [Genbank: AY249863], VDR/PXR de Ciona intestinalis [Genbank: BR000137] y
CAR humana [Genbank: NM_005122]. Moore et al., Mol. Endocrinol., 16:977-986 (2002).

La Figura 2 muestra una secuencia de aminoacidos de VDR humano (SEQ ID NO: 1) y la ubicacion de Ser-237 y
Arg-274, como se indica en negrita. Los aminoacidos del dominio de unién al ligando (LBD) se indican con letras
mayusculas. Los aminoacidos que, en algunas realizaciones, no se pueden expresar se indican en cursiva. La
eliminacién de esta secuencia relativamente no conservada y flexible permite la cristalizacién y no tiene ningun
efecto sobre la union del ligando, la dimerizacion con RXR ni la transactivacion in vitro (Rochel, 2000).

La Figura 3 muestra la secuencia de aminoacidos de la proteina amarilla fluorescente (YFP) (SEQ ID NO: 2).
La Figura 4 muestra la secuencia de aminoacidos de la proteina azul verdosa fluorescente (CFP) (SEQ ID NO: 3).

La Figura 5 muestra un ejemplo de una secuencia de aminoacidos LBD de VDRm (SEQ ID NO: 4) (sYFP2-
VDRLBDdelta-enlazador-sCFP3A).

La Figura 6 muestra dos posibles construcciones de LBD de VDR modificado (LBD de VDRm).
Descripcion detallada

La presente invencion desvela un ensayo rapido y clinicamente accesible para la medicion de las moléculas de
vitamina D. Con este fin, se construyen biosensores de alta sensibilidad basandose en el dominio de unién al ligando
del VDR (LBD de VDR). Tras la unién del ligando (por ejemplo, la vitamina D o un analogo de vitamina D activo), o
tras la liberacion de un ligando unido, el LBD experimenta un cambio conformacional. Estos fendmenos se pueden
monitorizar mediante la adaptacion de fluoréforos de donante-aceptor emparejados al LBD de VDR cuya proximidad
entre si se altera como consecuencia del cambio inducido por el ligando en la conformacién. Este cambio en la
proximidad puede generar una sefial medible a través de Transferencia de Energia de Resonancia Fluorescente
(FRET), que es la transferencia de energia de un fluoréforo donante a un aceptor. En una realizacion, la FRET se
producira entre las proteinas indicadoras SCFP3A y SYFP2, que estan adaptadas al LBD de VDR. A modo de
ejemplo, en una realizacion, las proteinas indicadoras son SCFP3A (SCFP3A, nimero de acceso: AAZ65848).
Kremers, G-J., et al (2006) Biochemistry 45, 6570-6580) y SYFP2 (SYFP2, nimero de acceso: AAZ65845) Kremers,
G-J., et al (2006) Biochemistry 45, 6570-6580).

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento tienen
el mismo significado cominmente entendido por un experto habitual en la materia a la que pertenece la presente
invencion. Las siguientes referencias proporcionan al experto una definicion general de muchos de los términos
usados en la presente invencion: Singleton, et al., DICTIONARY OF MICROBIOLOGY AND MOLECULAR BIOLOGY
(28 ed. 1994); THE CAMBRIDGE DICTIONARY OF SCIENCE AND TECHNOLOGY (Walker ed., 1988); THE
GLOSSARY OF GENETICS, 5% ED., R. Rieger, et al. (eds.), Springer Verlag (1991); y Hale y Marham, THE
HARPER COLLINS DICTIONARY OF BIOLOGY (1991).

Cabe sefalar que, como se usan en la presente memoria descriptiva y en las reivindicaciones adjuntas, las formas
en singular "un”, "una", "el" y “la” incluyen los referentes en plural a menos que el contexto indique claramente lo

contrario.

El término "sujeto”, como se usa en el presente documento, incluye, en general, seres humanos, mamiferos (por
ejemplo, perros, gatos, roedores, ovejas, caballos, vacas, cabras), animales veterinarios y animales de zooldgico.

También se entiende especificamente que cualquier valor numérico citado en el presente documento incluye todos

los valores desde el valor inferior al valor superior, es decir, todas las combinaciones posibles de los valores
numéricos entre el valor mas bajo y el valor mas alto enumerados han de considerarse indicados expresamente en
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la presente solicitud. Por ejemplo, si se establece un intervalo de concentraciones o un intervalo de efectos
beneficiosos como del 1 % al 50 %, se pretende enumerar expresamente valores tales como del 2 % al 40 %, del
10 % al 30% o del 1% al 3 %, etc., en la presente memoria descriptiva. Estos son solo ejemplos de lo que se
pretende en concreto.

La expresion "que comprende”, con respecto a un compuesto peptidico, significa que un compuesto puede incluir
aminoacidos adicionales y/u otros restos quimicos en cualquiera o ambos extremos amino- y carboxi-terminales de
la secuencia dada. Por supuesto, estos aminoacidos adicionales u otros restos quimicos no deben interferir
significativamente en la actividad del compuesto. Con respecto a una composicion de la presente invencion, la
expresion "que comprende" significa que una composicion puede incluir componentes adicionales. Estos
componentes adicionales no deben interferir significativamente en la actividad de la composicion.

Como se usan en el presente documento, los términos "expresar" y "expresion", y la expresion “que expresa’
significan permitir o hacer que se manifieste la informacion de un gen o secuencia de ADN, por ejemplo,
produciendo una proteina mediante la activacion de las funciones celulares implicadas en la transcripcion y la
traduccion de un gen o de una secuencia de ADN correspondiente. Una secuencia de ADN se expresa en o es
expresada por una célula para formar un "producto de expresion" tal como una proteina. El propio producto de
expresion, por ejemplo, la proteina resultante, también puede decirse que esta "expresado". Un producto de
expresion puede caracterizarse como intracelular, extracelular o secretado.

Como se usa en el presente documento, un "polipéptido" se refiere a un polimero compuesto de restos de
aminoacidos, variantes estructurales, variantes estructurales de origen natural relacionadas y sus analogos no
naturales sintéticos enlazados a través de enlaces peptidicos. Los polipéptidos sintéticos se pueden preparar, por
ejemplo, usando un sintetizador de polipéptidos automatizado. El término "proteina" normalmente se refiere a
polipéptidos largos. El término "péptido" normalmente se refiere a polipéptidos cortos.

Como se usa en el presente documento, un "fragmento” de un polipéptido pretende significar cualquier parte de un
polipéptido o de una proteina inferior al producto de expresién del polipéptido o de la proteina de longitud completa.

Como se usa en el presente documento, un "analogo" se refiere a un polipéptido modificado esencialmente similar
en estructura al polipéptido precursor. El polipéptido modificado puede tener una actividad bioldgica similar o
alterada, o diversos grados de actividad, en comparacién con la molécula precursora entera, o con un fragmento de
la misma. Por ejemplo, el polipéptido modificado puede tener afinidad de union similar o alterada (mayor o menor)
por un ligando o un receptor del polipéptido precursor. Los analogos difieren en la composicion de sus secuencias
de aminoacidos basandose en una o mas mutaciones. Los analogos de secuencia de aminoacidos de un polipéptido
pueden ser analogos de sustitucion, insercion, adicion o delecion. Los andlogos de delecion, incluyendo los
fragmentos de un polipéptido, carecen de uno o mas restos de la proteina nativa que no son esenciales para la
funcién ni para la actividad inmunogénica. Los analogos de insercion implican la adicién de, por ejemplo, uno o mas
aminoacidos en un punto no terminal del polipéptido. Este analogo puede incluir la insercion de un epitopo
inmunorreactivo o simplemente un solo resto. Los analogos de adicidn, incluyendo los fragmentos de un polipéptido,
incluyen la adicion de uno o mas aminoacidos a cualquiera de ambos extremos terminales de una proteina e
incluyen, por ejemplo, las proteinas de fusion. Las sustituciones pueden ser conservadoras o no conservadoras
basandose en la relacion fisicoquimica o funcional del aminoacido que esta siendo reemplazado y el aminoacido que
lo reemplaza.

Como se usa en el presente documento, una "sustitucidon conservadora" de un aminoacido es una sustitucién de un
aminoacido con otro aminoacido que tiene propiedades fisicas y quimicas similares, por ejemplo, en términos de
tamafio, volumen, carga, hidrofobicidad, hidrofilicidad y similares. Los aminoacidos se pueden agrupar por
similitudes, por ejemplo, propiedades como hidréfobos, hidrofilos, acidos, basicos, polares, apolares, aromaticos,
alifaticos cortos, alifaticos largos, etc. Los aminoacidos similares para realizar sustituciones conservadoras incluyen
los que tienen una cadena lateral acida (acido glutamico, acido aspartico); una cadena lateral basica (arginina, lisina,
histidina); una cadena lateral de amida polar (glutamina, asparagina); una cadena lateral hidréfoba, alifatica (leucina,
isoleucina, valina, alanina, glicina); una cadena lateral aromatica (fenilalanina, triptéfano, tirosina); una cadena lateral
pequefia (glicina, alanina, serina, treonina, metionina); o una cadena lateral de hidroxilo alifatica (serina, treonina).
La naturaleza conservadora de una sustitucion puede depender de la ubicacion del aminoacido dentro de una
secuencia de polipéptido.

Como se usa en el presente documento, una "variante" se refiere a un polipéptido, una proteina o un analogo de los
mismos que se modifica para que comprenda restos quimicos adicionales que normalmente no forman parte de la
molécula. Dichos restos pueden modular la solubilidad, la absorcién, la semivida bioldgica de la molécula, etc. Los
restos pueden reducir, como alternativa, la toxicidad de la molécula y eliminar o atenuar cualquier efecto secundario
no deseado de la molécula, etc. Los restos capaces de mediar dichos efectos se desvelan en “Remington's
Pharmaceutical Sciences” (1980). El procedimiento para acoplar dichos restos a una molécula es bien conocido en
la técnica.
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Como se usa en el presente documento, un "polinucleétido recombinante" o un "acido nucleico recombinante" se
refiere a un polinucledtido que tiene secuencias que no estan unidas entre si de manera natural. Por ejemplo, un
acido nucleico que codifica un polipéptido puede unirse con una secuencia de control reguladora heteréloga u otra
secuencia no codificante (por ejemplo, promotor, operador, origen de replicacion, sitio de union a ribosomas, etc.).
Dos o mas polinucleétidos unidos de dicha manera pueden incluirse juntos en un vector, y el vector se pueden usar
para transformar una célula hospedadora adecuada. Una célula hospedadora que comprende el polinucleétido
recombinante se denomina "célula hospedadora recombinante". Como alternativa, una célula hospedadora en la que
un polinucledtido esta presente de manera natural se puede modificar mediante la adicién de una secuencia de
control reguladora heteréloga que controle la expresion del polinucledtido que se da de forma natural en la célula
hospedadora. Dicha célula hospedadora también se conoce como una "célula hospedadora recombinante". El
producto de expresién producido por una célula hospedadora recombinante se conoce como "polipéptido
recombinante”.

Como se usa en el presente documento, "derivado biolégicamente activo" o "variante biolégicamente activa" incluye
cualquier derivado o variante de una molécula que tiene esencialmente las mismas propiedades funcionales y/o
biolégicas de dicha molécula, tales como propiedades de unidn, y/o la misma base estructural, tal como una cadena
principal peptidica o una unidad polimérica basica.

RECEPTOR DE VITAMINA D RECOMBINANTE

Como se usa en el presente documento, la expresion "derivados de la vitamina D" se refiere a metabolitos o
derivados de colecalciferol y ergocalciferol (denominados colectivamente "Vitamina D"), e incluye, pero sin limitacion,
los metabolitos de la vitamina D 25-hidroxi-vitamina D, y 25-hidroxi-vitamina D3 (denominados colectivamente "25-
hidroxi-vitamina D"); 1a,25-dihidroxi-vitamina D3 (o calcitriol); 24(S)-hidroxi-vitamina D»; 1a,25-dihidroxi-vitamina Dx;
y 1a,24(S)-dihidroxi-vitamina D,. Los compuestos 1a,25-dihidroxi-vitamina D3 (o calcitriol) y 1a,25-dihidroxi-vitamina
D, se denominan colectivamente en el presente documento "1,25-hidroxi-vitamina D". La expresion derivados de
vitamina D también abarca analogos de vitamina D tales como Paricalcitol, o cualquier molécula de vitamina D
modificada tal como variantes, etc., como se describe en el presente documento.

La expresion "receptor de la vitamina D" (VDR) incluye el receptor de la vitamina D de origen natural, recombinante o
sintético, asi como variantes polimorficas, alelos, mutantes de origen natural y las especies homodlogas de los
mismos. El VDR es miembro de una superfamilia de receptores de hormonas esteroideas nucleares que regulan la
transcripcion génica mediante la interaccion con los elementos de respuesta en los promotores génicos. El analisis
de la estructura y la funcién de la proteina VDR ha definido distintos dominios implicados en la union del ADN, la
union al ligando, la dimerizacion del receptor y la transactivacion génica, incluyendo un dominio de funcion de
activacion C-terminal (AF-2) que es importante para la interaccion con cofactores (Issa, L. L., et al., Inflamm. Res.,
47(12): 451-475 (1998)). Como con la mayoria de los receptores nucleares, el VDR experimenta un cambio
conformacional tras la unidn al ligando; la hélice 12 se pliega por debajo de la hélice 4 (Rochel, N., et al., Mol. Cell.
5,173-179) (2000)). La forma activa de la vitamina D (1a,25-dihidroxi-vitamina Ds; 1a,25-dihidroxi-vitamina D2 y
1a,24(S)-dihidroxi-vitamina Dz) se une a receptores intracelulares tales como el receptor de la vitamina D,
funcionando entonces como factores de transcripcion para modular la expresion génica. Al igual que los receptores
de otras hormonas esteroideas y hormonas tiroideas, el receptor de la vitamina D tiene dominios de unién a
hormonas y dominios de union al ADN. El receptor de la vitamina D forma un complejo con otro receptor intracelular,
el receptor del retinoide X, y ese heterodimero es el que se une al ADN.

En la Figura 2, se muestra una secuencia del VDR humano (SEQ ID NO: 1), de 427 aminoacidos de longitud. Los
aminoacidos 118-427 corresponden al dominio de unién a la vitamina D (el dominio de unién al ligando o "LBD de
VDR"). Los aminoacidos ~20-112 corresponden al dominio de unién al ADN. La Figura 1A y B muestran un
alineamiento del VDR humano y homologos de otras especies, asi como la ubicacion aproximada de los dominios de
union al ADN, dominios de unién al ligando y hélices para cada secuencia (Reschly et al., BMC Evolutionary Biology,
7:222 (2007)). La hélice 12 corresponde a los aminoacidos ~417-422. La hélice 4 corresponde a los aminoacidos
~256-267.

