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DESCRIPCION
Moduladores del receptor MRG

Campo técnico de la invencion

La presente invencion se encuadra en el campo de la biologia molecular, mas en particular, la presente invencion se
refiere al cribado de farmacos, el desarrollo de ensayos y la identificacion y uso de moduladores para el par receptor
acoplado a proteina G/ligando MRGX2/CXCL14 dentro del descubrimiento de farmacos.

Antecedentes de la invencion

Citoquinas

Las citoquinas quimioatrayentes o quimoquinas constituyen una familia de proteinas estructuralmente relacionadas
que se encuentran en los vertebrados, las bacterias o los virus. Hasta ahora, se han identificado 48 genes de
quimioquinas en los seres humanos, que se unen a aproximadamente 20 receptores de quimioquinas. Dichos
receptores pertenecen a la familia del receptor acoplado a proteina G de siete segmentos de transmembrana. Las
quimioquinas y sus receptores fueron estudiados en principio por su papel en el trafico celular de leucocitos durante
la inflamacion y la vigilancia inmune. Hoy se sabe que ejercen diferentes funciones en condiciones fisiolégicas, tales
como homeostasia, desarrollo, reparacion de tejido y angiogénesis, aunque también actian en virtud de trastornos
patolégicos, incluyendo tumorigénesis, metastasis de canceres y enfermedades inflamatorias y autoinmunes. Las
propiedades fisico-quimicas de las quimioquinas y los receptores de quimioquina confieren la capacidad de homo- y
hetero- oligomerizar. Actualmente, se estd dedicando un gran esfuerzo para establecer compuestos
terapéuticamente nuevos capaces de dirigirse al sistema quimioquina /receptor de quimioquina. En esta revision, el
interés se centra en el papel de las quimioquinas en las enfermedades inflamatorias y el trafico de leucocitos, con el
punto de mira en las enfermedades inflamatorias vasculares, sinergia operativa y los enfoques terapéuticos
emergentes de quimioquinas.

CXCL14

Quimioquina (motivo C-X-C) ligando 14 (CXCL14) es una citoquina pequefia que pertenece a la familia de las
quimioquinas CXC también conocida como BRAK (quimioquina expresada en rifién y en mama) [10]. CXCL14
madura tiene muchas de las caracteristicas conservadas de la subfamilia de quimioquinas CXC, pero también tiene
algunas diferencias, como puedan ser un N-término mas corto y cinco aminoacidos extra en la regidon entre sus
cisteinas tercera y cuarta. CXCL14 se expresa constitutivamente a altos niveles en muchos tejidos normales, en los
que se cree que la fuente celular son fibroblastos. Sin embargo, en la mayoria de las células cancerosas esta
reducido o ausente. Esta quimioquina es quimiotactica para monocitos y puede activar estas células en presencia de
un mediador inflamatorio denominado prostaglandina-E2 (PGE2). Es también un potente quimoatrayente y activador
de células dendriticas, participa en el desplazamiento dirigido de estas células y puede estimular el desplazamiento
de células NK activadas. CXCL14 también inhibe la angiogénesis, posiblemente como resultado de su capacidad
para bloquear la quimotaxis de célula endotelial [11]. EI gen para CXCL14 contiene cuatro exones y esta localizado
en el cromosoma 5 en los seres humanos. Hasta ahora no se habia descrito un receptor para CXCL14. En la Fig. 1
se muestran las secuencias de CXCL14 humana (con y sin péptido de sefial (aminoacidos 1 a 34). En la SEQ ID
NO: 1 se da el polipéptido de CXCL14 humana y en la SEQ ID NO: 2 se presenta el polinucleétido de CXCL14
humana (véase Figs. 1y 2).

Los ratones deficientes en CXCL14 no presentan anormalidades claras del sistema inmune. CXCL14 suprime el
crecimiento in vivo de células de carcinoma de pulmoén y cabeza y cuello, mientras que la capacidad invasiva de las
células cancerosas de mama y prostata parece estar promovida por CXCL14. Por otra parte, se ha revelado segun
las pruebas que CXCL14 participa en el metabolismo de la glucosa, alimentando circuitos neuronales asociados a la
conducta y la defensa antimicrobiana. Sobre la base de los modelos de expresién de CXCL14 y CXCL12 durante el
desarrollo embridnico y en el cerebro perinatal de ratones, las funciones de estas dos quimioquinas pueden ser
opuestas o interactivas [22].

Anteriormente, se ha demostrado que CXCL14 es un quimoatrayente altamente selectivo para monocitos humanos
tratados previamente con prostaglandina E2 (PGEZ2) o foscolina [24]. Sin embargo, los ultimos estudios han revelado
que las iDC derivadas de monocitos humanos, pero no las células dendriticas maduras, son sensibles a CXCL14 en
ausencia de tratamiento PGE2. En los seres humanos, CXCL14 es un quimioatrayente para iDC aisladas de la
sangre periférica o inducidas in viro desde monocitos CD14b o células progenitoras hematopoyéticas CD34b [25,
26, 27]. CXCL14 regula a la alza la expresion de marcadores de maduracion de célula dendritica y potencia la
proliferacion de linfocitos T alogénicos en reacciones de linfocitos mixtos. Por tanto, la quimioatraccion de iDC y la
maduracioén funcional de células dendriticas mediante CXCL14 podria contribuir sustancialmente a la vigilancia
inmune anti-tumor. Por otra parte, se ha notificado que los linfocitos citoliticos naturales (NK) son quimioatraidos por
CXCL14. Muy recientemente, se ha notificado que ratones CXCL14 transgénicos presentan una mayor incidencia de
artritis inducida por coldgeno como consecuencia de una potenciacion de la respuesta Thl y niveles de auto-
anticuerpos elevados [28]. ElI numero total de linfocitos, células dendriticas y macréfagos no cambid
significativamente en estos ratones CXCL14 transgénicos, lo que indica una vez mas que CXCL14 es prescindible
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para la inmunidad en estado constante [22].

Por otra parte, CXCL14 se describe como relacionado con la progresion del cancer, p.ej. metastasis y angiogénesis.
Se describe que CXCL14 esta relacionado con la ruta SDF1a-CXCR4 [40] y como gen anti-cancer [41-43].

Enfermedades asociadas con CXCL14

CXCL14 se describe en la bibliografia como posiblemente asociado con enfermedades como puedan ser (pero sin
limitarse a ellas). cancer [12, 15, 19], fibrosis pulmonar [13], infeccién y actividad bactericida [14, 22], enfermedad
renal [16], enfermedad de la macula [17], colitis [18], angiogénesis [26], artritis [28], diabetes (metabolismo de la
glucosa) [22], asma [20], EPOC [83], embolia pulmonar [84], trastornos del SNC [85], cancer y enfermedades
asociadas con la modulacion de la ruta SDF1a-CXCR4, actividad de mastocitos, funcion o inflamacion de ganglios
radiculares posteriores.