Un experto habitual en la materia puede determinar, por ejemplo, a partir de la Figura 1A y B, los aminoacidos y las
regiones que estan altamente conservadas entre las especies (es decir, los aminoacidos son idénticos o una
sustitucién conservadora con un aminoacido de propiedades similares). La identificacion de estas regiones orienta
sobre la modificacion del VDR para preparar analogos o variantes. Por ejemplo, en general, se espera que las
sustituciones conservadoras o las modificaciones fuera de las regiones altamente conservadas no conduzcan a
ningun cambio o solo a un pequefio cambio en las propiedades del VDR, por ejemplo, la actividad de unién al
derivado de vitamina D, la actividad del factor de transcripcion y/o la actividad de unioén al receptor retinoide X. Por lo
tanto, en la preparacion de analogos y variantes que conservan esencialmente las mismas propiedades que el VDR,
los expertos habituales en la materia comenzarian por realizar sustituciones conservadoras o no conservadoras en
regiones que no estan muy conservadas, conservando los mismos aminoacidos o realizando sustituciones
conservadoras dentro de regiones altamente conservadas. Del mismo modo, en la preparacion de analogos y
variantes con propiedades alteradas en comparacion con el VDR, los expertos habituales en la materia comenzarian
por realizar sustituciones no conservadoras en el/los dominio/s asociado/s con la propiedad que se fuera a modificar.
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A modo de ejemplo, Tyr-147, Phe-150, Leu-227, Leu-230, Leu-233, Val-234, lle-271, Ser-275, Trp-286, Cys-288,
Val-300, Leu-309, Leu-313 y Val-418. Val-418, Ser-237, Arg-274, Tyr-143, Ser-278, His-305 e His-397 se podrian
modificar para generar nuevas propiedades al VDR.

La invencién proporciona fragmentos de VDR que comprenden el dominio de unién al ligando (LBD de VDR), o
analogos o variantes del mismo, y usos de los mismos en los métodos de deteccion de la invencién. Como se usa
en el presente documento, la expresion "LBD de VDR modificado" se refiere a fragmentos del LBD de VDR, o
analogos o variantes de los mismos que presentan afinidad de unién alterada (superior o inferior) por un derivado de
vitamina D con respecto a un derivado de la vitamina D diferente, y a los usos de los mismos en los métodos de
deteccion de la invencion. Por ejemplo, normalmente el VDR presenta una mayor afinidad de union por 1,25-hidroxi-
vitamina D que por 25-hidroxi-vitamina D. De acuerdo con una realizacién de la invencion, se proporciona un LBD de
VDR modificada que favorece la unién de 25-hidroxi-vitamina D frente al calcitriol. Dicho LBD de VDR modificada
(por ejemplo, LBD de VDRm), se puede usar de acuerdo con los métodos de la invencion para detectar la presencia
de 25-hidroxi-vitamina D. En algunas realizaciones, el LBD de VDR modificada tiene al menos una de entre
aproximadamente 10 veces, 25 veces, 50 veces, 75 veces, 100 veces, 200 veces, 300 veces, 400 veces, 500 veces
o mas afinidad de union por 25-hidroxi-vitamina D que por 1,25-hidroxi-vitamina D. En algunas realizaciones, el LBD
de VDR modificada tiene una mayor afinidad de unién por 25-hidroxi-vitamina D, que por 1,25-hidroxi-vitamina Dy,
mientras que, en otras realizaciones, el LBD de VDR modificada tiene una mayor afinidad de union por 25-hidroxi-
vitamina D3 que por 1,25-hidroxi-vitamina Ds.

El grupo hidroxilo de C1 del calcitriol se coordina en el bolsillo de unién del LBD de VDR mediante la formacion de
enlaces de hidrogeno con Ser-237 y Arg-274. Presumiblemente, esto estabiliza la union del calcitriol frente a la de la
25-hidroxi-vitamina D. Se sabe que una mutacién natural en Arg-274 (Arg274Leu) da lugar a raquitismo resistente a
la vitamina D. La afinidad de unién de un VDR con esta mutacion en particular es aproximadamente 1.000 veces
inferior a la del VDR de tipo silvestre (Kristjansson, K., Rut, A. R., Hewison, M., O'Riordan J. L. y Hughes, M. R. “Two
mutations in the hormone binding domain of the vitamin D receptor cause tissue resistance to 1,25 dihydroxy vitamin
D3” (1993) J. Clin. Invest., 92, 12-16. Dado que la cadena lateral hidréfoba voluminosa de leucina situada en la
Arg274Leu interferiria con el posicionamiento del grupo hidroxilo de C1, dicha mutacién favorecera la union de la 25-
hidroxi-vitamina D. Se han introducido mutaciones en Ser-237, incluyendo un Ser237Ala mutante que muestra una
unién aproximadamente 27 veces mas débil hacia la 1,25-hidroxi-vitamina D3, debido a la pérdida de un enlace de
hidrégeno estabilizador (Yamada, S, Yamamoto, K., Masuno, H. y Choi, M. “Three-dimensional structure-function
relationship of vitamin D and vitamin D receptor model”. (2001) Steroids 66, 177-187). Se puede prever que la
mutacion de Ser-237 a una cadena lateral hidrofoba mas voluminosa producira tanto una pérdida de un enlace de
hidrégeno estabilizador como el aumento de conflictos estéricos con el grupo 1-hidroxilo, favoreciendo de este modo
la unién de 25-hidroxi-vitamina D frente a la de la 1-25-dihidroxi-vitamina D. Ademas, se pueden construir LBD de
VDR sintéticos que modifiquen uno o ambos de Ser-237 y Arg-274 con varios grupos de cadena lateral de
aminoacidos que interferiran con la unién del calcitriol, pero que favoreceran la de la 25-hidroxi-vitamina D. Los
ejemplos de dichas mutaciones incluyen, pero sin limitacion, Ser237Val, Ser237lle, Ser237Leu, Ser237Ala,
Arg274Leu, Arg274Val y Arg274lle. Se puede contemplar una serie de construcciones de LBD de VDR que pueden
favorecer la union de la 25-dihidroxi-vitamina D frente a la del calcitriol y, por lo tanto, que se podrian usar en la
construccién basada en FRET para el analisis de la presencia de 25-dihidroxi-vitamina D.

Los LBD de VDR modificado proporcionados por la invencion incluyen, por ejemplo y sin limitacion, polipéptidos que
comprenden los dominios de unién al ligando descritos anteriormente en el presente documento, o analogos o
variantes de los mismos, polipéptidos codificados por un acido nucleico descrito en el presente documento y/o
polipéptidos que comprenden una secuencia de aminoacidos que tiene identidad de secuencia de aminoacidos
superior al aproximadamente 80 %, aproximadamente 85 %, aproximadamente 90 %, aproximadamente 91 %,
aproximadamente 92 %, aproximadamente 93 %, aproximadamente 94 %, aproximadamente 95 %,
aproximadamente 96 %, aproximadamente 97 %, aproximadamente 98 % o aproximadamente 99 % o superior en
una region de al menos 300, aproximadamente 400 o mas aminoacidos del dominio de unién al ligando de la
proteina nativa, incluyendo sus sustituciones conservadoras o no conservadoras. En algunas realizaciones, un LBD
de VDR modificado comprende una secuencia de aminoacidos que esta unida especificamente por un anticuerpo,
por ejemplo, anticuerpos policlonales o monoclonales, generado contra cualquiera de los dominios de unién al
ligando descritos en el presente documento. Dicho LBD de VDR modificado conservara la afinidad de union por el
derivado de vitamina D mostrado por SEQ ID NO: 1, o un homodlogo de especie del mismo. Como alternativa, dicho
LBD de VDR modificado presentara una afinidad de uniéon alterada por los derivados de vitamina D descritos en el
presente documento, incluyendo, pero sin limitacion, una afinidad de unién relativamente mas alta por 25-hidroxi-
vitamina D que por 1,25-hidroxi-vitamina D. En algunas realizaciones, dicho LBD de VDR modificado con afinidad de
union relativamente mas alta por 25-hidroxi-vitamina D puede comprender una mutacion de aminoacido (insercion,
delecion o sustitucion) en una cualquiera o mas de la posicion 237, 274, etc. de SEQ ID NO: 1. En algunas
realizaciones, la mutacién de la posiciéon 274 comprende una sustitucion de un resto de aminoacido basico con un
resto de aminoacido alifatico. En algunas realizaciones, la mutacidon es una sustitucion de Arg274Leu. En algunas
realizaciones, el LBD de VDR modificado eliminara ciertas secuencias de aminoacidos que incluyen secuencias que
se consideran estructuralmente variables, por ejemplo, los aminoacidos 165-215 se pueden eliminar para producir
un dominio de unién al ligando que consista en los aminoacidos 118 a 164 seguidos directamente por los
aminoacidos 216 a 427.
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Los polinucleétidos que codifican un LBD de VDR modificado de la invencién incluyen, sin limitacion, los que (1) se
hibridan especificamente en condiciones de hibridacién rigurosas con un acido nucleico que codifica una secuencia
de aminoacidos de referencia como se describe en el presente documento y sus variantes modificadas de manera
conservadora; (2) tienen una secuencia de acido nucleico que tiene identidad de secuencia de nucleétidos superior
al aproximadamente 95 %, aproximadamente 96 %, aproximadamente 97 %, aproximadamente 98 %,
aproximadamente 99 % o superior en una region de al menos aproximadamente 25, aproximadamente 50,
aproximadamente 100, aproximadamente 150, aproximadamente 200, aproximadamente 250, aproximadamente
500, aproximadamente 1.000 o mas nucleétidos (hasta la secuencia de longitud completa de 1.281 nucleétidos de la
proteina madura) con una secuencia de acido nucleico de referencia como la descrita en el presente documento.

Los polinucleétidos que codifican fragmentos, variantes y analogos pueden ser generados facilimente por un experto
para codificar fragmentos, variantes o analogos biolégicamente activos de la molécula de origen natural que posean
la misma o similar actividad biologica de la molécula de origen natural. Estos polinucleétidos se pueden preparar
usando técnicas de PCR, digestion/ligacion de molécula codificante de ADN y similares. Por lo tanto, un experto en
la materia sera capaz de generar cambios de una sola base en la cadena de ADN para dar lugar a un codoén
alterado y una mutacién de sentido erroneo, usando cualquier método conocido en la técnica, incluyendo, pero sin
limitacion, mutagénesis especifica del sitio. Como se usa en el presente documento, la expresion "condiciones de
hibridacién moderadamente rigurosas" significa, por ejemplo, hibridacion a 42 °C en formamida al 50 % y lavado a
60 °C en 0,1 x SSC, SDS al 0,1 %. Los expertos en la materia entienden que la variacion en estas condiciones se
produce basandose en la longitud y el contenido de bases de nucleétidos GC de las secuencias que se van a
hibridar. Las férmulas convencionales en la técnica son apropiadas para determinar las condiciones de hibridacién
exactas. Véase Sambrook et al., 9.47-9.51 en “Molecular Cloning”, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold
Spring Harbor, Nueva York (1989).

Los analogos pueden ser esencialmente homologos o esencialmente idénticos al VDR recombinante o al LBD de
VDR de los que se obtienen.

Los analogos por sustitucion normalmente intercambian un aminoacido del tipo silvestre por otro de uno o mas sitios
dentro de la proteina, y pueden disefiarse para modular una o mas propiedades del polipéptido sin la pérdida de
otras funciones o propiedades. En un aspecto, las sustituciones son sustituciones conservadoras. Se contempla
ademas que un polipéptido de la invencion puede ser una proteina de fusién con un segundo agente que sea un
polipéptido. En una realizacién, el segundo agente que es un polipéptido, sin limitacion, es un fluoréforo util en la
FRET, una enzima, un factor de crecimiento, un anticuerpo, una citoquina, una quimiocina, un receptor de superficie
celular, el dominio extracelular de un receptor de la superficie celular, una molécula de adhesion celular, un
marcador de purificacion, una proteina de unién al ligando, o un fragmento o dominio activo de una proteina descrita
anteriormente. Los dos polipéptidos que comprenden la proteina de fusién pueden estar separados por un tercer
segmento de polipéptido conocido como enlazador, que puede consistir en cualquier nimero de aminoacidos
superior o igual a uno. La proteina de fusidon contemplada se crea mediante técnicas quimicas o recombinantes bien
conocidas en la técnica.

CLONACION, EXPRESION Y PURIFICACION DEL RECEPTOR DE VITAMINA D

El receptor de la vitamina D recombinante de la presente invencion se puede producir mediante cualquier método
conocido en la técnica. Por lo tanto, en la técnica, se conocen métodos para (i) la producciéon de ADN recombinante
mediante ingenieria genética, por ejemplo, a través de la transcripcion inversa del ARN y/o amplificacion del ADN;
(ii) la introduccion de ADN recombinante en células procariotas o eucariotas por transfeccion, por ejemplo, a través
de electroporacion, transformacion o microinyeccion; (iii) el cultivo de dichas células transformadas, por ejemplo, de
manera continua o de manera discontinua; (iv) la expresion del receptor de vitamina D recombinante, por ejemplo,
constitutivamente o tras la induccion; y (v) el aislamiento de dicho receptor de vitamina D recombinante, por ejemplo,
del medio de cultivo o mediante la recogida de las células transformadas para (vi) obtener receptor de vitamina D
recombinante purificado, por ejemplo, a través de cromatografia de intercambio anidnico o cromatografia de
afinidad. Se puede fabricar un receptor de vitamina D recombinante en células hospedadoras transformadas usando
técnicas de ADN recombinante bien conocidas en la técnica. Por ejemplo, las secuencias de codificacion del
polipéptido se podrian escindir del ADN usando enzimas de restriccién adecuadas.

Como alternativa, la molécula de ADN se podria sintetizar usando técnicas de sintesis quimica tales como el método
de fosforamidato. Ademas, se podria usar una combinacién de estas técnicas. Los polipéptidos de la invencion se
pueden fabricar mediante métodos sintéticos. Por ejemplo, se pueden usar técnicas de sintesis en fase sdlida. Las
técnicas adecuadas son bien conocidas en la materia, e incluyen las descritas en Merrifield (1973), Chem.
Polypeptides, pag. 335-61 (Katsoyannis y Panayotis eds.); Merrifield (1963), J. Am. Chem. Soc. 85: 2149; Davis et
al. (1985), Biochem. Intl. 10: 394-414; Stewart y Young (1969), “Solid Phase Peptide Synthesis”; patente de EE.UU.
n.° 3.941.763; Finn et al. (1976), “The Proteins” (32 ed.) 2: 105-253; y Erickson et al. (1976), “The Proteins” (3% ed.) 2:
257-527. La sintesis en fase sdlida es la técnica preferida de la fabricacion de péptidos individuales, ya que es el
método mas rentable de fabricacién de péptidos pequefios.

Los métodos de preparacion de fragmentos de polipéptidos, variantes o analogos son bien conocidos en la técnica.
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Los fragmentos de un polipéptido se preparan usando, sin limitacion, escisién enzimatica (por ejemplo, tripsina,
quimotripsina) y también usando medios recombinantes para generar fragmentos de polipéptidos que tienen una
secuencia de aminoacidos especifica. Se pueden generar fragmentos de polipéptido que comprendan una region de
la proteina que tenga una determinada actividad, tal como un dominio de unién al ligando o cualquier otro dominio
VDR identificable conocido en la materia.

También se conocen métodos de fabricacién de analogos de polipéptidos. La invencién también proporciona
vectores que codifican los polipéptidos de la invencién en un hospedador apropiado. El vector comprende el
polinucleétido que codifica el polipéptido unido operativamente a secuencias de control de la expresion apropiadas.
Se conocen bien los métodos para efectuar dicha uniéon operativa, bien antes o después de la insercién del
polinucledtido en el vector. Las secuencias de control de la expresion incluyen promotores, activadores,
potenciadores, operadores, sitios de unién a ribosomas, sefiales de inicio, sefales de parada, sefiales de proteccion
con capuchon, sefales de poliadenilacion y otras sefiales que intervienen en el control de la transcripcion o de la
traduccion. El vector resultante que tiene el polinucleétido en el mismo se usa para transformar un hospedador
apropiado. Esta transformacion se puede realizar usando métodos bien conocidos en la técnica.