Sin embargo, aunque la quimioquina CXCL14 esta relacionada con diversas enfermedades graves, hasta el
momento no se ha descrito el receptor cognado. No obstante, para el descubrimiento de farmacos y el desarrollo de
productos farmacéuticos es de maxima importancia conocer la identidad del receptor de un ligando dado, p.€j.,
CXCL14 para identificar y estudiar moduladores, es decir, agonistas o antagonistas de dicha interaccion receptor-
ligando.

Sin embargo, con la presente invencion, sus autores describen la identificacion del receptor MrgX2 acoplado a
proteina G como receptor cognado para la quimioquina CXCL14. Esto abre por primera vez la puerta hacia el
descubrimiento de un farmaco de moduladores de par receptor-ligando MrgX2/CXCL14

Sumario de la invencién

La invencion se define en las reivindicaciones. La invencion se refiere al uso de CXCL14 como ligando para MrgX2
en el descubrimiento de un farmaco.

La invencion se refiere al uso de CXCL14 para la caracterizacion de moduladores de MrgX2 en el descubrimiento de
un farmaco.

La invencion se refiere al uso de CXCL14 para la caracterizacion de moduladores miembros de la familia Mrg en el
descubrimiento de un farmaco.

La invencion se refiere al uso de CXCL14 para la caracterizacion de receptores ortdlogos de MrgX2 en el
descubrimiento de un farmaco.

La invencion se refiere al uso de anticuerpos CXCL14 para la caracterizacion de MrgX2 y sus ortdlogos en el
descubrimiento de un farmaco.

La invencion se refiere al uso de CXCL14 en ensayos de MrgX2 a base de células.
La invencion se refiere al uso de CXCL14 en ensayos de MrgX2 sin células.

La invencion se refiere al uso de CXCL14 en ensayos de MrgX2 in vitro, como por ejemplo, pero sin limitarse a ellos,
ensayos de union, ensayos de actividad, ensayos a base de células y ensayos sin células.

La invencion se refiere al uso de ensayos de CXCL14 para caracterizar un compuesto, péptidos o anticuerpos que
modifican la actividad de MrgX2.

Breve descripcion de los dibujos

Fig. 1: La Fig. 1 muestra la secuencia de aminoacidos del precursor de CXCL14 humana (que incluye el péptido
de sefial de los aminoacidos 1 a 34).

Fig. 2: La Fig. 2 muestra la secuencia de nucleétidos del precursor de CXCL14 humana (que incluye la secuencia
que codifica el péptido de sefal)

Fig. 3: La Fig. 3 muestra la secuencia de aminoacidos de MrgX2 humano.

Fig. 4: La Fig. 4 muestra la secuencia de nucledtidos de MrgX2 humano.

Fig. 5: La Fig. 5 ofrece una panoramica sobre algunas funciones (pero sin limitarse a ellas) de la activacion de
mastocitos (Fig. de [79])

Fig. 6: La Fig. 6 muestra una tabla con aminoacidos idénticos (en %) de CXCL14 de rata y humana.

Fig. 7: La Fig. 7 muestra la curva de respuesta a dosis de CXCL14 que activa MrgX2 en un formato de ensayo a
base de células (ensayo Fluo8) (UFR: unidades de fluorescencia relativa).

Fig. 8: La Fig. 8 muestra la curva de respuesta a dosis de CXCL14 sobre células CHEM1 (ensayo Fluo8) (UFR:
unidades de fluorescencia relativa).

Fig. 9: La Fig. 9 muestra la curva de respuesta a dosis de PAMP que activa MrgX2 en un formato de ensayo a
base de células (ensayoFluo8) (UFR: unidades de fluorescencia relativa).

Fig. 10: La Fig. 10 muestra la curva de respuesta a dosis de PAMP sobre células CHEM1 (ensayo Fluo8) (UFR:
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unidades de fluorescencia relativa)

Fig. 11: La Fig. 11 muestra la actividad de diferentes péptidos sobre MrgX2 en un formato de ensayo a base de
células (ensayo Fluo8) (UFR: unidades de fluorescencia relativa).

Fig. 12: La Fig. 12 muestra los resultados del analisis de expresion de células Chem1 y Chem1-MrgX2 (eje de las
y-: expresion relativa, eje de las x: linea celular)

Fig. 13: La Fig. 13 muestra la secuencia de nucleétidos de MrgX2 humano de cebador directo

Fig. 14: La Fig. 14 muestra la secuencia de nucleétidos de MrgX2 humano de cebador de sonda

Fig. 15: La Fig. 15 muestra la secuencia de nucleétidos de MrgX2 humano de cebador inverso

Fig. 16: La Fig. 16 muestra la secuencia de nucleétidos de L32 humana de cebador directo

Fig. 17: La Fig. 17 muestra la secuencia de nucleétidos de L32 humana de cebador de sonda

Fig. 18: La Fig. 18 muestra la secuencia de nucleétidos de L32 humana de cebador inverso

Fig. 19: La Fig. 19 muestra la secuencia de aminoacidos de CXCL14 de raton

Fig. 20: La Fig. 20 muestra la red de CXCL14 con sus receptores y rutas seleccionadas y asociaciones de
enfermedad.

Fig. 21: La Fig. 21 muestra la secuencia de aminoacidos de fragmento 1 de CXCL14

Fig. 22: La Fig. 22 muestra la secuencia de aminoacidos de fragmento 2 de CXCL14

Fig. 23: La Fig. 23 muestra la secuencia de aminoacidos de fragmento 3 de CXCL14

Fig. 24: La Fig. 24 muestra la secuencia de aminoacidos de fragmento 4 de CXCL14

Fig. 25: La Fig. 25 muestra la secuencia de aminoacidos de fragmento 5 de CXCL14

Fig. 26: La Fig. 26 muestra la secuencia de aminoacidos de fragmento 6 de CXCL14

Fig. 27: La Fig. 27 muestra la secuencia de aminoacidos de fragmento 7 de CXCL14

Fig. 28: La Fig. 28 muestra la secuencia de aminoacidos de fragmento 8 de CXCL14

Fig. 29: La Fig. 29 muestra la secuencia de aminoacidos de fragmento 9 de CXCL14

Fig. 30: La Fig. 30 muestra la secuencia de aminoacidos de fragmento 10 de CXCL14

Fig. 31: La Fig. 31 muestra la secuencia de aminoacidos de fragmento 11 de CXCL14

Fig. 32: La Fig. 31 muestra la secuencia de aminoacidos de fragmento 12 de CXCL14

Fig. 33: La Fig. 33 muestra la actividad de diferentes fragmentos de péptido CXCL14 (1 a 7) sobre MrgX2 en un
formato de ensayo a base de células (ensayo Fluo8) (UFR: unidades de fluorescencia relativa). A. CXCL14 y
PAMP; B. Fragmento 1, 2, 5; C. Fragmento 3, 4, 6, 7

Fig. 34: La Fig. 34 muestra la actividad de diferentes fragmentos de péptido CXCL14 (8 a 12) sobre MrgX2 en un
formato de ensayo a base de células (ensayo Fluo8) (UFR: unidades de fluorescencia relativa). A. CXCL14 y
PAMP; B. Fragmento 8, 9; C. Fragmento 11, 12, 10

Descripcién detallada de la invencién

Identificacion de receptor CXCL14

Se sometié a ensayo el receptor MrgX2 en cuanto a la liberacion de calcio intracelular dependiente de CXCL14.
Sorprendentemente, se observé que MrgX2 se activaba con CXCL14 dependiendo de la dosis. En la Fig. 7 se
muestra una curva de respuesta a dosis para CXCL14 que activa MrgX2 en un formato de ensayo a base de células.
La linea celular utilizada sobre-expresa MrgX2 en CHEM1 por expresion recombinante. CXCL14 no presenta
ninguna liberacion del calcio significativa sobre células CHEM1 sin sobreexpresion de MrgX2 (tal como se muestra
en la Fig. 8) en las mismas condiciones experimentales. Se calcul6 la EC50 de CXCL14 humana en CHEM1-MrgX2
como 5,7x10°%" M. CXCL14 de raton presenta una liberacion de calcio dependiente de la dosis en CHEM1-MrgX2
(pero no en CHEM1 sin MrgX2) con una EC50 comparable.

El agonista de MrgX2 PAMP conocido presenta a liberacion de calcio dependiente de la dosis en CHEM1-MrgX2,
pero no en la linea celular CHEM1 (sin MrgX2) (tal como se muestra en la Fig. 9 para PAMP en CHEM1-MrgX2 y en
la Fig. 10 para PAMP en CHEM1). Se calculé la EC50 de PAMP sobre CHEM1-MrgX2 como 4.9x10%" M. Asimismo,
se observd que CXCL14 es un antagonista del receptor acoplado a proteina G CXCRA4.

Especificidad de CXCL14

Para caracterizar la especificidad de CXCL14 para la activacion de MrgX2 se analizaron 3 péptidos (NPY,
angiotensina Il y galanina) en un ensayo de liberacién de calcio a base de células con lineas celulares CHEM1-
MrgX2 y CHEM1. Ni NPY ni angiotensina Il ni galanina presentaron una liberacién de calcio dependiente de la dosis
en ninguna de las dos lineas celulares de ensayo (tal como se muestra en la Fig. 11). Se pudo demostrar que
CXCL14 es un agonista especifico de MrgX2.

Para confirmar la sobreexpresion de MrgX2 en células CHEM1-MrgX2 solamente, se llevd a cabo un analisis de
QPCR de muestras de ARN total de ambas lineas celulares. Tal como se muestra en la Fig. 12 solamente en ARN
total de CHEM1-MrgX2 se pudo detectar ARN de MrgX2 humano. En CHEM1 (control) no se pudo detectar MrgXx2.
Se pudo demostrar que CXCL14 es un agonista especifico de MrgX2.
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Identificacion de péptidos derivados de CXCL14 como moduladores de actividad de MrgX2 y CXCL14

Para identificar péptidos derivados de CXCL14 con actividad de CXCL14 modulada, se disefiaron, sintetizaron y
caracterizaron diferentes péptidos. En las Fig. 22 a 32 se dan las secuencias de los péptidos derivados de CXCL14
1 a 12. Se sometieron a ensayo todos los péptidos en lineas celulares CHEM1-MrgX2 y CHEM1 (control) utilizando
una lectura a base de Fluo8 (como en el ejemplo 2). Sorprendentemente péptidos truncados con secuencias
definidas presentan actividad CXCL14 en MrgX2. Los péptidos 12 y 8 presentan Unicamente una baja actividad (tal
como se muestra en la Fig. 33).

Los péptidos a base de CXCL14 truncados tienen diferentes caracteristicas en lo que se refiere a la farmacocinética,
la actividad, la solubilidad u otras propiedades importantes para el tratamiento farmacoldgico o el desarrollo del
farmaco. Los péptidos descritos o sus variantes podrian ser Utiles para el tratamiento de enfermedades relacionadas
con CXCL14, MrgX2 o CXCR4 como cancer, fibrosis pulmonar, infeccion, actividad bactericida, enfermedad renal,
enfermedad de la macula, colitis, angiogénesis, artritis, diabetes (metabolismo de la glucosa), asma, EPOC, embolia
pulmonar, trastornos del SNC y enfermedades asociadas con la modulacion de la ruta SDF1a-CXCR4, actividad de
mastocitos, funcidn o inflamacién de ganglios radiculares posteriores.

Dado que se describe CXCL14 como un inhibidor de la ruta SDF1-CXCR4 [40] los péptidos CXCL14 descritos
relacionados y sus variantes podrian utilizar como moduladores de dicha ruta.

Otra realizacion mas de la divulgacion es un péptido relacionado con CXCL14 o una variante del mismo
comprendido en el grupo de fragmentos que consiste en el fragmento 1, 2, 4, 5,9, 10y 11.

Una realizacion preferente de la divulgacion es el péptido PKLQSTKRFIKWYNA (SEQ ID NO: 21) o una variante del
mismo. Una realizacion preferente mas de la divulgacion es el péptido LQSTKRFIKWY (SEQ ID NO: 20) o una
variante del mismo. Una realizacion preferente mas de la divulgacion es el péptido STKRFIKWYNA (SEQ ID NO: 22)
o una variante del mismo. Los péptidos o variantes de los mismos que se han mencionado son Utiles para la
caracterizacion y analisis de las rutas CXCL14- o SDF1- o MrgX2 p.ej. en ensayos de cribado y el desarrollo de
moduladores de dichas rutas y como modulador para la ruta SDF1/CXCR4.

MrgX2 (MRGPRX2)

Los receptores acoplados a proteina G (GPCR), también conocido como receptores de siete dominios de
transmembrana, receptores 7TM, receptores heptahelicoidales, receptor de serpentina y receptores unidos a
proteina G (GPLR) comprenden una gran familia de proteinas de receptores de transmembrana que detectan
moléculas fuera de la célula y activan rutas de transduccion de sefial dentro y, finalmente, respuestas celulares. Los
ligandos que se unen y activan estos receptores incluyen compuestos sensibles a la luz, olores, feromonas,
hormonas y neurotransmisores y varian en el tamafio desde moléculas pequefias a péptidos y proteinas grandes.
Los receptores acoplados a proteina G estan relacionados con muchas enfermedades y también son la diana de
aproximadamente un 40 % de todos los farmacos de la medicina moderna [8].