En otros aspectos mas, se usa una amplia variedad de vectores para la preparacion del VDR o del LBD del VDR, y
se seleccionan entre vectores de expresion eucariotas y procariotas. Los ejemplos de vectores para la expresion
procariota incluyen plasmidos tales como, y sin limitacion, pRSET, pET y pBAD, en los que los promotores usados
en vectores de expresion procariotas incluyen uno o mas de, y sin limitacion, lac, trc, trp, recA o araBAD . Los
ejemplos de vectores para la expresion eucariota incluyen: (i) para la expresion en levadura, vectores tales como, y
sin limitacién, pAO, pPIC, pYES o pMET, usando promotores tales como, y sin limitacion, AOX1, GAP, GAL1 o
AUGH1 ; (ii) para la expresion en células de insectos, vectores tales como, y sin limitacion, pMT, pAc5, pIB, pMIB o
pBAC, usando promotores tales como, y sin limitacion, PH, p10, MT, Ac5, OplE2, gp64 o polh, e (iii) para la
expresion en células de mamiferos, vectores tales como, y sin limitacion pSVL, pCMV, pRc/RSV, pcDNA3 o pBPV, y
vectores derivados de, en un aspecto, sistemas virales tales como, y sin limitacién, virus vaccinia, virus adeno-
asociados, virus del herpes o retrovirus, usando promotores tales como, y sin limitaciéon, CMV, SV40, EF-1, UbC,
RSV, ADV, BPV y B-actina.

Se puede usar cualquiera de un gran numero de células hospedadoras disponibles y bien conocidas en la practica
de la presente invencion. La seleccion de un determinado hospedador depende de una serie de factores
reconocidos por la técnica, incluyendo, por ejemplo, la compatibilidad con el vector de expresion elegido, la toxicidad
de los péptidos codificados por la molécula de ADN, la tasa de transformacion, la facilidad de recuperacion de los
péptidos , caracteristicas de expresion, la bioseguridad y los costes. Se ha de alcanzar un equilibrio entre estos
factores, entendiendo que no todas las células hospedadoras son igualmente eficaces para la expresion de una
secuencia de ADN en particular. Dentro de estas directrices generales, las células hospedadoras microbianas utiles
incluyen células de bacterias, de levaduras y de otros hongos, de insectos, de plantas y de mamiferos (incluyendo
seres humanos) en cultivo, u otros hospedadores conocidos en la técnica. Los ejemplos de células eucariotas son
células de mamifero, tales como CHO, COS, HEK 293, BHK, SK-Hep y HepG2.

A continuacion, el hospedador transformado se cultiva y se purifica. Las células hospedadoras pueden cultivarse en
condiciones de fermentacién convencionales de forma que se expresen los compuestos deseados. Dichas
condiciones de fermentacién son bien conocidas en la técnica. Por Ultimo, los polipéptidos se aislan v,
opcionalmente, se purifican a partir del cultivo, o bien de medios de cultivo o de las células hospedadoras, mediante
métodos bien conocidos en la técnica.

METODOS DE DETECCION

Los métodos de la invencién monitorizan los cambios conformacionales inducidos por la unién del derivado de
vitamina D al VDR, polipéptido que comprende un LBD de VDR modificado. La unién del derivado de vitamina D
produce cambios conformacionales detectables que corresponden cuantitativamente a la cantidad de derivado de
vitamina D presente en una muestra. Se puede analizar una variedad de muestras de acuerdo con los métodos de la
presente invencion, incluyendo muestras analiticas, producto de farmaco a granel, producto farmacéutico terminado
o relleno, o muestras de pacientes y animales, tales como sangre, plasma, suero, orina, saliva y tejido.

Hay numerosos métodos disponibles para monitorizar los cambios conformacionales inducidos por las interacciones
proteina-proteina (por ejemplo, union de ligando-receptor) (“Protein-Ligand Interactions: Methods and Applications”.
(2005) Methods in Molecular Biology, Vol 305. G. Ulrich Nienhaus, Editor); véase también (“Protein-Protein
Interactions: Methods and Applications”. (2004) Methods in Molecular Biology, Vol 261. Haian Fu, Editor)). Estas
técnicas se pueden adaptar a los métodos de la presente invencion. Un ejemplo de una técnica adecuada es la
transferencia de energia de resonancia de fluorescencia o FRET, que detecta la transferencia no radiante de la
energia fotdnica de un fluoréforo excitado (el donante) a otro fluoréforo (el aceptor) cuando ambos se encuentran
muy cerca (por ejemplo, 1-10 nm). Asi pues, la FRET es capaz de resolver la proximidad relativa de un par de
moléculas mas alla del limite 6ptico de un microscopio 6ptico. La aplicacion convencional de la tecnologia FRET ha
sido la de monitorizar las interacciones moleculares entre dos proteinas, por ejemplo, cuando cada miembro de un
par proteina-proteina se marca con los fluoréforos donante y aceptor correspondientes. En algunas circunstancias,
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es posible monitorizar los cambios estructurales producidos dentro de una sola molécula marcada con dos
fluoréforos. (De, S., Macara, I. G. y Lannigan, D. A. “Novel biosensors for the detection of estrogen receptor ligands”.
(2005) J. Ster. Biochem. Mol. Biol. 96, 235-244).

En la generacion de imagenes de FRET, normalmente, el espectro de emision del donante se solapa con el espectro
de absorcion del aceptor, de manera que la transferencia de energia se produce cuando las moléculas de donante y
aceptor estan en estrecha proximidad (normalmente a 10-100 A, que es 1-10 nm). A modo comparativo, el diametro
de un ADN de doble hélice es de 2,3 nm, un filamento de F-actina de ~6 nm, un filamento intermedio de ~10 nm y un
microtubulo de 25 nm). La transferencia de energia éptima se produce cuando las orientaciones de los dipolos de
transicion del donante y del aceptor son aproximadamente paralelas. La generacion de imagenes de FRET se puede
realizar con una serie de técnicas de microscopia conocidas en la materia, incluyendo, pero sin limitacion,
microscopia de fluorescencia de campo ancho o microscopia confocal.

Por lo tanto, el VDR o el polipéptido que comprende un LBD de VDR modificado, comprende opcionalmente al
menos dos, tres o mas fluoréforos, preferentemente, un par donante-aceptor de fluoréforos, seleccionados de
manera que el polipéptido presente un aumento o una reduccién de la fluorescencia en presencia del derivado de
vitamina D en comparacién con la cantidad de fluorescencia en ausencia del derivado de vitamina D.

Como se usa en el presente documento, "fluoréforo” significa un compuesto que comprende un grupo funcional que
absorbera la energia de una longitud de onda especifica y volvera a emitir la energia en una longitud de onda
diferente (pero igualmente especifica). Las propiedades de los fluoréforos dependen de los espectros de absorcion y
de emision del compuesto, de la eficacia cuantica (la proporcidon entre la energia absorbida y la energia emitida) y
del ambiente quimico del fluoréforo.

Como se usa en el presente documento, un "par donante-aceptor de fluoréforos” es un conjunto de al menos dos
fluoréforos (donante y aceptor) seleccionados para que sean capaces de producir la transferencia de energia
detectable cuando se aproximan entre si, por ejemplo, 1-10 nm.

Los fluoréforos incluyen proteinas fluorescentes (FP) como la proteina verde fluorescente (GFP) de Aequoria
victoria, la proteina roja fluorescente (RFP), analogos, variantes y homdlogos de las mismas. Se pueden fusionar
genéticamente a las proteinas de interés y expresarse en células, lo que les convierte en un excelente sistema
indicador de la expresion génica y la localizacion de proteinas en las células vivas. Hay disponibles varias variantes
de FP mejoradas con diferentes propiedades espectrales y bioquimicas. Las FP que emiten en la region azul
verdoso se pueden emparejar de manera 6ptima para la FRET con FP que emitan en la regién amarilla, ya que el
espectro de emision de las CFP se solapa parcialmente con el espectro de excitacion de las YFP. Cuando la CFP se
excita a aproximadamente 430 nm, la YFP emite a 545 nm si las dos proteinas se encuentran cerca. Cuando se
separan estos fluoréforos, se produce una caida medible y correspondiente de la FRET. Las proteinas fluorescentes
incluyen, pero sin limitacion Y66H, Y66F, EBFP, EBFP2, SYPF2, SCFP3A, Azurite, GFPuv, T-Sapphire, Cerulean,
mCFP, ECFP, CyPet, Y66W, Rojo mKeima, TagCFP, AmCyan1, mTFP1, S65A, azul verdoso Midoriishi, GFP de tipo
silvestre, S65C, TurboGFP, TagGFP, S65L, Emerald, S65T, EGFP, Verde Azami, ZsGreen1, TagYFP, EYFP, Topaz,
Venus, mCitrine, YPet, TurboYFP, ZsYellow1, naranja Kusabira, mOrange, mKO, TurboRFP, tdTomato, TagRFP,
monoémero de DsRed, DsRed2 ("RFP"), mStrawberry, TurboFP602, AsRed2, mRFP1, J-Red, mCherry, HcRed1,
Katusha, mKate (TagFP635), TurboFP635, mPlum y/o mRaspberry (Shaner, N. C., Patterson, G. H. y Davidson, M.
W. “Advances in fluorescent protein technology” (2007) J. Cell. Sci. 120, 4247-4260)).

Otros fluoroéforos incluyen, pero sin limitacion, hidroxicumarina, aminocumarina, metoxicumarina, Azul Cascade, Azul
Pacific, Naranja Pacific, Amarillo Lucifer, NBD, R-ficoeritrina (PE), conjugados PE-Cy5, conjugados PE-Cy7, Rojo
613, PerCP, TruRed, FluorX, fluoresceina, BODIPY-FL, TRITC, X-rodamina, lisamina rodamina B, Rojo Texas,
aloficocianina (APC), conjugados APC-Cy7, colorantes Alexa Fluor, Alexa Fluor 350, Alexa Fluor 405, Alexa Fluor
430, Alexa Fluor 488, Alexa Fluor 500, Alexa Fluor 514, Alexa Fluor 532, Alexa Fluor 546, Alexa Fluor 555, Alexa
Fluor 568, Alexa Fluor 594, Alexa Fluor 610, Alexa Fluor 633, Alexa Fluor 647, Alexa Fluor 660, Alexa Fluor 680,
Alexa Fluor 700, Alexa Fluor 750, Alexa Fluor 790, Colorantes Cy (GE Heathcare), Cy2, Cy3, Cy3B, Cy3.5, Cy5,
Cy5.5, Cy7, sondas de acido nucleico, Hoechst 33342, DAPI, Hoechst 33258, Azul SYTOX, Cromomicina A3,
mitramicina, YOYO-1, bromuro de etidio, naranja de acridina, Verde SYTOX, TOTO-1, TO-PRO-1, Naranja de tiazol,
yoduro de propidio (PI), LDS 751, 7-AAD, Naranja SYTOX, TOTO-3, A-PRO-3, DRAQ5, Indo-1, Fluo-3, DCFH, DHR,
SNARF, monoclorobimano, calceina, reactivos de fluorescencia resueltos en el tiempo incluyendo quelatos de
lantanido (Sm, Eu, Tb, Dy) y criptatos tales como criptato de europio, Lumi4-Tb, XL665, d2.

En algunas realizaciones, el par donante-aceptor de los fluoréforos es SCFP3A y SYFP2

En algunas realizaciones de la invencion, los métodos son capaces de detectar concentraciones de derivado de
vitamina D que varian de aproximadamente 1 a aproximadamente 100 ng/ml, de 0,1 a aproximadamente
1.000 ng/ml, de 0,5 a aproximadamente 100 ng/ml, de 1 a aproximadamente 50 ng/ml, de 25 a aproximadamente 75
ng/ml, o intervalos mas amplios. La concentracion fisioldgica de 25-hidroxi-vitamina D es de aproximadamente 25,0
a 80,0 nanogramos por mililitro (ng/ml), y la de 1,25-dihidroxi-vitamina D es de aproximadamente 22,0 a 67,0
picogramos por mililitro (pg/ml).
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Se entiende que cualquier valor numérico indicado en el presente documento incluye todos los valores desde el
valor inferior al valor superior, es decir, todas las combinaciones posibles de valores numéricos entre el valor mas
bajo y el valor mas alto enumerados se consideran indicadas expresamente en la presente solicitud. Por ejemplo, si
se indica un intervalo de concentraciones o un intervalo de efectos beneficiosos tal como de 1 a 50, se pretende que
los valores tales como de 2 a 40, de 10 a 30 o de 1 a 3, etc., estén expresamente enumerados en la presente
memoria descriptiva. Estos son solo ejemplos de lo que se pretende en concreto.

Las composiciones, los métodos y los kits de la invencion son Utiles para la evaluacion de muestras de fluidos
corporales o de tejidos corporales, por ejemplo, muestras de sangre, plasma, suero, CSF, orina o tejido, de cualquier
sujeto. Los sujetos adecuados incluyen sujetos sanos, sujetos que necesitan la administracion de suplementos de
vitamina D, sujetos en riesgo de insuficiencia o deficiencia de vitamina D o de derivados de vitamina D, sujetos que
padecen insuficiencia o deficiencia de vitamina D o de derivados de vitamina D, sujetos que estan siendo tratados
con vitamina D o derivados de vitamina D, y sujetos con enfermedades sensibles a la vitamina D.

En algunas realizaciones, los métodos de la invencion se aplican para detectar derivado de vitamina D en muestras
de pacientes que necesitan la administracion de suplementos de vitamina D, incluyendo, pero sin limitacion, sujetos
sanos y sujetos con riesgo de insuficiencia o deficiencia de vitamina D, por ejemplo, sujetos con enfermedad renal
cronica (ERC) en fase 1, 2, 3, 4 o 5; sujetos con osteodistrofia renal (incluyendo osteomalacia y osteitis fibrosa
quistica); bebés, nifios y adultos que no beben leche enriquecida con vitamina D (por ejemplo, los sujetos
intolerantes a la lactosa, los sujetos con alergia a la leche, los vegetarianos que no consumen leche y los bebés
alimentados con leche materna); sujetos con raquitismo; sujetos de piel oscura (por ejemplo, en EE.UU., el 42 % de
las mujeres afroamericanas de entre 15 y 49 afios de edad resultaron tener deficiencia de vitamina D frente al 4 %
de las mujeres blancas); ancianos (que tienen una capacidad reducida para sintetizar la vitamina D en la piel durante
la exposicién a la luz solar y también son mas propensos a no salir al exterior); adultos ingresados en centros (que
son propensos a no salir al exterior, incluyendo los sujetos con enfermedad de Alzheimer o enfermedades
mentales); sujetos que cubren toda la piel expuesta (por ejemplo, miembros de ciertas religiones o culturas); sujetos
que siempre usan protector solar (por ejemplo, la aplicacién de protector solar con un factor de proteccion solar
(SPF) de 8 reduce la produccion de vitamina D en un 95 %, y los FPS mas altos pueden reducir ain mas la
produccion cutanea de vitamina D); sujetos con sindromes de mala absorcidon de grasas (incluyendo, pero sin
limitacién, fibrosis quistica, enfermedad hepatica colestasica, otras enfermedades hepaticas, enfermedad de la
vesicula, deficiencia de enzima pancreatica, enfermedad de Crohn, enfermedad inflamatoria intestinal, enfermedad
esprue o celiaca, o en la extirpacion quirurgica de parte o la totalidad de la estémago y/o de los intestinos); sujetos
con enfermedad inflamatoria intestinal; sujetos con enfermedad de Crohn; sujetos que han tenido resecciones del
intestino delgado; sujetos con enfermedad de las encias; sujetos que toman medicamentos que aumentan el
catabolismo de la vitamina D, incluyendo fenitoina, fosfenitoina, fenobarbital, carbamazepina y rifampicina; sujetos
que toman medicamentos que reducen la absorcién de la vitamina D, incluyendo colestiramina, colestipol, orlistat,
aceite mineral y sustitutos de la grasa; sujetos que toman medicamentos que inhiben la activacion de la vitamina D,
incluyendo ketoconazol; sujetos que toman medicamentos que disminuyen la absorcion del calcio, incluyendo los
corticosteroides; sujetos con obesidad (la vitamina D depositada en depodsitos de grasa corporal es menos
biodisponible); sujetos con osteoporosis y/o mujeres posmenopausicas.