Existen dos rutas de transduccién de sefal principales en la que participan los receptores acoplados a proteina G: la
ruta de sefial cAMP vy la ruta de sefial fosfatidilinositol. Cuando se une un ligando a GPCR, provoca un cambio
conformacional en GPCR que da cabida a que actie como factor de intercambio de nucleétido de guanina (GEF).
GPCR puede activar una proteina G asociada intercambiando su GDP unida por GTP. La subunidad a de la
proteina G, junto con GTP unido, pueden disociarse entonces desde las subunidades 3 e y para seguir afectando a
las proteinas de sefalizacion intracelular o las proteinas funcionales diana que dependen directamente del tipo de
subunidad a (Gas, Gai/o, Gag/11, Ga12/13) [9].

Recientemente, se ha descrito una gran familia de receptores acoplados a proteina G, denominados genes
relacionados con Mas (Mrg), que se expresan selectivamente en neuronas sensoriales de diametro reducido de los
ganglios radiculares posteriores. Un subgrupo de receptores Mrg humanos fue definido como MrgX1-X4. Se
clonaron receptores MrgX de monos rhesus y se caracterizaron funcionalmente junto con sus ortélogos humanos. La
mayoria de los receptores MrgX humanos y rhesus presentaron una alta actividad constitutiva en un ensayo de
proliferacion celular. Las respuestas proliferativas mediadas por MrgX1 humano o rhesus, o MrgX2 rhesus fueron
parcialmente bloqueadas por la toxina pertussis (PTX). Las respuestas proliferativas mediadas por MrgX3 rhesus y
MrgX4 tanto humano como rhesus fueron PTX intensivas. Estos resultados indican que los receptores MrgX1 y
MrgX2s humano y rhesus activan las rutas reguladas por Gg- y por Gi-, mientras que los receptores MrgX3 y MrgX4
estimulan principalmente las rutas reguladas por Gg-. Los péptidos conocidos por activar los receptores MrgX1 y
MrgX2s humano activaron los receptores rhesus correspondientes en los ensayos de proliferacion celular, los
ensayos de movilizacion de Ca(2+) y los ensayos de unidon a GTP-gammasS. Cortistatina-14 fue selectiva para los
receptores MrgX2s humano y rhesus con respecto a los receptores MrgX1 humano y rhesus. BAM22 y los péptidos
relacionados péptidos activaron fuertemente receptores MrgX1 humanos, pero activaron débilmente los receptores
MrgX1 rhesus, MrgX2 humano y MrgX2s rhesus. Estos datos indican que el mono rhesus puede ser un modelo
animal adecuado para explorar los papeles fisiolégicos de los receptores MrgX [30]. MrgX2 sirve como receptor para
el péptido antimicrobiano LL37 (CAMP) [29]. Se notifica que la linea celular de mastocitos humanos que expresa
MRGX2, asi como los mastocitos derivados de células madre pluripotentes, respondieron a LL37 (CAMP) para
movilizaciéon y degranulacion de Ca(2+) sostenida. En contraste, una linea celular de mastocitos inmaduros que
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carecia de MRGX2 y una linea celular de mastocitos tratada con ARN horquillado corto (shRNA) contra MRGX2 no
respondieron a LL37. La linea celular de mastocitos que expresa establemente MRGX2 respondié a LL37 por
quimiotaxis, desgranulacion y produccion de CCL4. MRGX2 resistio a la fosforilacion, desensibilizacion e
internalizacién inducida por LL37.

En las Fig. 3 y 4 se dan las secuencias de MrgX2 humano (secuencia de aminoacidos y de nucleotidos
respectivamente; SEQ ID NO: 3 y 4).

Enfermedades asociadas con MrgX2

Tal como se describe en la bibliografia, MrgX2 posiblemente esté asociado a enfermedades o trastornos como (pero
sin limitarse a ellos): infecciones [29], inflamacion [29, 31], enfermedades relacionadas con mastocitos [29], sistema
inmune [32], cancer [33] y nocicepcion / dolor [34].

Ligandos y moduladores de MrgX2

Los moduladores agonistas de MrgX2 son LL37 [22]), PAMP [38], corticostatina 14 [35, 36], BAM22 [35] y morfina
[37]. Asimismo, se describen varios moduladores peptidicos y no peptidicos [35].

Por otra parte, se describen cortistatina 17, somatostatina (diferentes isoformas), NPFF, oxitocina,
ciclosomatostatina, dinorfina A, [Arg8] vasopresina, sustancia P y hexarelina [82] como modulador de MrgX2.

Mastocitos

Un mastocito (también conocido como célula cebada y labrocito) es una célula residente de diversos tipos de tejidos
y contiene muchos granulos ricos en histamina y heparina. Aunque, se los conoce sobre todo por su papel en
alergia, inflamacion y anafilaxis, los mastocitos desempefian un importante papel protector también, ya que estan
intimamente relacionados con la cicatrizacion de las heridas y la defensa contra patdgenos. Los mastocitos tienen
un aspecto y una funcidon muy similares a la de los basdfilos, un tipo de glébulo blanco. Sin embargo, no son iguales,
ya que se derivan cada uno de ellos de diferentes lineas celulares.

Los mastocitos (MC) tienen la caracteristica Unica de ser células residentes del tejido embaladas con granulos
citoplasmicos llenos de mediadores preformados de naturaleza diversa, ricos en receptores superficiales que, tras la
union a ligando pueden inducir no solamente la rapida liberacion de los mediadores almacenados, sino también la
sintesis de novo de metabolitos de acido araquidénico y una serie de quimioquinas y citoquinas. Por lo tanto,
desempefian un papel prominente en el mantenimiento de la homeostasia, al actuar como células centinela armadas
en los tejidos, en los que residen extendiéndose desde los tejidos mucosales a los conectivos y mas. Sin embargo,
su localizacion estratégica y su potencial han demostrado claramente que los MC van mas alla de la inflamacion;
son actores muy importantes también en las respuestas inmunes innatas y adaptativas, inflamacién y cambios de
tejido. Los papeles inmunomoduladores de MC pueden tener como resultado un efecto negativo o positivo para el
huésped, potenciando o suprimiendo ciertos rasgos de las respuestas inmunes/inflamatorias [7]. En la Fig. 5, se
muestra el efecto de la activacion de mastocitos dentro de la inflamacion, las rutas inmunes y el inicio de la
remodelacion de tejido.