En algunas realizaciones, los métodos de la invencion se aplican para detectar derivado de vitamina D en muestras
de pacientes con enfermedades sensibles a la vitamina D, es decir, enfermedades en las que la vitamina D,
25(0OH)D o la vitamina D activa (por ejemplo, 1,25(OH).D) impide la aparicion o la progresion de la enfermedad, o
reduce los signos o sintomas de la enfermedad. Dichas enfermedades sensibles a la vitamina D incluyen el cancer
(por ejemplo, cancer de mama, de pulmén, de piel, melanoma, de colon, colorrectal, rectal, de préstata y de hueso).
Se ha observado que 1,25(0OH),D induce la diferenciacion celular y/o inhibe la proliferacion celular in vitro para una
serie de células. Las enfermedades sensibles a la vitamina D también incluyen enfermedades autoinmunes, por
ejemplo, diabetes de tipo |, esclerosis multiple, artritis reumatoide, polimiositis, dermatomiositis, esclerodermia,
fibrosis, enfermedad de Grave, enfermedad de Hashimoto, rechazo agudo o crénico de trasplante, enfermedad
aguda o croénica del injerto contra el hospedador, enfermedad inflamatoria intestinal, enfermedad de Crohn, lupus
eritematoso sistémico, sindrome de Sjogren, eczema y psoriasis, dermatitis, incluyendo la dermatitis atdpica,
dermatitis de contacto, dermatitis alérgica y/o dermatitis cronica. Las enfermedades sensibles a la vitamina D
también incluyen otras enfermedades inflamatorias, por ejemplo, asma, enfermedad pulmonar obstructiva cronica,
enfermedad renal poliquistica (PKD), sindrome del ovario poliquistico, pancreatitis, nefritis, hepatitis y/o infeccion.
También se ha informado que las enfermedades sensibles a la vitamina D incluyen hipertension y enfermedades
cardiovasculares. Por lo tanto, los métodos de la invencion incluyen muestras de ensayo de sujetos en riesgo de
padecer o que padecen enfermedades cardiovasculares, por ejemplo, sujetos con aterosclerosis, arteriosclerosis,
enfermedad de la arteria coronaria, enfermedad cerebrovascular, enfermedad vascular periférica, infarto de
miocardio, isquemia miocardica, isquemia cerebral, apoplejia, insuficiencia cardiaca congestiva, cardiomiopatia,
obesidad o otros trastornos del peso, trastornos lipidicos (por ejemplo, hiperlipidemia, dislipidemia incluyendo
dislipidemia diabética asociada e hipoalfalipoproteinemia de dislipidemia mixta, hipertrigliceridemia,
hipercolesterolemia, y bajo HDL (lipoproteina de alta densidad)), trastornos metabdlicos (por ejemplo, sindrome
metabolico, diabetes mellitus de tipo I, diabetes mellitus de tipo I, hiperinsulinemia, intolerancia a la glucosa,
resistencia a la insulina, complicaciones diabéticas incluyendo neuropatia, nefropatia, retinopatia, tlcera del pie
diabético y cataratas) y/o trombosis.
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Ejemplos

Los siguientes ejemplos se proporcionan a modo ilustrativo, y no pretenden limitar el alcance de la invencion.
EJEMPLO 1

BIOSENSOR DE VITAMINA D

Se usa una construccion de LBD de VDR (LBD de VDRm) (Figura 5 y Figura 6) para montar un ensayo basado en la
FRET destinado a medir los niveles de 25-hidroxi-vitamina D. Las construcciones génicas correspondientes al LBD
de VDRm se generaran de modo que se enlacen la CFP y la YFP en cada extremo. Las consiguientes
construcciones de CFP-LBD de VDRm-YFP o YFP-LBD de VDR-CFP (Figura 6) se pueden clonar en vectores de
expresion apropiados para su produccion en células vegetales, de levadura, de bacterias, de insectos, de mamiferos
u otras células utiles para expresar dicha construccién. Las proteinas CFP-LBD de VDRm-YFP o YFP-LBD de
VDRm-CFP se pueden purificar o purificar parcialmente a partir de extractos de células que expresen las
construcciones y usarse para el desarrollo del ensayo.

Como se ha descrito en el presente documento, se puede construir un LBD de VDRm que modifique una o ambas
de Ser-237 y Arg-274 con varios grupos de cadena lateral de aminoacidos que interferiran en la unién al calcitriol,
pero favoreceran la de la 25-hidroxi-vitamina D. Cabe contemplar una serie de construcciones de LBD de VDRm que
pueden favorecer la unién de la 25-dihidroxi-vitamina D frente a la del calcitriol y, por lo tanto, que se podrian usar en
la construccién basada en la FRET para el analisis de la presencia de 25-dihidroxi-vitamina D.

En otras realizaciones, se contemplan las mutaciones en los siguientes aminoacidos: Tyr-147, Phe-150, Leu-227,
Leu-230, Leu-233, Val-234, lle-271, Ser-275, Trp-286, Cys-288, Val-300, Leu-309, Leu-313, Val-418, Ser-237, Arg-
274, Tyr-143, Ser-278, His-305 e His-397.

La Figura 2 muestra una secuencia de aminoacidos del VDR humano y la ubicacién de Ser-237 y Arg-274 (en
negrita) indicada por la flecha. En mayusculas estan los aminoacidos del dominio de unién al ligando (LBD). La
Figura 3 muestra la secuencia de aminoacidos de la proteina amarilla fluorescente (SYFP2) (n° de acceso
AAZ65845) y la Figura 4 muestra la secuencia de aminoacidos de la proteina azul verdosa fluorescente (SCFP3A)
(n° de acceso AAZ65848). La Figura 5 muestra una posible construccion de acuerdo con la invencién: en negrita;
SYFP2, negrita + cursiva; SCFP3A, cursiva; enlazador opcional, y en el centro, LBD de VDR (normal) con posibles
mutaciones (subrayadas).

La anterior descripcién se da meramente para facilitar la comprension, y no se han de entender limitaciones
innecesarias de la misma, pues las modificaciones dentro del alcance de la invencién pueden ser evidentes para los
expertos en la materia.
A lo largo de la memoria descriptiva, cuando se describen composiciones que incluyen componentes o materiales,
se contempla que las composiciones también pueden consistir esencialmente o consistir en cualquier combinacion
de los componentes o materiales citados, a menos que se describa lo contrario.
La practica de un método desvelado en el presente documento, y las etapas individuales del mismo, se pueden
realizar manualmente y/o con ayuda de equipos electronicos. Aunque los procesos se han descrito con referencia a
realizaciones particulares, el experto habitual en la materia apreciara facilmente que se pueden usar otros modos de
realizacion de las acciones asociadas con los métodos. Por ejemplo, se puede cambiar el orden de las diversas
etapas sin apartarse del alcance del método, a menos que se describa lo contrario. Ademas, algunas de las etapas
individuales pueden combinarse, omitirse o subdividirse en etapas adicionales.
LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Cytochroma Inc. Petkovich, et al.

<120> Métodos y composiciones de medicién de la cantidad de derivados de vitamina

<130> 31138/44172A

<150> US-61/175.919
<151> 06-05-2009

<160> 24
<170> PatentIn versién 3.5
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<220>
<223> Péptido sintético

<400> 2

ES 2 587795 T3
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Met

val

Glu

Cys

Leu

65

Gln

Arg

Val

Ile

Asn

145

Gly

val

Pro

Ser

val

Glu

Gly

Thr

50

Gly

His

Thr

Lys

Asp

130

Tyr

Ile

Gln

val

Lys

Ser

Leu

Glu

35

Thr

Tyr

Asp

Ile

Pha

115

Phe

Asn

Lys

Leu

Lau

135

Asp

210

Lys

Asp

20

Gly

Gly

Gly

Phe

Phe

100

Glu

Lys

Ser

Ala

Ala

180

Lau

Pro

Gly

Gly

Asp

Lys

Val

Phe

85

Phe

Gly

Glu

His

Asn

1¢5

Asp

Pro

Asn

ES 2 587795 T3

Glu G1

u Leu

Asp Val Asn

Ala Thr Tyr

40

Leu Pro Val

55

Gln Cys Phe

70

Lys Se

r Ala

Lys Asp Asp

Asp Thr Leu

Asp Gl
13

Asn Va
150

120

y Asn
5

1 Tyr

Phe Lys Ile

His Tyr Gln

Asp As

n His
200

Glu Lys Arg

215

Phe

Gly

25

Gly

Pro

Ala

Met

Gly

145

Val

Ile

Ile

Arg

Gln

185

Tyr

Asp

Thr

14

His

Lys

Trp

Arg

Pro

S4a

Asn

Asn

Leu

Thr

His

170

Asn

Leu

Hig

Gly

Lys

Leu

Pro

Tyr

75

Glu

Tyr

Arg

Gly

Ala

155

Asn

Thr

Ser

Met

val

Fhe

Thr

Thr

60

Pro

Gly

Lys

Ile

His

140

Asp

Ile

Pro

Tyr

Val

val

Ser

Leu

45

Leu

Asp

Tyr

Thr

Glu

125

Lys

Lys

Glu

Ile

Gln

2405

Leu

220

Pro

vVal

30

Lys

val

His

vVal

Arg

110

Leu

Leu

Gln

Asp

Gly

120

Ser

Leu

Ile

15

Ser

Leu

Thr

Met

Gln

95

Ala

Lys

Glu

Lys

Gly

175

Asp

Lys

Glu

Leu

Gly

Ile

Thr

Lys

80

Glu

Glu

Gly

Tyr

Asn

160

Gly

Gly

Leu

Phe

Val Thr Ala Ala Gly Ile Thr Leu Gly Met Asp Glu Leu Tyr Lys
225

<210> 3
<211> 239
<212> PRT

230
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 3

Met Val Ser Lys Gly Glu Glu Leu Phe Thr Gly Val Val Pro Ile Leu

Val Glu Leu Asp Gly Asp Val Asn Gly His Lys Phe Ser Val Ser Gly
20 25 30

Glu Gly Glu Gly Asp Ala Thr Tyr Gly Lys Leu Thr Leu Lys Phe Ils
35 40 45

Cys Thr Thr Gly Lys Leu Pro Val Pro Trp Pro Thr Leu Val Thr Thr
50 55 60

Leu Thr Trp Gly Val Gln Cys Phe Ala Arg Tyr Pro Asp His Met Lys
65 70 75 =41

Gln His Asp Phe Phe Lys Ser Ala Met Pro Glu Gly Tyr Val Gln Glu
85 94 95

Arg Thr Ile Phe Phe Lys Asp Asp Gly Asn Tyr Lys Thr Arg Ala Glu
100 105 110

Val Lys Phe Glu Gly Asp Thr Leu Val Asn Arg Ile Glu Leu Lys Gly
115 120 125

Ile Asp Phe Lys Glu Asp Gly Asn Ile Leu Gly His Lys Leu Glu Tyr
130 135 140

Asn Tyr Ile Ser Asp Asn Val Tyr Ile Thr Ala Asp Lys Gln Lys Asn
145 150 155 160

Gly Ile Lys Ala Asn Phe Lys Ile Arg His Asn Ile Glu Asp Gly Gly
165 170 175

Val Gln Leu Ala Asp Hig Tyr Gln Gln Asn Thr Preo Ile Gly Asp Gly
180 185 190
Pro Val Leu Leu Pro Asp Asn His Tyr Leu Ser Thr Gln Ser Lys Leu
195 200 2405