Enfermedades asociadas con mastocitos

Se describen enfermedades o trastornos relacionados con mastocitos y la activacion de mastocitos, pero sin
limitarse a ellas:

Enfermedades inmunoldgicas/neoplasicas: tumor cardinoide, feocromocitoma, alergia gastrointestinal primaria,
sindrome hipereosinofilico, angioedema hereditario, vasculitis, linfoma Intestinal [39]

Trastornos gastrointestinales: gastritis por helicobacter, enteritis infecciosa, gastroenteritis eosinofilica,
infecciones parasitarias, enfermedad inflamatoria intestinal, enfermedad celiaca, intolerancia a la lactosa
primaria, colitis microscopica, amiloidosis, obstrucciones intestinales por adhesiones, volvulus y otras razones,
hepatitis, colelitiasis, hiperbilirubinemia hereditaria [39]

Trastornos endocrinos: Diabetes mellitus, tumores endocrinos pancreaticos, porfiria, trastornos de la glandula del
tiroides, Morbus Fabry [39]

Mastocitosis [44]

Trastorno o sindrome por activacién de mastocito (MCAD) [45, 51]

Otros: filtracion vascular [46], cardiomiopatia [47], fibrosis pulmonar idiopatica [48], enfermedad mucosal [49],
remodelacion vascular [50], hipertension arterial pulmonar [52],hipertension pulmonar [58], alergia a farmacos [53],
enfermedad autoinmune [54], fibrosis renal [55], cistitis intersticial [56], EPOC [57], asma [60], anafilaxis [61],
miocarditis [62], formacion de aneurisma adrtico [63], sarcoidosis [64], fibrosis cistica [65], enfermedades renales
[66], enfermedades inmunoldgicas de la piel [67], infarto de miocardio [68], sindromes coronarios agudos [69],
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fibrosis hepatica [70], esclerosis multiple [71], artritis crénica y aguda [72], fibrosis cardiaca [73], insuficiencia
cardiaca [74], cardiomiopatia [75], enfermedad vascular [76], cancer [77], oftalmologia [78] y otros.

MrgX2 en los ganglios radiculares posteriores

MrgX2 se describe como expresado en ganglios radiculares posteriores [81]. Un ganglio radicular posterior (o
ganglio medular) es un nédulo sobre una raiz dorsal de la médula que contiene cuerpos celulares de células
nerviosas (neuronas) que llevan sefiales desde los érganos sensoriales hacia el centro de integracion apropiado.
Los nervios que llevan sefales hacia el sistema nervioso central (el cerebro o la médula espinal) son conocidos
como nervios aferentes. Los ganglios radiculares dorsales participan en la transduccién somatosensorial,
mecanosensitiva y la nocicepcion. La modulacion de la actividad de MrgX2 mediada por CXCL14 deberia tener
efectos en las funciones del ganglio radicular posterior. La inhibicién de la activacion de MrgX2 dependiente de
CXCL14 deberia ser util para el tratamiento de enfermedades relacionadas con la nocicepcion y transduccion
sensorial.

Descubrimiento de farmaco

El procedimiento de investigacion de farmacos modernos ha invertido la estrategia farmacoldgica clasica. Hoy en
dia, los programas de investigacion se inician sobre la base de una evidencia biolégica que indica que un gen o
producto génico en particular es una diana valiosa para farmacos de molécula pequefia utiles para terapia. El
proceso esta concebido para identificar moduladores especificos de diana que carecen de varios efectos
secundarios. Asimismo, permite establecer un procedimiento de descubrimiento de farmaco lineal partiendo de la
identificacion de la diana para suministrar finalmente las moléculas para desarrollo clinico. Un elemento central es el
descubrimiento de cabezas de serie a través de un cribado de alto rendimiento de colecciones de compuestos
corporativas completas. La investigacion farmacoldgica en la mayoria de los centros esta organizada en fases por
separado que en conjunto construyen una “cadena de valor” con la que se desarrollan programas de descubrimiento
para obtener finalmente farmacos como candidatos de ensayos clinicos.

Hoy en dia, los investigadores disponen de un gran arsenal de tecnologias en la industria y los centros académicos
para generar datos que corroboran asociacion funcional entre un gen determinado y una patologia. Las grandes
empresas farmacéuticas cuentan normalmente con grupos especializados que se dedican a la biologia de diana. La
generacion de una hipotética asociacién con enfermedades suele ir seguida con frecuencia de una serie de
experimentos disefiados para validar una vez mas la hipotesis inicial. En muchos casos, se han implementado
tecnologias de alto rendimiento como PCR en tiempo real, en las que se usan sistemas de detecciéon TagMan para
explorar sistematicamente genes con patrones de expresion de interés o regulacion significativa en una patologia
pertinente. Como resultado, la mayoria de las empresas han establecido bases de datos bioinformaticas completas
que contienen datos de expresion y biologia molecular. Dichos datos se complementan ademas con la informacion
derivada de estudios genéricos y de poblacion y animales transgénicos. La introduccion de tecnologia ARNi marca
otro avance tecnoldégico empleado para la identificacion de dianas y la validacion in vifro y en animales de
laboratorio. Tras la secuenciacion y publicacion del genoma humano en 2001, el catalogo de posibles candidatos
diana es de dominio publico. Sin embargo, todavia no esta clara lo que se comprende sobre la funciéon génica y su
potencial relevancia para el tratamiento de enfermedades.

Una vez realizada una evaluacion técnica de la “candidatura a farmaco” de las dianas [1], se desarrollan la
probabilidad de identificar moduladores de molécula pequeiia y ensayos especificos de la diana de viabilidad técnica
para sondear la coleccion de compuestos corporativos en cuanto a cabezas de serie valiosas. El descubrimiento de
nuevos farmacos en la industria farmacéutica sigue dependiendo hoy por hoy en gran medida del cribado
experimental de colecciones de compuestos. Para este fin, la industria ha realizado una fuerte inversiéon para
extender sus registros de compuestos y ha establecido recursos de cribado apropiados para manejar grandes
numeros de compuestos dentro de un periodo de tiempo razonable. El “cribado de alto rendimiento” (HTS) comenzo
aproximadamente hace una década con la introduccién de la automatizacion de laboratorio para manejar diferentes
etapas de ensayo llevadas a cabo normalmente en placas de microtitulacion. Las tecnologias HTS durante la ultima
década han sido testigo de un notable desarrollo. Las tecnologias de ensayo han avanzado para proporcionar una
gran variedad de varios formatos de ensayo bioquimicos y a base de células para un gran espectro de clases de
diana pertinentes para enfermedad [2]. Paralelamente, la mayor miniaturizacién de los volimenes de ensayo y la
paralelizacién de los tratamientos han aumentado ain mas el rendimiento de los ensayos. Por ejemplo, es posible
realizar HTS enteramente en placas de 1536 pocillos con volumenes de ensayo comprendidos entre 5y 10 pl. Este
vehiculo de ensayo junto con sistemas roboéticos totalmente automatizados permite analizar mas de 200.000
compuestos al dia. Dicho rendimiento ultra alto es necesario para explotar registros de compuestos de >1.500.000
de compuestos. Dichas colecciones completas de sustancias, junto con las sofisticadas tecnologias de cribado han
tenido como resultado una clara ventaja en el descubrimiento de nuevos farmacos especialmente para dianas que
en el pasado tenian escasas posibilidades de ser candidato a farmaco con un historial insuficiente. Por otra parte, el
tamafio y la composicion de la biblioteca de compuestos en gran medida patentados por la empresa facilitan la
identificacion nuevos farmacos que proporcionen un camino mas sencillo para establecer la propiedad intelectual
sobre la composicién en cuestion [3]. Se realizan esfuerzos de forma habitual para identificar anticuerpos, p.ej., a
través de tecnologia de despliegue de fagos.
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Compuestos de ensayo

Los compuestos de ensayo adecuados para su uso en los ensayos de cribado de la invencion se pueden obtener a
partir de cualquier fuente adecuada, p.ej., bibliotecas de compuestos convencionales. Los compuestos de ensayo se
pueden obtener asimismo aplicando cualquiera de los numerosos enfoques en métodos de biblioteca combinatoria
de la técnica conocidos, incluyendo: bibliotecas bioldgicas, bibliotecas en fase sdélida o soluciéon paralelas
espacialmente direccionables; métodos de bibliotecas sintéticas que requieren desconvolucién; método de biblioteca
de “una perla un compuesto”; y métodos de biblioteca de sintesis utilizando seleccion por cromatografia de afinidad.
El enfoque de biblioteca biolégica esta limitado a bibliotecas de péptidos, mientras que los otros cuatro enfoques se
pueden aplicar a bibliotecas de compuestos de péptido, oligémero no peptidico o molécula pequefia. [Lam, (1997)].
En la técnica se pueden encontrar ejemplos de métodos de sintesis de bibliotecas moleculares. Las bibliotecas de
compuestos pueden presentarse en solucion o en perlas, bacterias, esporas, plasmidos o fagos.

Ensayos de union

Para los ensayos de union, preferentemente, el compuesto de ensayo es una molécula pequefia que se une y que
ocupa un sitio activo de un polipéptido receptor Mrg, en virtud de lo cual queda inaccesible el sitio de unién a
CXCL14 al sustrato, tal que se impide la actividad biolégica normal. Entre los ejemplos de dichas moléculas
pequenas se incluyen, pero sin limitarse a ellas, péptidos pequefios o moléculas de tipo péptido. En los ensayos de
union, el compuesto de ensayo o el receptor Mrg o el polipéptido CXCL14 pueden comprender un marcador
detectable, como por ejemplo un marcador fluorescente, radioisotépico, quimioluminiscente o enzimatico, como
peroxidasa de rabano picante, fosfatasa alcalina o luciferasa. La deteccion de un compuesto de ensayo que esta
unido al receptor Mrg puede llevarse a cabo entonces, por ejemplo, por recuento directo de radioemisién, por
recuento por centelleé o determinando la conversién de una sustancia apropiada aun producto detectable.
Alternativamente, la union de CXCL14 al polipéptido receptor Mrg puede determinarse sin marcar ninguno de los
interactuantes. Por ejemplo, se puede utilizar un microfisiometro para detectar la unién de un polipéptido CXCL14
con un receptor Mrg en presencia o ausencia de un compuesto de ensayo. Un microfisiometro (p.ej. Cytosensor™)
es un instrumento de analisis que mide el indice en el que la célula acidifica su entorno utilizando un sensor
potenciométrico direccionable por luz (LAPS). Los cambios en el indice de acidificacion pueden utilizare como
indicador de la interaccion entre el polipéptido CXCL14 con el receptor Mrg en presencia o ausencia de un
compuesto de ensayo [Haseloff, (1988)].

La determinacion de la capacidad de un polipéptido CXCL14 con un receptor Mrg en presencia o ausencia de un
compuesto de ensayo puede llevarse a cabo aplicando una tecnologia como por ejemplo Andlisis de Interaccion
Biomolecular en tiempo real (BIA) [McConnell, (1992); Sjolander, (1991)]. BIA es una tecnologia para estudiar
interacciones bioespecificas en tiempo real sin marcar ninguno de los interactuantes (p.ej. BIAcoreTM). Se pueden
emplear los cambios en la resonancia de plasmoén superficial de fendmenos 6pticos (SPR) como indicacion de las
reacciones en tiempo real entre moléculas bioldgicas.

Los agonistas de un receptor Mrg son moléculas que, cuando se unen al receptor Mrg, aumentan o prolongan la
actividad de un receptor Mrg. Los agonistas de un receptor Mrg incluyen proteinas, acidos nucleicos, hidratos de
carbono, moléculas pequefias o cualquier otra molécula que activa FAP. Los antagonistas de un receptor Mrg son
moléculas que, cuando se unen a un receptor Mrg, disminuyen la cantidad o la duraciéon de la actividad de un
receptor Mrg estimulado por un ligando, preferentemente un polipéptido CXCL14. Los antagonistas incluyen
proteinas, acidos nucleicos, hidratos de carbono, anticuerpos, moléculas pequefias o cualquier otra molécula que
disminuye la actividad de un receptor Mrg. Un antagonista preferente de la divulgacion es un antagonista de la
activacion de MrgX2 humano a través del polipéptido humano CXCL14. Un antagonista mas preferente aun es dicho
antagonista que no es un antagonista de la activacion de MrgX2 humano a través de otro agonista de MrgX2. Esto
permite interferir especificamente con la activaciéon mediada por el polipéptido humano CXCL14 humano de MrgX2
humano. Preferentemente, dicho antagonista no interfiere con la activacion de MrgX2 mediada por LL37, PAMP,
corticostatina 14, BAM22 o morfina.

La presente invencion es particularmente util para el cribado de compuestos terapéuticos mediante el uso de MrgX2
y CXCL14 en una cualquiera entre una variedad de técnicas de cribado de farmacos. Dado que MrgX2 es un
receptor acoplado a proteina G, potencialmente, es posible utilizar cualquiera de los procedimientos utilizados
habitualmente en la técnica para identificar moduladores de MrgX2. Por ejemplo, la actividad de un receptor
acoplado a proteina G como MrgX2 puede medirse aplicando uno cualquiera entre una variedad de ensayos
funcionales apropiados en los que la activaciéon del receptor tiene como resultado un cambio observable en el nivel
de algun sistema de segundo mensajero como adeniliato ciclasa, guanililciclasa, movilizacion del calcio o hidrélisis
de fosfolipidos de inositol. Alternativamente, el polipéptido o fragmento empleado en dicho ensayo o bien se
encuentra libre en la solucién o bien esta fijado a un soporte sdlido o esta soportado sobre una superficie celular o
esta localizado intracelularmente. En un procedimiento de cribado de farmacos se emplean células huésped
eucariotas o procariotas que se transforman establemente con acidos nucleicos recombinantes que expresan el
polipéptido o fragmento. Se criban los farmacos frente a dichas células transformadas en ensayos de union
competitiva. Dichas células, ya sea en forma viable o fija, se utilizan para ensayos de unioén convencionales. Se mide
por ejemplo la formacion de complejos entre MrgX2 y CXCL14 dependiente del agente que se esta analizando.
Alternativamente, se examina la disminucion en la formacion de complejo entre MrgX2 y CXCL14 dependiente del
agente que se esta analizando.
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Diferencias entre especies

Se aisl6 CXCL14 (originalmente identificado como BRAK, BMAC o Mip-2a) como un gen cuya expresion se pierde o
se regula a la baja en varias lineas celulares de cancer humano y especimenes de tumor. El precursor de 99 restos
de aminoacidos de CXCL14 tiene un péptido de sefial de 22 aminoacidos que se escinde para producir una proteina
madura de 77 aminoacidos. El peso molecular calculado de la proteina CXCL14 humana es 9,4 kDa con un punto
isoeléctrico de 10.3. CXCL14 humano y murino difieren tan solo en dos restos de aminoacidos. La composicion de
aminoacidos de CXCL14 se conserva bien entre humanos, aves, ranas y peces [22, 23].