Ser Lys Asp Pro Asn Glu Lys Arg Asp His Met Val Leu Leu Glu Phe
210 215 220

Val Thr ala Ala Gly Ile Thr Leu Gly Met Asp Glu Leu Tyr Lys
225 230 235

17



<210> 4
<211>7

40

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 4

vVal

Glu

Gly

Thr

Gly

€5

His

Thr

Llys

Asp

Tyr

145

Ile

Gln

Ser

Leu

Glu

Thr

50

Tyr

Asp

Ile

Phe

Phe

130

Asn

Llys

Leu

Lys

Asp

Gly

35

Gly

Gly

Phe

Phe

Glu

115

Lys

Ser

Ala

Ala

Gly

Gly

20

Asp

Lys

vVal

Phe

Phe

100

Gly

Glu

His

Asn

Asp
180

Glu

Asp

Ala

Leu

Gln

Lys

85

Lys

Asp

Asp

Asn

Phe

165

His
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Glu

vVal

Thr

Pro

Cys

70

Ser

Asp

Thr

Gly

val

150

Llys

Tyr

Leu

Asn

Tyr

val

55

Phe

Ala

Asp

Leu

Asn

135

Tyr

Ile

Gln

Phe

Gly

Gly

40

Pro

Ala

Met

Gly

vVal

120

Ile

Ile

Arg

Gln

18

Thr

His

25

Lys

Trp

Arg

Pro

Asn

105

Asn

Leu

Thr

His

Asn
185

Gly

10

Llys

Leu

Pro

Tyr

Glu

90

Tyr

Arg

Gly

Ala

Asn

170

Thr

vVal

Phe

Thr

Thr

Pro

75

Gly

Lys

Ile

His

Asp

155

Ile

Pro

vVal

Ser

Leu

Leu

60

Asp

Tyr

Thr

Glu

Lys

140

Lys

Glu

Ile

Pro

Val

Lys

45

val

His

val

Arg

Leu

125

Leu

Gln

Asp

Gly

Ile

Ser

30

Leu

Thr

Met

Gln

Ala

110

Llys

Glu

Lys

Gly

Asp
190

Leu

15

Gly

Ile

Thr

Llys

Glu

95

Glu

Gly

Tyr

Asn

Gly

175

Gly

vVal

Glu

Cys

Leu

Gln

80

Arg

val

Ile

Asn

Gly

160

vVal

Pro



Val

Lys

Thr

225

Leu

Lau

Gln

Leu

Ser

305

Phe

Ala

Asp

Asp

Lys

385

val

Gln

Leu

Leu

Asp

210

Ala

Arg

Axp

Phe

Glu

290

Tyr

Arg

Ile

Met

val

370

Pha

Leu

Asp

Gln

Leu

185

Pro

Ala

Pro

Ala

Arg

275

Leu

Sear

Asp

Glu

Ser

355

Thr

Gln

Leu

Ala

Thr
435

Pro

Asn

Gly

Lys

Hisg

260

Pro

Ser

Ile

Leu

Val

3440

Trp

Lys

Val

Mat

Ala

4240

Tyr

Asp

Glu

Ile

Leu

245

Hiz

Pro

Gln

Gln

Thr

325

Ile

Thr

Ala

Gly

Ala

403

Leu

Ile
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Asn

Lys

Thr

230

Ser

Lys

val

Lau

Lys

310

Ser

Met

Cys

Gly

Leu

390

Ile

Ile

Arg

His

Arg

215

Leu

Glu

Thr

Arg

Ser

295

Val

Glu

Leu

Gly

His

375

Lys

Cys

Glu

Cys

Tyr

200

Asp

Gly

Glu

Tyr

val

280

Met

Ile

Asp

Arqg

Asn

360

Ser

Lys

Ile

Ala

Arg
440

19

Lau

Hix

Meat

Gln

Asp

265

Asn

Leu

Gly

Gln

Ser

345

Gln

Leu

Leau

Val

Ile

425

His

Ser

Asp

Gln

250

Pro

Asp

Pre

Phe

Ile

330

Asn

Asp

Glu

Asn

Ser

410

Gln

Pro

Tyr

Val

Glu

235

Arg

Thr

Gly

His

Ala

315

val

Glu

Tyr

Leu

Leu

395

Pro

Asp

Pro

Gln

Leau

220

Leu

Ile

Tyxr

Gly

Leu

300

Lys

Leu

Ser

Lys

Ile

380

His

Asp

Arg

Pro

Ser

2905

Leu

Tyr

Ile

Sar

Gly

285

Ala

Met

Leu

Phe

Tyr

365

Glu

Glu

Arg

Leu

Gly
445

Lys

Glu

Lys

Ala

Rsp

270

Ser

Asp

Ile

Lys

Thr

350

Arg

Pro

Glu

Pro

Ser

430

Ser

Lau

Phe

Asp

Ile

255

Phe

val

Lau

Pro

Ser

335

Met

Val

Leu

Glu

Gly

415

Asn

His

Ser

val

Ser

240

Leu

Cys

Thr

Val

Gly

320

Ser

Asp

Ser

Ile

His

400

Val

Thr

Leu



Leu

Glua

465

Ser

Ser

val

Phe

Thr

545

Thr

Pro

Gly

Lys

Ile

625

His

Asp

Ile

Pro

Tyr
450

Glu

Gly

val

Sear

530

Leu

Leu

Asp

Tyr

Thr

610

Glu

Lys

Lys

Glu

Ile
6320

Ala

His

Lys

Ser

Pro

515

val

Lys

Val

His

Val

595

Arg

Leu

Leu

Gln

Asp

875

Gly

Lys

Ser

Leu

Gly

500

Ile

Ser

Phe

Thr

Meat

580

Gln

Ala

Lys

Glu

Lys

660

Gly

Asp

Met

Lys

Thr

485

Thr

Leu

Gly

Ile

Thr

565

Lys

Glu

Glu

Gly

Tyr

645

Asn

Gly

Gly
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Ile

Gln

470

Pro

Gly

val

Glu

Cys

550

Leu

Gln

Arg

vVal

Ile

630

Asn

Gly

val

Pro

Gln

455

Tyr

Leu

Val

Glu

Gly

535

Thr

Thr

His

Thr

Lys

615

Asp

Tyr

Ile

Gln

Val
6395

Lys

Arg

Val

Ser

Leu

520

Glu

Thr

Trp

Asp

Ile

600

Phe

Phe

Ile

Lys

Leu

680

Lau

20

Leu

Cys

Leu

Lys

505

Asp

Gly

Gly

Gly

Phe

585

Phe

Glu

Lys

Ser

Ala

665

Ala

Leu

Ala

Leu

Glu

450

Gly

Gly

Asp

Lys

Val

570

Phe

Phe

Gly

Glu

Asp

650

Asn

Asp

Pro

Asp

Ser

475

val

Glu

Asp

Ala

Leu

555

Gln

Lys

Lys

Asp

Asp

635

Asn

Phe

His

aAsp

Leu

460

Phe

Phe

Glu

Val

Thr

540

Pro

Cys

Ser

Asp

Thr

620

Gly

Val

Lys

Tyr

Asn
700

Arg

Gln

Gly

Leu

Asn

525

Tyr

Val

Phe

Ala

Asp

605

Leu

Asn

Tyr

Ile

Gln

685

His

Ser

Pro

Asn

Phe

510

Gly

Gly

Pro

Ala

Met

590

Gly

Val

Ile

Ile

Arg

670

Gln

Tyr

Lau

Glu

Glu

4595

Thr

His

Lys

Trp

Arg

875

Pro

Asn

Asn

Leu

Thr

655

His

Asn

Leu

Asn

Cys

480

Ile

Gly

Lys

Leu

Pro

560

Tyr

Glua

Tvr

Arg

Gly

640

Ala

Asn

Thr

Ser
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15
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Thr Gln Ser Lys Leu Ser Lys Asp Pro Asn Glu Lys Arg Asp His Met