Se ha descrito en diferentes especies una gran familia de receptores acoplados a proteina G denominados genes
relacionados con Mas (Mrg). El nimero de receptores descrito para cada subfamilia depende de la especie.
Especialmente en ratén y en rata, se ha descrito un gran numero de miembros de la familia MrgX, si bien no estan
bien caracterizados.

Quimioquinas en mastocitos

Ademas de su papel como centinelas en el reconocimiento de patégenos, los mastocitos (de tipo plaquetas) son
capaces de comunicarse con células inmunes facilitando el reclutamiento de leucocitos al sitio de infeccién. De
hecho, los mastocitos son capaces de producir diferentes quimioquinas incluyendo CCL4, CXCL8 o CCL11 que
facilitan el reclutamiento de linfocitos T CD8", eosindfilos y linfocitos citoliticos naturales, respectivamente [5].
CCL3/MIP-1a y CCL4/MIP-1b pueden iniciar diversas respuestas celulares que regulan la inflamacién tanto aguda
como cronica a través de su interaccion con CCR1 y CCRS5. Por otra parte, se utiliza CCL4 unido a proteoglicano
para activar e inducir eficazmente la adhesion de linfocitos en la circulacién para su extravasacion a través del
endotelio del nédulo linfatico. Las estructuras cuaternarias de CCL3 y CCl4 son decisivas por su actividad bioldgica.
La liberacion continua y lenta de mondmeros desde el polimero lleva a un gradiente superficial con un gradiente
prolongado y eficaz para el reclutamiento de leucocitos. Se ha encontrado CXCL8/interleuquina-8/IL8 en granulos
intracelulares de los mastocitos de la piel y lineas celulares de mastocitos. [6]. Recientemente, se sabe que la
sintesis de CXCL8 es inducida a través de la ruta leucotrieno B4/receptor 2 de leucotrieno B4 como respuesta a IL-
1b en mastocitos primarios humanos y la linea celular de mastocitos HMC-1. CXCLS8 liberado por los mastocitos esta
relacionado con la quimiotaxis selectiva de linfocitos citoliticos naturales que expresan CXCR1. CXCL8 induce
también el desplazamiento de neutrdfilos y la activacion de receptores acoplados a proteina G en su superficie,
concretamente CXCR1 y CXCR2 humanos. Durante la inflamacion, se produce CXCL8 y se presenta a la superficie
endotelial en asociacion con GAG. Por otra parte, esta quimioquina esta entre las mas importantes en el
reclutamiento de células inflamatorias, sobre todo neutréfilos, en EPOC y enfermedad pulmonar [4]. Hasta el
momento, no se ha descrito el impacto o la funcién de CXCL14 sobre los mastocitos o la activacién de mastocitos.

Activacion de mastocitos

En la bibliografia se han descrito diferentes procedimientos para determinar la activacion de mastocitos [59]. La
mayoria de los procedimientos se basan en la determinacién de los niveles de proteina liberada o los cambios
transcripcionales.

Red CXCL14 y asociaciones de ruta

CXCL14 forma parte de una red de receptores que estan relacionados con diferentes procesos fisiolégicos. Aparte
de la actividad antimicrobiana de CXCL14, el efecto de CXCL14 sobre la actividad celular estd mediado por la
modulacion de la actividad de MrgX2. En la Fig. 20 se muestran las uniones de CXCL14 a su receptor MrgX2 y
receptores seleccionados, ligandos, células y sus asociaciones con enfermedades.

Sorprendentemente, los autores de la invencion han identificado MrgX2 como el receptor de CXCL14. La
modulacion de la actividad de MrgX2 a través de la inhibicion de la activacion o union de receptor dependiente de
CXCL14 lleva a una modulacion de la activacion de receptor dependiente de ligandos u otros agonistas de MrgX2
conocidos. La inhibicién de la actividad de MrgX2 dependiente de CXCL14 deberia conducir a la modulacién de la
activacion de células mediadas por MrgX2 de mastocitos, macréfagos, monocitos o fibroblastos (pero sin limitarse a
ellos). El papel de la activacion de dichas lineas celulares en diferentes enfermedades esta descrito en la
bibliografia.

Debe ser razonable que la inhibicion de la actividad de MrgX2 dependiente de CXCL14 sirva para el tratamiento
dichas enfermedades. La inhibicion de la actividad de MrgX2 dependiente de CXCL14 mediante el uso de
moduladores de receptor mantiene intacta la actividad antimicrobiana de CXC14 y otros ligandos de MrgX2 (como
LL37). El mantenimiento de las rutas antimicrobianas CXCL14/LL37/defensina deberia crear un efecto positivo
adicional dentro del tratamiento de la enfermedad.

En el presente documento se desvela:
1. Un procedimiento de cribado para un antagonista de un receptor Mrg que comprende las etapas de

a. poner en contacto de un compuesto de ensayo con un polipéptido receptor Mrg en presencia de un
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polipéptido CXCL14,

b. detectar la unién de un polipéptido CXCL14 con dicho polipéptido receptor Mrg en presencia de dicho
compuesto de ensayo,

c. poner en contacto de CXCL14 con un polipéptido receptor Mrg en ausencia del compuesto de ensayo, y

d. detectar la unién de un polipéptido CXCL14 con dicho polipéptido receptor Mrg en ausencia de dicho
compuesto de ensayo. En una realizacion aun mas preferente, el procedimiento comprende ademas una
etapa e, en la que se determina un antagonista sobre la base de la diferencia de union del polipéptido
CXCL14 de la etapa b. y d. Se determina un antagonista cuando la unién de un polipéptido CXCL14 de la
etapa b. es inferior que en la etapa d.

2. Un procedimiento de cribado para un antagonista de un receptor Mrg que comprende las etapas de
a. determinar la actividad de un polipéptido receptor Mrg en presencia de un polipéptido CXCL14, y

b. determinar la actividad de un polipéptido receptor Mrg en presencia de un polipéptido CXCL14 y un
compuesto de ensayo. En una realizacion mas preferente aun, el procedimiento comprende ademas una
etapa c., en la que se determina un antagonista sobre la base de la diferencia de actividad del receptor Mrg
de la etapa a. y b. Se determina un antagonista cuando la actividad de receptor Mrg de la etapa b. es
inferior que en la etapa a.