705

710 715 720

Val Leu Leu Glu Phe Val Thr Ala Ala Gly Ile Thr Leu Gly Met Asp

725 730 735

Glu Leu Tyr Lys

<210>5
<211> 69
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 5

Gln Ile

Val Met

Arg Asn

Thr Arg
50

Leu Glu
65

<210> 6

<211> 68

<212> PRT

<213> Gallus gallus

<400> 6

Cys

Thr

Ala

35

Lys

Ser

740

Arg Val Cys Gly Asp Lys Ala Thr Gly Tyr His Phe Asn
5 10 15

Cys Glu Gly Cys Lys Gly Phe Phe Arg Arg Ala Met Lys
20 25 340

Arg Leu Arg Cys Pro Phe Arg Lys Gly Ala Cys Glu Ile
40 45

Thr Arg Arg Gln Cys Gln Ala Cys Arg Leu Arg Lys Cys
55 60

Gly Met

21
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15

Lys

Val

Lys

Lys

Asp
65

<210>7
<211> 68
<212> PRT

Val

Met

Gly

Ala

30

val

Cys

Ser

val

35

Lys

Gly

<213> Fugu rubripes

<400> 7

Arg
1

Ala

Arg

Lys

Ala
65

<210> 8
<211> 68
<212> PRT

Ala

Trp

Thr

Lys

50

Ile

Cys

Thr

Pro

35

Asn

Gly

<213> Homo sapiens

<400> 8

Ala

Cys

20

His

Arg

Met

Gly

Cys

20

Pro

Arg

Meat

Val

Glu

Phe

Arg

Val

Glu

Leu

Arg
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Cys

Gly

Thr

Gln

Cys

Gly

Pro

Gln

Gly

Cys

Cys

Cys
55

Gly Asp

Cys Lys

Cys Gln

Cys Gln

55

Asp

Lys

Pro

40

Gln

490

22

Arg Ala
140

Gly Phe
25

Phe Thr

Ala Cys

Gln Ala Lys Gly Tyr His

10

Gly Phe Phe Arg Arg Ala

25

Phe Leu Asn Lys Cys Ser

Asp Cys Arg Leu Arg Lys

Thr Gly Tyr

Phe Arg Arg

Arg Ser Cys

45

Arg Leu Gln
&0

45

60

His

Ser

30

Pro

Lys

30

Phe

15

Ile

Ile

Cys

Phe

15

Ile

Ile

cys

His

Leu

Thr

Leu

Asn

Lys

Thr

Gln



ES 2 587795 T3

Arg Ile Cys Gly Val Cys Gly Asp Arg Ala Thr Gly Phe His Phe Asn
1 5 140 15

Ala Met Thr Cys Glu Gly Cys Lys Gly Phe Phe Arg Arg Ser Met Lys
20 25 30

Arg Lys Ala Leu Phe Thr Cys Pro Phe Asn Gly Asp Cys Arg Ile Thr
35 40 45

Lys Asp Asn Arg Arg His Cys Gln Ala Cys Arg Leu Lys Arg Cys Val
50 55 &0

Asp Ile Gly Met
65

<210>9

<211> 68

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 9

Arg Ile Cys Gly Val Cys Gly Asp Arg Ala Thr Gly Phe His Phe Asn
1 5 10 15

Ala Met Thr Cys Glu Gly Cys Lys Gly Phe Phe Arg Arg Ser Met Llys
20 25 30

Arg Lys Ala Leu Phe Thr Cys Pro Phe Asn Gly Asp Cys Arg Ile Thr
35 40 45

lys Asp Asn Axrg Arg His Cys Gln Ala Cys Arg Leu lys Arg Cys Val
50 S5 60

Asp Ile Gly Met
€5

<210>10

<211>68

<212> PRT

<213> Xenopus laevis

<400> 10

23
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Arg Ile Cys Gly Val Cys

Ala Met Thr Cys Glu Gly
20

Arg Lys Ala Met Phe Thr
35

Lys Asp Asn Arg Arg His
50

Asp Ile Gly Met
€5

<210> 11

<211> 68

<212> PRT
<213> Danio rerio

<400> 11

Pro Ile Cys Gly Val Cys
1 5

Ala Met Thr Cys Glu Gly
20

Arg Lys Ala Ser Phe Thr
35

Lys Asp Asn Arg Arg His
50

<210> 12

<211>68

<212> PRT

<213> Petromyzon marinus

<400> 12

Gly

Cys

Cys

Cys
55

Gly

Cys

Cys

Cys

55

Asp
65

Asp

Llys

Pro

40

Gln

Asp

Lys

Pro

490

Gln

Ile

24

Lys Ala
10

Gly Phe
25

Phe Asn

Ser Cys

Lys Ala
10

Gly Phe

Phe Asn

Ala Cys

Gly Met

Thr Gly Phe His Phe Asn

15

Phe Arg Axrg Ser Met Lys

30

Gly Asp Cys Arg Ile Thr

45

Arg Leu Lys Arg Cys Val

60

Thr Gly Phe His

Phe Arg Arg Ser
30

Gly Asn Cys Thr
45

Arg Leu Lys Arg
60

Phe

15

Met

Ile

Cys

Asn

Lys

Thr

Ile
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15

Lys Val

Ala Met

Arg Ser

Lys Asp

Asp Ile
65

<210> 13
<211> 56
<212> PRT

Cys

Thr

Ala

35

Asn

Gly

<213> Ciona intestinalis

<400> 13

Met His
1

Arg Ser

Cys Glu

Asn Ala
50

<210> 14
<211> 68
<212> PRT

Phe

Val

Ile

35

Cys

<213> Homo sapiens

<400> 14

ES 2 587795 T3

Gly Val Cys
5

Cys Glu Gly
20

Ser Phe Thr

Arg Arg His

Met

Gly Ala Ile
5

Lys Lys Asn
20

Asn Lys Asn

Leu Ala Ala

Gly Asp Lys Ala
10

Cys Lys Gly Phe
25

Cys Pro Phe Glu
40

Cys Gln Ala Cys
55

Thr

Phe

Gly

Arqg

Gly Tyr His Phe Asn
15

Arg Arg Ser Met Lys
30

Lys Cys Asn Ile Thr
45

Leu Lys Arg Cys Arg
60

Thr Cys Glu Gly Cys Lys Gly Phe Phe Arg
10

15

Ala Ser Phe Ser Cys Ala Phe Glu Lys Lys

25

30

Asn Arg Lys His Cys Gln Ala Cys Arg Phe

40

Gly Met
S5

45

Arg Asn Cys Val Val Cys Gly Asp Gln Ala Thr Gly Tyr His Phe Asn

1

5

10

25

15



10

Ala Leu

Lys Ser

Lys Thr
50

Asp Ala
65

<210> 15
<211> 294
<212> PRT

ES 2 587795 T3

Thr Cys Glu Gly Cys Lys Gly Phe Phe Arg Axrg Thr Val Ser

20

25

30

Ile Gly Pro Thr Cys Pro Phe Ala Gly Ser Cys Glu Val Ser

35

Gln Arg

Gly Met

<213> Homo sapiens

<400> 15

Gln Gly
1

Ala Gln

Arg Leu

Gln Ala
50

Asp Leu
65

Ser Val

Phe Ser

Gly Ile

Ile Glu

130

Gln Leu
145

Leu

Met

Pro

35

Pro

Cys

Trp

Leu

Ile

115

Asp

Arg

Thr

Lys

20

Gly

Ser

Ser

Asn

Leu

100

Ser

Gln

Phe

Arg His Cys

Glu

Thr

Val

Arg

Leu

Tyr

85

Pro

Phe

Ile

Asn

Glu

Phe

Leu

Glu

Lys

70

Lys

His

Ala

Ser

Thr
150

585

Gln

Asp

Ser

Glu

55

Val

Pro

Met

Lys

Leu

135

Val

40

45

Pro Ala Cys Arg Leu Gln Lys Cys Leu

Arg

Thr

Ser

40

Ala

Ser

Pro

Ala

Val

120

Leu

Phe

26

Met

Thr

25

Gly

Ala

Leu

Ala

Asp

105

Ile

Lys

Asn

Met

10

Phe

Cys

Lys

Gln

Asp

90

Met

Ser

Gly

Ala

Ile

Ser

Glu

Trp

Leu

75

Ser

Ser

Tyr

Ala

Glu
155

60

Arg

His

Leu

Ser

60

Arqg

Gly

Thr

Phe

Ala

140

Thr

Glu

Phe

Pro

45

Gln

Gly

Gly

Tyr

Arqg

125

Phe

Gly

Leu Met
15

Lys Asn
30

Glu Ser

Val Arg

Glu Asp

Lys Glu

95

Met Phe

110

Asp Leu

Glu Leu

Thr Trp

Asp

Phe

Leu

Lys

Gly

84a

Ile

Lys

Pro

Cys

Glu
160



Cys Gly

Gln Leu

Leu Gln

Phe Ser
210

Leu Gln
225

Arg Pro

Leu Thr

Arg Ile

Phe Gly
290

<210> 16

<211> 267

<212> PRT

<213> Gallus gallus

<400> 16

Arg

Leu

Leu

195

Pro

Glu

Gln

Glu

Gln

275

Ile

Leu

Leu

180

His

Asp

Gln

Pro

Leu

260

Asp

Thr

Ser

165

Glu

Glu

Arg

Phe

Ala

245

Arg

Ile

Gly
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Tyr

Pro

Glu

Pro

Ala

230

His

Ser

His

Ser

Cys

Met

Glu

Gly

215

Ile

Arg

Ile

Pro

Leu

Leu

Tyr

200

Val

Thr

Phe

Asn

Phe
280

27

Glu

Lys

185

Val

Leu

Leu

Leu

Ala

265

Ala

Asp

170

Phe

Leu

Gln

Lys

Phe

250

Gln

Thr

Thr

His

Met

His

Ser

235

Leu

His

Pro

Ala

Tyr

Gln

Arqg

220

Tyr

Lys

Thr

Leu

Gly

Met

Ala

245

Val

Ile

Ile

Gln

Met
285

Leu

190

Ile

Ile

Glu

Met

Arqg

270

Gln

Phe

175

Lys

Ser

Asp

Cys

Ala

255

Leu

Glu

Gln

Lys

Leu

Gln

Asn

240

Met

Leu

Leu



Gly

Ala

Gln

Pro

Leu

65

Ala

Gly

His

Pro

Gly

50

Asp

Asp

Leu

Lys

Ala

35

Pro

Glu

Leu

Thr

Arg

Val

Gly

Asp

Ser

Ala

Thr

Arg

Val

Val

Thr
85
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Glu

Phe

Leu

Pro

Leu

70

Phe

Gln

Aszp

Cys

Ser

55

Pro

Met

Gln

Ser

Ile

40

Ala

Asp

Ile

28

Glu

Ser

25

Pro

Ser

Val

Gln

Leu

10

Phe

Gly

Leu

Phe

Gln
80

Ile

Ser

Pro

Ser

Ser

75

Val

Ser

Gln

Cys

Pro

60

Ile

Ile

Ile

Phe

Ser

415

Gln

Leu

Lys

Leu

Gln

30

Gln

Leu

Pro

Phe

Ile

15

His

Ser

Asp

His

Ala
85

Ala

Tyr

Pro

Cys

Phe

80

Lys



10

Glu

Leu

Phe

Ile

145

Leu

Glu

Ser

Leu

Arg

225

Leu

Ser

<210> 17
<211> 295
<212> PRT

Ile

Lys

Asn

130

Lys

Leu

Tyr

val

Thr

210

Phe

Lys

Met

Pro

Gly

115

Glu

Asp

Lys

val

Thr

195

Leu

Leu

Met

Thr

<213> Fugu rubripes

<400> 17

Ile His Leu

1

Gly His Arg

Ala

100

Ala

Glu

Gly

Phe

Leu

180

Gln

Lys

Tyr

Glu

Pro
260

Ser

Lys
20

Arg Val Arg Thr

35

Phe

Thr

Thr

Ala

His

165

Leu

Arg

Ser

Ala

Asn

245

Leu

ES 2 587795 T3

Arg

Leu

Asn

Leu

150

Ile

Val

Asp

Tyr

Lys

230

Thr

Leu

Gly

Gly

Ala

135

Ala

Ser

Ala

Phe

Ile

215

Leu

Arg

Ser

Sar Gln Gln

5

Thr Phe Asp

Ser Thr Thr

Leu

Ile

120

Gly

Leu

Mat

Ile

200

Asp

Leu

Gln

Glu

Glu

Leu

Pro

105

Cys

Glu

Phe

Lys

Leu

185

Asp

His

Leu

Ile

Ile
265

Ile Asp

Gln Ile

Cys Gly

Gln Gln
155

Lys Leu
170

Leu Phe

Gln Leu

Arg His

Leu Leu
235

Leu His
250

Ile Ser

Asp

Gln

Gln

140

Ile

Arg

Ser

Gln

Pro

220

Thr

Ile

Gln

Phe

125

His

Tyr

Leu

Pro

Glu

205

Met

Glu

Gln

Ile

110

Asn

Cys

Leu

His

Asp

190

Lys

Pro

Leu

Asp

Ser

Thr

Phe

Glu

Glu

175

His

Val

Glu

Gln

Leu
255

Leu

Val

Thr

Pro

160

Ala

Ala

Ala

Gly

Thr

240

Ser

Glu Thr Ile Arg Glu Leu Leu Tyr

14

Glu Phe Tyr Arg Phe

25

15

Ser Ser Phe

30

Leu Phe Asp Leu Ser Lys Ser Leu Ser

40

29

45



<210> 18
<211> 306

Glu

Ala

65

Arg

Cys

Ile

Leu

Val

145

Trp

Gly

Leu

Leu

Ile

225

Glu

Leu

Gln

Leun

Arg

50

Ser

Pro

val

His

Leu

130

Met

Glu

Phe

Arg

Sar

210

Asp

Leu

Ser

val

Leu
290

Leu

Ser

Glu

Phe

Asp

115

Ile

Glu

Cys

Gln

Asn

195

Leu

Lys

Lys

Cys

Leu

275

Met.

Asn

Rsp

Thr

Thr

100

Ile

Gly

Ile

Gly

Fro

180

Leu

Phe

Ile

Leu
260

Gln

Glu

Ile

Val

Pro

g5

Ala

Ile

Asp

Arg

His

165

Leu

Gly

Ser

His

Thr

245

Thr

Ile

Met

ES 2 587795 T3

Phe

Ser

70

Gln

Leu

Ala

Gln

Phe

150

Ala

Phe

Leu

Pro

Glu

230

Gly

Glu

G1n

val

Ala

55

Ser

Thr

Pro

Phe

Ile

135

Asn

Thr

Len

Glu

Asp

215

Asgn

Pro

Met

Asp

Ser
295

Val

Leu

Gln

His

Ser

120

Ala

Met

Tyr

Glu

Glu

200

Arg

Leau

Glu

Arg

Ile
280

30

Arg

Sar

Gly

val

105

Lys

Leu

val

Cys

Pro

185

Glu

Pro

Alza

Lys

Thr

265

Gln

Gly

Thr

Gly

80

Thr

Ser

Leu

Phe

Ile

170

Leu

Glu

Gly

Leu

Hig

250

Met

Pro

Ser

Ser

75

Glu

Asp

Leu

Lys

Asn

155

Glu

Leu

Tyr

Val

Ala

235

Met

Asn

Asn

Ser

60

Ala

Asn

Leu

Thr

Gly

140

Thr

Asp

Lys

val

Gln

220

Leu

Leu

Glu

Val

Pro

Arg

Ala

Ala

Asp

125

Ala

Lys

Ala

Phe

Leu

205

Gln

Lys

Tyr

Glu

val
285

Ser

Leu

Arg

Thr

110

Pha

Thr

Thr

Val

His

190

Met

His

Thr

Pro

Tyr

270

Ile

Gly

Arg

Arg

85

Cys

Lys

Phe

Gly

Arg

175

His

Gln

Ser

Arg

Lys

255

Ser

Pro

Pro

Gly

80

Gly

Met

Ser

Glu

Leu

160

Ala

Thr

Ala

Val

Ile

240

Val

Lys

Pro



<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 18

Pro

Ala

Arg

Pro

Cys

65

Phe

Thr

Val

Gly

Ser

145

Asp

Ser

Ile

His

Val
225

Lys

His

Pro

Asn

50

Ser

Ser

Leu

Ser

Phe

130

Ala

Asp

Asp

Lys

val

210

Gln

Leu

His

Pro

35

Ser

Asp

Asn

Glu

Tyr

115

Arg

Ile

Met

val

Phe

195

Leu

Asp

Ser

Lys

20

val

Arg

His

Leu

Leu

100

Ser

Asp

Glu

Ser

Thr

180

Gln

Leu

Ala

Glu

Thr

Arg

His

Cys

Asp

85

Ser

Ile

Leu

Val

Trp

185

Lys

Val

Met

Ala

ES 2 587795 T3

Glu

Tyr

val

Thr

Ile

70

Leu

Gln

Gln

Thr

Ile

150

Thr

Ala

Gly

Ala

Leu
230

Gln

Asp

Asn

Pro

55

Thr

Ser

Leu

Lys

Ser

135

Met

Cys

Gly

Len

Ile

215

Ile

Gln

Pro

Asp

40

Ser

Ser

Glu

Ser

Val

120

Glu

Leu

Gly

His

Lys

200

Cys

Glu

31

Arg

Thr

25

Gly

Phe

Ser

Glu

Met

105

Ile

Asp

Arg

Asn

Ser

185

Lys

Ile

Ala

Ile

10

Tyr

Gly

Ser

Asp

Asp

90

Leu

Gly

Gln

Ser

Gln

170

Leu

Len

val

Ile

Ile

Sar

Gly

Gly

Met

75

Ser

Pro

Phe

Ile

Asn

155

Asp

Glu

Asn

Ser

Gln
235

Ala

Asp

Ser

Asp

60

Met

Asp

His

Ala

val

140

Glu

Tyr

Leu

Len

Pro

220

Asp

Ile

Phe

His

45

Ser

Asp

Asp

Leu

Lys

125

Leu

Ser

Lys

Ile

His

205

Asp

Arg

Leu

Cys

30

Pro

Ser

Ser

Pro

Ala

110

Met

Leu

Phe

Tyr

Glu

190

Glu

Arg

Leau

Leu

15

Gln

Ser

Ser

Ser

Ser

95

Asp

Ile

Lys

Thr

Arg

175

Pro

Glu

Pro

Sar

Asp

Phe

Arg

Ser

Ser

80

Val

Leu

Pro

Ser

Met

160

Val

Leu

Glu

Gly

Asn
240



Thr

Leu

Asn

Cys

Ile
305

<210> 19
<211> 302
<212> PRT

ES 2 587795 T3

Leu Gln Thr Tyr Ile Arg
245

Leu Tyr Ala Lys Met Ile
260

Glu Glu His Ser Lys Gln
275

Ser Met Lys Leu Thr Pro
220 295

Ser

<213> Mus musculus

<400> 19

Cys Arg His
250

Gln Lys Leu
265

Tyr Arg Cys
280

Leu Val Leu

32

Pro Pro

Ala Asp

Leu Ser

Glu vVal
300

Pro

Leu

Phe

285

Phe

Gly Ser
255

Arg Ser
270

Gln Pro

Gly Asn

His

Leu

Glu

Glu



Pro

Ala

Arg

Pro

Thr

€65

Leu

Pro

Gln

Thr

Ile

Lys

His

Pro

Thr

50

Pro

Asn

Leu

Lys

Ser

130

Met

Leu

His

Pro

35

Leu

Ser

Glu

Ser

Val

115

Asp

Leu

Ser

Lys

20

Ile

Ser

Leu

Glu

Met

100

Ile

Asp

Arg

Glu

Thr

Arg

Phe

Asp

Gly

85

Leu

Gly

Gln

Ser

ES 2 587795 T3

Glu

Tyr

Ala

Ser

Met

70

Ser

Pro

Phe

Ile

Asn

Gln

Asp

Asp

Gly

55

Met

Asp

His

Ala

Val

135

Gln

Gln

Pro

Val

40

Asp

Glu

Asp

Leu

Lys

120

Leu

Ser

33

His

Thr

25

Ala

Ser

Pro

Pro

Ala

105

Met

Leu

Phe

Ile
10

Tyr

Thr

Ser

Ala

Ser

84a

Asp

Ile

Lys

Thr

Ile

Ala

Gly

Ser

Ser

75

Val

Leu

Pro

Ser

Met

Ala

Asp

Ser

Asn

60

Phe

Thr

Val

Gly

Ser

140

Asp

Ile

Phe

Tyr

45

Ser

Ser

Leu

Ser

Phe

125

Ala

Asp

Leu

Arg

340

Ser

Asp

Thr

Asp

Tyr

110

Arg

Ile

Met

Leu

15

Asp

Pro

Leu

Met

Leu

895

Ser

Asp

Glu

Ser

Asp

Phe

Arqg

Tyr

Asp

84a

Ser

Ile

Leu

Val

Trp



145

Asp

Ala

Gly

Ala

Leu

225

Ile

Met

Lys

Leu

<210> 20
<211> 301
<212> PRT

Cys

Gly

Leu

Ile

210

Val

Arg

Ile

Gln

Thr
250

Gly

His

Lys

195

Cys

Glu

Cys

Gln

Tyr

275

Pro

<213> Xenopus laevis

<400> 20

Ser

Thr

180

Lys

Ile

Ala

Arg

Lys

260

Arg

Leu

Gln

165

Leu

Leu

Val

Ile

His

245

Leu

Ser

Val

ES 2 587795 T3

150

Asp

Glu

Asn

Ser

Gln

230

Pro

Ala

Leu

Leu

Tyr

Leu

Leu

Pro

215

Asp

Pro

Asp

Ser

Glu
285

Lys

Ile

His

200

Asp

Arg

Pro

Leu

Phe

280

Val

34

Tyr

Glu

185

Glu

Arg

Leu

Gly

Arg

265

Gln

Phe

Asp

170

Pro

Glu

Pro

Ser

Ser

250

Ser

Pro

Gly

155

Ile

Leu

Glu

Gly

Asn

235

His

Leu

Glu

Asn

Thr

Ile

His

Val

220

Thr

Gln

Asn

Asn

Glu
300

Asp

Lys

Val

205

Gln

Leu

Leu

Glu

Ser

285

Ile

Val

Phe

150

Leu

Asp

Gln

Tyr

Glu

270

Ser

Ser

Ser

175

Gln

Leu

Ala

Thr

Ala

255

His

Met

160

Arg

Val

Met

Lys

Tyr

240

Lys

Ser

Lys



Pro

Ala

Ser

Phe
65

Lys

His

Pro

Ser

50

Thr

Ile

Arg

Pro

35

Ser

Ser

Ser

Lys

20

Val

Val

Ser

Asp

Thr

Arg

His

Pro

ES 2 587795 T3

Glu

Phe

Glu

Thr

Asp
70

Gln

Asp

Asn

Gln

55

Ser

Gln

Thr

Val

40

Gly

Ser

35

Lys

Thr

25

Asp

Ser

Glu

Met

140

Tyr

Pro

Pro

His

Ile

Ser

Phe

Ser

Gly
75

Asp

Asp

Arg

Glu

60

Phe

Ile

Phe

Arg

45

Asp

Phe

Leu

Asn

30

Ile

Ser

Ser

Leu

15

Lys

Thr

Asp

Ala

Glu

Phe

Arg

Val

Ser
80



Leu

Leu

Lys

Ala

Met

145

Cys

Gly

Leu

Ile

Val

225

Leu

Ile

Gln

Thr

<210>21
<211> 300
<212> PRT

Phe

Ser

Ile

Glu

130

Leu

Gly

His

Lys

Cys

210

Glu

Cys

Gln

Tyr

Pro
290

<213> Danio rerio

<400>21

Gly

Met

Ile

115

Asp

Arg

Ser

Asn

Lys

195

Ile

Ser

Lys

Lys

Arqg

275

Leu

Gln

Leu

100

Gly

Gln

Ser

Glu

Met

180

Leu

Leu

Ile

His

Leu

260

Ser

Met

Phe

85

Pro

Phe

Ile

Azn

Asp

165

Glu

Asp

Ser

Gln

Pro

245

Ala

Ile

Leu

ES 2 587795 T3

Glu

His

Ala

Ala

Gln

150

Phe

Leu

Leu

Pro

Asp

230

Pro

Asp

Ser

Glu

Tyr

Ile

Lys

Leu

135

Ser

Lys

Leu

His

Asp

215

Arqg

Pro

Leu

Phe

Val
295

Ser

Ala

Met

120

Leu

Phe

Tyr

Glu

Glu

200

Arqg

Leu

Gly

Arqg

Leu

280

Phe

36

Ser

Aszp

105

Ile

Lys

Ser

Lys

Pro

185

Glu

Pro

Ser

Ser

Ser

265

Pro

Ser

Met

80

Leu

Pro

Ser

Leu

Val

170

Leu

Glu

Gly

Ser

Arg

250

Leu

Glu

Asp

Gly

Val

Gly

Ser

Aszp

155

Asp

Val

His

Leu

Thr

235

Leu

Asn

His

Glu

Gly

Ser

Phe

Val

140

Aszp

Asp

Lys

Val

Gln

220

Leu

Leu

Glu

Ser

Ile
300

Lys

Tyr

Arg

125

Ile

Met

Val

Phe

Leu

205

Asp

Gln

Tyr

Glu

Ser

285

Fro

Ser

Ser

110

Asp

Glu

Ser

Thr

Gln

150

Leu

Lys

Thr

Ala

His

270

Met

Gly

95

Ile

Leu

Val

Trp

Gln

175

Val

Met

Ala

Tyr

Lys

255

Ser

Lys

Glu

Gln

Ile

Ile

Thr

160

Ala

Gly

Ala

Leu

Ile

240

Met

Lys

Leu



ES 2 587795 T3

Pro Arg Leu Ser Asp Glu Gln Met Gln Ile Ile Asn Ser Leu Val Glu

1 5 10 15

Ala His His Lys Thr Tyr Asp Asp Ser Tyr Ser Asp Phe Val Arg Fhe
20 25 30

Arg Pro Pro Val Arg Glu Gly Pro Val Thr Arg Ser Ala Ser Arg Ala
35 40 45

Ala Ser Leu His Ser Leu Ser Asp Ala Ser Ser Asp Ser Phe Asn His
50 55 €0

Ser Pro Glu Ser Val Asp Thr Lys Leu Asn Phe Ser Asn Leu Leu Met
65 70 75 80

Met Tyr Gln Asp Ser Gly Ser Pro Asp Ser Ser Glu Glu Asp Gln Gln
35 20 95

Ser Arg Leu Ser Met Leu Pro His Leu Ala Asp Leu Val Ser Tyr Ser
140 105 110

Ile Gln Lys Val Ile Gly Phe Ala Lys Met Ile Pro Gly Phe Arg Asp
115 120 125

Leu Thr Ala Glu Asp Gln Ile Ala Leu Leu Lys Ser Ser Ala Ile Glu
130 135 140

Ile Ile Met Leu Arg Ser Asn Gln Ser Phe Ser Leu Glu Asp Met Ser
145 150 155 140

Trp Ser Cys Gly Gly Pro Asp Phe Lys Tyr Cys Ile Asn Asp Val Thr
165 170 175

Lys Ala Gly His Thr Leu Glu Leu Leu Glu Pro Leu Val Lys Phe Gln
180 185 150

Val Gly Leu Lys Lys Leu Lys Leu His Glu Glu Glu His Val Leu Leu
155 200 2905

Met Ala Ile Cys Leu Leu Ser Pro Asp Arg Pro (Gly Val Gln Asp His
210 215 220

Val Arg Ile Glu Ala Leu Gln Asp Arg Leu Cys Asp Val Leu Gln Ala
225 230 235 240

Tyr Ile Arg Ile Gln His Pro Gly Gly Arg Leu Leu Tyr Ala Lys Met
245 250 255

Ile Gln Lys Leu Ala Asp Leu Arg Ser Leu Asn Glu Glu His Ser Lys
260 265 270

37



ES 2 587795 T3

Gln Tyr Arg Ser Leu Ser Phe Gln Pro Glu His Ser Met Gln Leu Thr
275 280 285

Pro Leu Val Leu Glu Val Phe Gly Ser Glu Val Ser
290 295 300

<210> 22

<211> 282

<212> PRT

<213> Petromyzon marinus

<400> 22

Pro Gln Leu Leu Glu Glu Gln Glu Arg Leu Ile Ala Thr Leu Ile Glu
1 5 10 15

Ala His Arg Lys Thr Tyr Asp Ala Ser Tyr Ser Asp Phe Ser Gln Phe
20 25 30

Arg Pro Pro Lys Arg Gly Asp Gly Ser Pro Glu Cys Arg Asn Ala Thr
35 40 415

Asn Pro Phe Leu Met Ser Leu Leu Asn Ser Asp Met Asp Glu Leu Pro
50 55 60

Lys Ala Ser Ala Ser Gly Ala Glu 2Ala Ala Ala Gly Asp Glu Leu Ser
65 70 75 80

Met Leu Pro His Leu Ala Asp Leu Val Ser Tyr Ser Ile Gln Lys Val
85 o0 95

Ile Gly Phe Ala Lys Met Ile Pro Gly Phe Lys Glu Leu Cys Thr Glu
100 105 110

Asp Gln Ile Ser Leu Leu Lys Ala Ser Ala Ile Glu Ile Ile Ile Leu
115 120 125

Arg Ser Asn Glu Ser Phe Thr Met Glu Asp Asn Ser Trp Thr Cys Gly
130 135 140

Ser Asn Glu Phe Lys Tyr Gln Ile Gly Asp Val Met Gln Ala Gly His
145 150 155 160

Lys Leu Glu Leu Leu Glu Pro Leu Val Lys Phe Gln Val Asn Met Lys
165 170 175

Lys Leu Asp Leu His Glu Ala Glu His Val Leu Leu Met Ala Ile Cys
180 185 130

38



Leu

Glu

Arg
225

Lys

Leu

Leu

<210> 23
<211> 303
<212> PRT

Phe

Val

210

His

Leu

Gln

Leu

Ser

195

Gln

Pro

Thr

Ile

Glu
275

<213> Ciona intestinalis

<400> 23

Pro

Glu

Leu

Glu

Ser

260

Val

Asp

His

Ser

Leu

245

Gln

Phe

ES 2 587795 T3

Arg

Leu

Cys

230

Arg

Asp

Gly

Pro

Thr

215

Lys

Ser

Ala

Asn

Gly

200

Glu

His

Leu

Val

Pro
280

39

Val

Thr

Met

Asn

Asn

265

Thr

Gln

Leu

Leu

Glu

250

Lys

Ala

Asp

Arqg

Tyr

235

Glu

Glu

Arg

Ala

220

Thr

His

Asp

Cys

205

Tyr

Lys

Ser

Leu

Arg

Ile

Met

Lys

Pro
270

Val

Ala

Val

Gln

255

Pro

Glu

Cys

Glu

240

Tyr

Leu



Thr

Gly

Asn

Gln

65

Phe

Lys

Lys

Ile

Arg

His

Gly

Thr

50

Ser

Gln

Gln

val

Val
130

Met

Arg

Arg

35

Glu

Thr

His

Len

Ile

115

Asp

Thr

Asp

20

Glu

Asn

Thr

Phe

Phe

100

Asp

Gln

Ser

Pro

Pro

Glu

Len

85

Gln

Tyr

Ile

ES 2 587795 T3

Asp

Tyr

Gly

Asn

Asp

70

Pro

His

Cys

Val

Glu

Asp

Ser

Gly

Ser

Ile

Phe

Lys

Len
135

Lys

Phe

Asn

40

Len

Gly

Tyr

Cys

Gly

120

Len

40

Leu

Ala

25

Asp

Asp

Lys

Pro

Asp

105

Ile

Arg

Leu

10

Tyr

Gly

Ala

Gln

Phe

20

Ile

Pro

Gly

Val

Val

Gln

Ala

Leu

75

Ser

Met

Gln

Gly

Lys

Glu

Gln

Thr

60

His

Phe

Thr

Phe

Cys
140

Thr

Tyr

Glu

45

Ala

Leu

Asp

Trp

Val

125

Leu

Leu

Asp

30

Ile

Val

Met

Pro

Gly

110

Gln

Glu

Leu

15

Thr

Gly

Glu

Leu

Lys

95

Ile

Leu

Met

Lys

Phe

Asn

Ala

Leu

80

Ala

Arg

Ser

Leu



10

Val Leu
145

Ser Asp

Asn Lys

Lys Met

Leu Phe
210

Gln Met
225

His Lys

Cys Glu

Phe Ala

Asn Pro
290

<210> 24
<211> 245
<212> PRT

Arg

Lys

Glu

Llys

195

Ser

Gln

Pro

Leu

Gln

275

Leu

<213> Homo sapiens

<400> 24

Val Gln
1

Ala His

Arg Pro

Ala Pro
50

Leu

Thr

Pro

35

val

Ser

Phe

Phe

180

Leu

Pro

Asp

Pro

Leu

260

Asn

Ile

Ser

Arg

Ala

Leu

Tyr

Gln

165

vVal

Gln

Asp

Cys

Asn

245

Leu

Ile

Leu

Lys

His

His

Pro
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Phe

150

Tyr

Glu

vVal

Arg

vVal

230

Glu

Ile

Met

Glu

Glu

Met

Leu

Leu

Ala

Lys

Llys

Glu

Pro

215

Ala

Ser

Leu

Ser

vVal
295

Gln

Gly

Phe

val
55

Phe

Pro

Tyr

Glu

200

Gly

Asn

Ser

Pro

Leu

280

Asn

Glu

Thr

Ile

40

Thr

41

Ser

Ser

Asn

185

Ile

Leu

Thr

Phe

Ile

265

Llys

Asn

Glu

Met

25

His

His

Cys

Asp

170

Ser

Cys

Glu

Leu

Leu

250

Leu

Gln

Ser

Leu

10

Phe

His

Phe

Asn

155

Phe

Leu

Leu

Asp

Gln

235

Gln

Arg

Thr

Ala

Ile

Glu

Gln

Ala

Glu

Leu

His

Leu

Gln

220

Ala

Ala

Thr

Asn

Asp
300

Arg

Gln

Pro

Asp
60

Asn

Gln

Ile

Leu

205

Ala

Tyr

Arg

Ile

Glu

285

Asp

Thr

Phe

Leu

45

Ile

Llys

Ala

Arg

190

Ala

Lys

Glu

Thr

Asn

270

Llys

Glu

Leu

Val

30

Pro

Asn

Tyr

Gly

175

Met

Leu

val

Tyr

Met

255

Met

Asp

Asp

Leu

15

Gln

Thr

Thr

Met

160

Gly

Arg

vVal

Glu

Thr

240

Tyr

Leu

Met

Gly

Phe

Leu

Phe
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Ser

Glu

Asn

Val

Thr

145

Ala

Glu

Ile

Leu

Tyr

225

Gln

Val

Leu

Ile

Phe

Gly

130

Leu

Met

Ile

Lys

Leu

210

Gln

Glu

Leu

Pro

Cys

Leu

115

FPhe

Arg

Ala

Asp

Gly

195

Gly

Ile

Ile

Gln

Ile

His

100

Cys

Gln

Lys

Leu

Gln

180

Gln

Leu

Gln

Cys

Val

Glu

85

Ile

Gly

Val

Leu

Phe

165

Leu

Gln

Leu

His

Ser
245
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Ile

70

Asp

Val

Pro

Glu

Gln

150

Ser

Gln

Arg

Ala

Ile
230

Lys

Gln

Leu

FPhe

135

Pro

Glu

Arg

Glu

215

Gln

FPhe

Ile

Asn

Arg

120

Leu

Gln

Asp

Glu

Pro

200

Leu

Gly

42

Thr

Ser

Thr

105

Tyr

Glu

Glu

Arg

Met

185

Arg

Arg

Leu

Lys

Leu

90

Thr

Thr

Leu

Pro

Pro

170

Ala

Asp

Ser

Ser

Asp

15

Leu

FPhe

Ile

Leu

Glu

155

Gly

Leu

Arg

Ile

Ala
235

Leu

Lys

Cys

Glu

FPhe

140

Tyr

Val

Thr

FPhe

Asn

220

Met

Pro

Gly

Leu

Asp

125

His

Val

Thr

Leu

Leu

205

Glu

Met

Val

Ala

Gln

110

Gly

FPhe

Gln

Gln

190

Tyr

Ala

Pro

FPhe

Ala

95

Thr

Ala

His

Arg

175

Ser

Ala

Tyr

Leu

Arg

80

Val

Gln

Arg

Gly

Ala

160

Asp

Tyr

Lys

Gly

Leu
240
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REIVINDICACIONES

1. Un método de medicién de la cantidad o de la concentracion de un derivado de vitamina D en una muestra, en el
que el derivado de vitamina D es 25-hidroxi-vitamina D, método que comprende:

a) poner en contacto una muestra con un polipéptido que comprende un dominio de union al ligando de VDR
modificado (LBD de BDR) y un par donante-aceptor de fluoréforos; y

b) medir la cantidad de fluorescencia, en el que dicha cantidad de fluorescencia es detectablemente superior o
inferior en presencia del derivado de vitamina D en comparacion con la cantidad de fluorescencia en ausencia del
derivado de vitamina D;

en el que el dominio de unién al ligando de VDR corresponde a los aminoacidos 118-427 de SEQ ID NO: 1,

y en el que el VDR modificado es una version mutada del dominio de unién al ligando de VDR, en el que la mutacién
puede implicar la insercion, delecion y/o sustitucion, y comprende al menos una mutacion causante de que dicha
VDR modificada tenga una afinidad de unién por 25-hidroxi-vitamina D superior en comparacion con el calcitriol,
comprendiendo dicha al menos una mutaciéon una sustituciéon en una posicion de aminoacido seleccionada entre
274,147, 150, 227, 230, 233, 234, 271, 275, 286, 288, 300, 309, 313, 418, 237, 143, 278, 305y 397,

y en el que el VDR modificado es un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una
identidad de secuencia de aminoacidos superior al 80 % con, en una regién de mas de 300 aminoacidos, el dominio
de union al ligando de VDR que corresponde a los aminoacidos 118-427 de SEQ ID NO: 1.

2. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el VDR modificado tiene una afinidad por 25-hidroxi-
vitamina D al menos 10 veces superior que por otros derivados de vitamina D.

3. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la muestra es de un sujeto mamifero.
4. El método de acuerdo con la reivindicacion 3, en el que el sujeto mamifero es un ser humano.
5. El método de acuerdo con la reivindicacion 4, en el que el ser humano padece enfermedad renal crénica (ERC).

6. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la fluorescencia se mide usando transferencia de energia
de resonancia de fluorescencia (FRET).

7. El método de acuerdo con la reivindicacion 6, en el que el par donante-aceptor de fluoréforos se selecciona del
grupo que consiste en proteina verde fluorescente (GFP), proteina roja fluorescente (RFP), proteina azul verdoso
fluorescente (CFP), proteina amarilla fluorescente (YFP) y fragmentos activos de las mismas.

8. Un polipéptido que comprende un dominio de unién al ligando de VDR maodificado (LBD de VDR) y un par
donante-aceptor de fluoréforos, en el que dicho polipéptido comprende al menos una mutacién causante de que
dicho VDR modificado tenga una afinidad de unién por 25-hidroxi-vitamina D superior en comparacion con el
calcitriol,

en el que el dominio de unidn al ligando de VDR corresponde a los aminoacidos 118-427 de SEQ ID NO: 1,

y en el que el VDR modificado es una version mutada del dominio de unién al ligando de VDR, en la que la mutacién
puede implicar la insercion, delecion y/o sustitucion, y comprende al menos una mutacion causante de que dicho
VDR modificado tenga una afinidad de unién por 25-hidroxi-vitamina D superior en comparacion con el calcitriol,
comprendiendo esta al menos una mutacién una sustitucién en una posicion de aminoacido seleccionada entre 274,
147, 150, 227, 230, 233, 234, 271, 275, 286, 288, 300, 309, 313, 418, 237, 143, 278, 305 y 397,

y en el que el VDR modificado es un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una
identidad de secuencia de aminoacidos superior al 80 % con, en una region de mas de 300 aminoacidos, el dominio
de union al ligando de VDR que corresponde a los aminoacidos 118-427 de SEQ ID NO: 1.

9. El método de la reivindicacién 1 o el polipéptido de la reivindicacion 8, en el que dicha mutacién de la posicion 274
comprende una sustitucion de un resto de aminoacido basico con un resto de aminoacido alifatico.

10. El método de la reivindicaciéon 1 o el polipéptido de la reivindicacion 8, en el que dicha al menos una mutacién
comprende Arg274Leu.

11. El método de la reivindicacién 1 o el polipéptido de la reivindicacién 8, en el que la mutacién comprende una
insercion, delecion o sustitucién en la posicién 237 o 274.

12. El método de la reivindicacién 1 o el polipéptido de la reivindicacion 8, en el que la mutacién comprende:
(i) la mutacion de Ser-237 a una cadena lateral hidréfoba mas voluminosa; o
(ii) la mutacion en la posicion 274 mediante la sustitucion de un resto de aminoacido alifatico con un resto de

aminoacido basico; o
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(iii) la modificacion de uno o ambos de Ser-237 y Arg-274 con grupo/s de cadena lateral de aminoacidos que
interferiran con la union del calcitriol, pero que favoreceran la de 25-hidroxi-vitamina D.

13. El método de la reivindicacion 1 o el polipéptido de la reivindicacion 8, en el que la mutacién se selecciona entre
Ser237Val, Ser2371le, Ser237Leu, Ser237Ala, Arg274Leu, Arg274Val y Arg27411e.

14. El método de la reivindicacion 1 o el polipéptido de la reivindicacién 8, en el que la secuencia de aminoacidos del
VDR modificado tiene:

(a) mas del aproximadamente 85%, del aproximadamente 90%, del aproximadamente 91%, del aproximadamente
92%, del aproximadamente 93%, del aproximadamente 94%, del aproximadamente 95%, del aproximadamente
96%, del aproximadamente 97%, del aproximadamente 98% o del aproximadamente 99%, o mas, de identidad de
secuencia de aminoacidos con, en una regién de mas de 300 aminoacidos, el dominio de unién al ligando de la
proteina nativa; o

(b) una secuencia de acido nucleico que tiene mas del aproximadamente 95%, del aproximadamente 96%, del
aproximadamente 97%, del aproximadamente 98%, del aproximadamente 99%, o mas, de identidad de secuencia
de nucledtidos con la secuencia de acido nucleico de referencia.
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Figura 1A

A. Dominio de union al ADN

EXR_humana
EXR
EXR_ ?3““

.~ Tugu
VOR_ humana
VOE_ raton
VDE_®x_laevis
VDE_ pez cebra
VDE_ Jamprea
VDR_PX¥R_Ciena
CAER_ humana

EXE_ humana
PXR_pﬂ“ﬂ
PXR_fygu
VODR_phumana
VEFE_raton
YVDER_#_laevis
VDE_ pez cebra
VDE_ jlamprea
VDR_PY¥R_Ciona

CAR_ humana

QICRVCGDEATGYHFNVMI CEGUKGFFRRAMEKENARLECFFREGACE ITRETRROCOACR
KVCAVCGDRATGYHFHVMS CEGCKGEFFRRSILEGVHEETCPF-TRSCP ITKAKRROCOACR
RAEC VGO AKGYHFNANT CEGOKGFFRRATKRTPFLECOF - LNECS TTHRNRRDOOOCR
RICGVCGDRATGEFHFNAMI CEGCEGFFRREMEKREALFTCPFFN-GDCRITKCMRRHCOACR
RICGVCGDRATGFHFNAMI CEGCEGFFERSMEKERKALFTCFFN-GDCRITKOCNRRACQACK
RICGVCGDEATGEHFNAMI CEGURGEFFRRSMEERKAMETCPEN -GDURITRDNERACQLCR
PICGVCGDRATGFHFNAMT CEGCKGFFRREMERKASFTCFFN-GHNCT ITKDNRRHCOACR
KVCGVCGDEATGYHFNAMT CEGCEGEFFRREMERSASE TCPFE-GECN ITKCNRRACOACE
———————————— MHFGAITCEGCHGFFRREVKENASE SCAF-EKKCE INKNNREKHCQACR
RMNCVVCGDOATSYHFNALT CEGCKGEFFRRTVEKE IGPTCFF-AGSCEVEKTQRRHCFACR

LRECLESGM (SEQ ID MWC: 5)
LCECLDVGM (SEQ ID WNO: E)
LRECQAIGM (SEQ ID MO: 7)
LERCVDIGHM (SEQ ID NC: 2)
LERCVDIGH (SBQ ID WC: 9)
LERCVDIGH (5EQ ID NO: 10)
LERCIDIGM (SEQ ID NC: 1l)
LERCRDIGM (S5EQ ID NC: 12)
FHACTARSM (SEQ ID NO: 13)
LOKCLDAGM (SEQ ID MNO: 14)
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Figura 1B

B. Dominio de unidn al ligando

PEE_humana
ol
—fugu
VDR b
—
v X laevis
vDR_pezcebm
vor_lamprea
vpp PXR_Ciona
~ap humana

;X:—hunmna
“F_pollo
kajigu
EEE—Eﬂﬁn
~X_laevis
VDR T— ceb
vpr_P€Z €A
ypp lamprea
VDR PXR_QOHE
CAR humana

FXF_humana
FXF_pollo
Pxﬂ_?uogu

VDR_ i
VDR raton
VDE_T—
vop, PEZ cebra
VDR_ la mprea
VDE_ PXR_CIDHE
cnp_ humana

PP humana
PXR_
an_;ﬁﬁ
zﬁﬁ-ﬁnﬁn

p X_laevis
vpr PezZ cebra
vop_ lamprea
vpp PXR_Ciona
cap humana

FEF_humana

voe PXR_Ciona
(_:AH_hl.l mana

PEF humana
PXR+xmu

FXF fugu

VI paton

YOP.y laevis
vop PEZ cebra
vpp lamprea
WH—PXR_UOI'IE
cap humana

141

118

151

142

253

308

297

226

353

412

341

Hélice 1
CELTFE e MH TR T AR T DT TF SHFENFELP CVLSSGCELPESLOAP - SRERA-AK
GELTAEQOELISILIAAHKRTFDSSFSCFOHYOPAVRLC ———--1PCPCS0S-PPCPC-VP
THLSSCOEET IRELLYGHRETFDLEFYRF S3FEVETSTTLFDLSESLSERL-NIFAV-RG
PELSEEQORITAILLDAHHKTYDPTY SDFCOFRPPVEVNDGEESHPSEPNSEHTPSF -5
PELSEEQOHIIAILLDAHHETYDPTYADFRDFRPP IRADVSTGSYSPRP———-TLSF-5G
PRISDEQOEMIDILLEAHRETFDTTY SDFNEFRPPVRENVOPFRRITRSSSVATOGSPSE
PRLSDEQMOT INSLVEAHHKTYDDSY SDFVRFRPPVREGPVTRSASRAASLHSLSDA-55
POLLEEQERLIATLIEAHRETYDASY SDF SOFRPPERADSSPECRNATHPF LMSLLN-5D
TERMTMDEELLVETLLEGHRDSYDFAYVEYDTFRGREDGOQE [GNNTENPNG-—LDA-AT
VOLSKEQEELIRTLLGAHTRAMGTMFECFVOFRPPARLF IHHQPL——————————

Hélice 3
WSOVRKDLCSLKVSLOL-RCEDSSVRNYKPP————— ADSCCKEIFSLLFTMACHSTTMER
SASLSPQLDCLDEDVL———————————————————————— POVFSILPHFADLSTFMIO

SSPSGPASSDV--SSL5-TSARLRGRPETPQTOGEENARRGC—VF TALPHVTDLATCMI H
DASSSCEDHCTITESDM-MDS55F SHNLDLSEEDSDDPSVTLELSQLSMLPHLADLVSYS 10
DSSSNS-DLY TPSLDM-—MEPASFSTMDLNEEGSDDPSYTLDLSPLSMLPHLADLVSYSID
DSDVFTSSPDSSEHGFF SASLFGOFEY SSMGGKSGELS ——————— MLPHIADLVSYSIQ
DSFHESPESVDTKLNF SNLLMMYQDSG-SPDSSEEDQYS———RLSMLPHLADLVSYS LD
MD-———————— ELPEASASGAEARAGDELSMLPHLADLVSYSIQ
AVEAQSTTEDSCKQLHL-MLLFQHFLPIYP——————FSFOPKA-KQLFQHFCDIMTWG IR
—————————————————————————————————————— FTLAFVLPLVTHAFADINTFMVL
Hélice 3 Hélice 4 Hélice 5
GIISFAKVISYFROLFTEDQISLLRGAAFELCQLRFNTVFNAET-GTWECGR ——LSY -~
QVIKFAKEIFAFRGLF IDDQISLLKGATLGICQIQFNTVFNEET-NAWECGQ -~ HOF -——
DITAFSKSLTOFESLLIGRYIALLKGATFEVME IRFNMVFNTET -G LWECGH —=ATY -——

| KVIGFAKMIPGFRDLTSERQIVLLESSATEVIMLRSNESF TMDD-MSWTCGNQDYKY

KVIGFAKMIPGFROLTSDRQIVLLESSAIEVIMLRSNQSFTMDD-MSWDCGS D YK Y
KIIGFAKMIPGFRDLIAEDDIALLKSSVIEVIMLESNGSESLDD-MSWTCGSEDFEYEVD
KVIGFAKMIPGFROLTAEDQ IALLKSSATEI IMLRSNQSFSLED-MSWSCGGPDFEYCIN
KVIGFAKMIPGFKELCTEDDISLLKASATEI 1 1 LESNESFTMED-NSWTCGSNEFEYQLS
KVIDYCKGIPQFVQOLSIVDQIVLLRGGCLEMLVLES Y FAF SCNE-NEYMSDE ~-FQY - ——
OVIKFTEDLBVFRSLEIEDQISLLKGARVE ICHIVLNTTFCLOT-ONFLOGE == LRY ===
Hélice 7 Hélice 8 Hélice 9
CLEDT-AGGF-———QuLLLEPMLRFRTMI R LU LAFER YV LHOAT & LESPDRPGVLOTRT
TIKDGALAGF----Q01YLEPLLKFEISLEKKLRLHEAEYVLLVAMLLE SFDHASVTQRDF
CIEDAVRAGF-——--(PLF LEPLLEFHEHTLRNLGLEFEEYVLMOALS LFSPDRPGVOQHSY
FVSDVTKAGH----SLELIEPLIKFQVGLEKLNLEEEEHVLLMAIC IVSFDRPGVODARL
DITDVSRAGH TLELIEPLIKFOVGLEKELNLEEEERVLLMAICIVSPDRPGVADAKL

D VTQAGH NMELLEPLVEFQVGLEKELDLHEEEHVLLMAICILSPDRPGLODEAL
D——-VTEAGH TLELLEPLVEFOVGLEELKLHEEERVLLMATCLLSPDRPGVADHVE
D VMOAGH ELELLEPLVEFQVNMEELDLEEAEHVLLMAICLFSPDRPCVQDRCR

KPSDFLOAGG-——-NKEFVEKYNSLH IRMREMELOVEETCLLLATVLESPDRPGLEDOAK
TIEDGARVGF————QVEF LELLFHFHGTLRELQLOEPEYVLLAAMALESPDRPGVTORDE

Hélice 9 Hélice 10

————————————— ———————————————————————————
TDQLOEQFATTLESY IECHR-PCPARRFLFLE IMAMLTELRSTNACHTORLLRIQD THFFA

VDOLOQERVALTLESY IDHRH-PMPEGRFLYARLLLLLTELQTLEMENTROQILAIQDLS SM-
IDEIHENLALALKTRIELER-TGPEKHMLYPKVLSCLTEMRTMNEE Y SKQVLOQIQDIQPNV
IEAIQDRLSNTLOTY IRCRH-PPPGSHLLYAKMIQKLADLESLNEEHSKQYRCLSFOPECS
VEAIQDELSNTLOTY IRCRH-PPPGSHQLYAKMIQKLADLESLNEEHSKQYRSLSIQPENS
VESIQDRLSSTLOTY ILCKH-PPPGSRLLYAKMIQKLADLRSLNEEHSKQYRSISFLPEHS
IEALQDRLCDVLOAY IRIQH-P-~CGCGRLLYAKMIQKLADLESLNEEHSKQYRSLSFQPEHS
IEEVQEHLTETLRAY IACRH-PLSCEHMLY TEMVEKLTELESLNEEHSKQYLQISODAVNE
VEQMODCVANTLOAYEYTHE-FPNESSFLOARTMY CLP1 LETTNMLF AQN IMSLOTNEKDM
VOOLOEEMALTLASY IKGQO-FRPRDREF LYAKLIGLLAELESINEAYGYQIQHIQGLS AMM

ATPLMQELFGITGS (SEQ ID NO: 19)
-TPLLSEIIS (SEQ ID NO: 16)
VIFFLLMEMVS (SEQ ID NO: 17)
SMELTFLVLEVFGNEIS (SEQ ID NO: 18)
SMELTFLVLEVFGHEIS (SEQ ID NO: 19)
SMELTPLMLEVF SCEIP (SEQ ID NO: 20)
SMOLTPLVLEVFGSEVS (SEQ ID NO: 21)
EELLPPLLLEVFGNPTA (SEQ ID NO: 22)
H-PLILEVNNSADDED (SEQ 1D NO: 23)
MPLLQEICS (SEQ ID NO: 24)
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Figura 2

(SEQ ID NO:1)
Meamaastslpdpgdfdrnvpricgvcgdratgfhfnamtcegckgffrrsmkrkalf
tepfngderitkdnrrheqacrlkrevdigmmkefiltdeevqrkremilkrkeeealkD
SLRPKLSEEQQRITAILLDAHH I(TYDPTYSDFCQFRPPVRVI\N
DGGGSHPSRPNSRHTPSFSGDSSSSCSDHCITSSDMMDSSS
FSNLDLSEEDSDDPSVTLE LSQLSMLPHLADLVSY: IQKVI
GFAKMIPGFRDLTSEDQIVLLKSSAIEVIMLRSNESFTMD
DMSWTCGNQDYKYRVSDVTKAGHSLELIEPLIKFQVGLK

KINLHEEEHVLLMAICIVSPDRPGVQDAALIEAIQDRLSN

TLQTYIRCRHPPPGSHLLY AKMIQKLADLRSLNEEHSKQY

RCLSFQPECSMKLTPLVLEVFGNEIS _/
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Figura 3

(SEQ 1D NO:2)

MVSKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVSGEGEGDATYGKLTLKLICTTGKLPVP
WPTLVTTLGYGVQCFARYPDHMKQHDFFKSAMPEGY VQERTIFEKDDGNY KTRAE
VKFEGDTLVNRIELKGIDFKEDGNILGHKLEYNYNSHNVYITADKQKNGIKANFKIR
HNIEDGGVQLADHYQONTPIGDGPVLLPDNHYLSYQSKLSKDPNEKRDHMVLLEFV
TAAGITLGMDELYK
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Figura 4

(SEQ ID NO:3)

MVSKGEELFTGVVPILVELDGDYNGHKFESVSGEGEGDATYGKLTLKFICTTGKLPVP
WPTLVTTLTWGVQCFARYPDHMKQHDFFKSAMPEGY VQERTIFFKDDGNYKTRAE
VKFEGDTLVNRIELKGIDFKEDGNILGHKLEYNYISDNVY ITADKQKNGIKANFKIRH
NIEDGGVQLADHYQOQNTPIGDGPVLLPDNHYLSTQSKLSKDPNEKRDHMVLLEFVT
AAGITLGMDELYK
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Figura &

(SEQ ID NO:4)

VSKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVSGEGEGDATYGKLTLKLICTT
GKLPVPWPTLVTTLGYGVQCFARYPDHMKQHDFFKSAMPEGYVQERTI
FFKDDGNYKTRAEVKFEGDTLVNRIELKGIDFKEDGNILGHKLEYNYNSH
NVYITAD KQKNGIKANFKIRHNIEDGGVQLADHYQQNTPIGDGPVLLPDN
HYLSYQSKLSKDPNEKRDHMVLLEFVTAAGITLGMDELYKDSLRPKLSEE
QQRITAILLDAHHKTYDPTYSDFCQFRPPYRVNDGGGSVTLELSQLSMLPHLA
DLVSYSIQKVIGFAKMIPGFRDLTSEDQIVLLKSSAIEVIMLRSNESFTMDDMS
WTCGNQDYKYRVSDVTKAGHSLELIEPLIKFQVGLKKLNLHEEEH VLLMAICI
VSPDRPGVQDAALIEAIQDRLSNTLQTYIRCRHPPPGSHLLY AKMIQKLADLR
SLNEEHSKQYRCLSFQPECSMKLTPLYLEVFGNEISGSGTGVSKGEELFTGVVP
ILVELDGDVNGHKFSVSGEGEGDATYGKLTLKFICTTGKLPYPWPTLVTTLT
WGVQCFARYPDHMKQHDFFKSAMPEGYVQERTIFFKDDGNYKTRAEVKFE
GDTLVNRIELKGIDFKEDGNILGHKLEYNYISDNVYITADKQKNGIKANFKIRH
NIEDGGVQLADHYQQNTPIGDGPVLLPDNHYLSTQSKLSKDPNEKRDHMVLL
EFVTAAGITLGMDELYK
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Figura 6
FP1 LEBD de VDRm
FP2 LBD de VDRm

FP2

51

FP1
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