3. El procedimiento de una cualquiera de las realizaciones anteriores, en el que, ademas, se determina la unién o
actividad de un agonista MrgX2 en presencia o ausencia de un compuesto de ensayo.

4. Un procedimiento de acuerdo con realizacion 3, en el que el agonista de MrgX2 esta comprendido en el grupo
de agonistas que consiste en LL37, PAMP, BAM22, cortistatina 17, somatostatina, isoformos de somatostatina,
NPFF, oxitocina, ciclosomatostatina, Dinorfina A, [Arg8] vasopresina, sustancia P y hexarelina.

5. Un procedimiento de cribado para un agonista de un receptor Mrg que comprende las etapas de

a. generar una variante de CXCL14 reemplazando uno o mas aminoacidos de un polipéptido CXCL14 por
otro aminoacido de origen natural o no natural, y

b. determinar la actividad de un polipéptido receptor Mrg en presencia de una variante CXCL14.
6. El procedimiento de una cualquiera de las realizaciones anteriores, en el que el receptor Mrg es MrgX2.

7. El procedimiento de una cualquiera de las realizaciones anteriores, en el que el receptor Mrg es MrgX2
humano. En una realizacion mas preferente, MrgX2 humano esta representado en la SEQ ID NO: 3. En ofra
realizacion MrgX2 humano puede variar en una o mas posiciones de aminoacido de la SEQ ID NO: 3 siempre y
cuando la molécula tenga actividad MrgX2.

8. El procedimiento de una cualquiera de las realizaciones anteriores, en el que el polipéptido CXCL14 es
polipéptido CXCL14 humano. En ofra realizacion mas preferente, el CXCL14 humano esta representado en la
SEQ ID NO: 1. En otra realizaciéon CXCL14 humano puede variar en una o mas posiciones de aminoacido de la
SEQ ID NO: 1 siempre y cuando la molécula tenga actividad CXCL14, p.ej. una variante CXCL14. El
procedimiento de una cualquiera de las realizaciones anteriores, en el que la etapa de poner en contacto es
dentro o en la superficie de una célula.

9. El procedimiento de una cualquiera de las realizaciones anteriores, en el que la célula es in vitro.

10. El procedimiento de una cualquiera de las realizaciones anteriores, en el que la etapa de poner en contacto
es un sistema sin células.

11. El procedimiento de una cualquiera de las realizaciones anteriores, en el que el polipéptido CXCL14 o
variante de CXCL14 se acopla a un marcador detectable.

12. El procedimiento de una cualquiera de las realizaciones anteriores, en el que el compuesto se acopla a un
marcador detectable.

13. El procedimiento de una cualquiera de las realizaciones anteriores, en el que el polipéptido CXCL14 o
variante de CXCL14 se fija a un soporte solido.

14. El procedimiento de una cualquiera de las realizaciones anteriores, en el que el compuesto se fija a un
soporte sélido.
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Ejemplos
Ejemplo 1

Andlisis de expresion (QPCR)

Para la cuantificacion relativa de los niveles de ARNm MrgX2 en células Chem1, se aplicé un ensayo de PCR en
tiempo real TagMan™ sobre LC480 (Roche, Mannheim, Alemania) de acuerdo con los protocolos del fabricante. Se
llevé a cabo ADNc de acuerdo con el protocolo de los fabricantes con transcriptasa inversa Omniscript (Qiagen,
Hilden, Alemania) en el tampoén suministrado mas 9,5 uM cebador hexamero aleatorio, 0,5 mM por dNTP vy
RNaseOUT™ (Invitrogen). Una mezcla de reaccion PCR (25 pl), ademas de ADNc, tuvo un contenido de 0,2 uM por
cebador de amplificacién y 0,2 uM sonda marcada con FAM™/TAMRA™ y mezcla de reaccion TagMan. Se ajusto el
protocolo térmico a 2 min a 50 °C, seguido de 10 min a 95 °C, seguido de 40 ciclos de 15sa 95 °C y 1 min a 60 °C.
Para normalizar la cantidad de ADNc por ensayo, se midid en paralelo la expresion de L32. A continuacion, se
calculd la expresion relativa de MrgX2 utilizando los valores de expresion normalizada a L32 (RL32 humano).

Ejemplo 2

Determinacion de activacion de mastocitos

Para determinar la actividad de B-hexosaminidasa en células MC/9 o mastocitos, se desgranularon las células en
HEPES-Tyrode suplementado con 0,1 % de BSA desprovisto de acido graso. Se afiadieron 50 pl de sobrenadante a
50 pl de 2 mM 4-nitrofenil N-acetil-b-D-glucosaminida en 0,2 M citrato (pH 4,5) y se incubé a 37 °C durante 2 horas.
Tras la adicion de 150 pl de 1 M Tris (pH 9,0), se midié la absorbancia a 405 nm. Para medir la liberacion de
quimasa y triptasa tras la desgranulacion, se afiadieron 50 pl de sobrenadante a 2 mM S-2288 (sustrato de triptasa,
Chromogenix, Lexington, Estados Unidos) o S-2586 (sustrato de quimasa, Chromogenix) en PBS suplementado con
100 U/ml de heparina. Al cabo de 2 horas (triptasa) o 48 horas (quimasa) a 37 °C, se midi6 OD405. Se midieron los
niveles de histamina y VEGF con ELISA de histamina (Neogen, Lansing, Ml) y ELISA de VEGF (Biosource, Etten-
Leur, Los Paises Bajos) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se lisaron células 2.5*10E5 MC/9 o
mastocitos en 1 ml 2% Triton en HEPES-Tyrode y se utilizaron para una liberacion total en cada ensayo y se utilizo
como control sobrenadante de mastocitos sin desgranular. [81].

Ejemplo 3
Ensayo Fluo8

El ensayo Fluo8 es un formato de ensayo a base de células para la determinacién de la liberacion de calcio
intracelular. Se sembraron las células en placas de microtitulacion y se incubaron en condiciones de cultivo de
células normales. Al cabo de 24 horas, se separé el medio y se lavaron las células con PBS. Se incubaron las
células con tampodn de carga (40 ml PBS con 2 mM calcio + 800 pl negro brillante (2%) + 732 pl pobenecid (0,5 M)
en 1N NaOH + 400 pl Pluronic (10 %) en agua + 152 pl Fluo8 (5,7 pg/ml) en agua) durante 30 minutos. Para la
lectura de fluorescencia y analizar el compuesto se utilizé un sistema FLIPR tetra de acuerdo con el protocolo del
fabricante (Molecular Devices, CA 94089-1136, Estados Unidos).

Ejemplo 3
Cultivo celular

Las lineas celulares utilizadas CHEM1 y CHEM1-MrgX2 son lineas celulares de rata adherentes (Millipore, Billerica,
MA 01821, Estados Unidos) que fueron cultivadas en las condiciones normales de cultivo celulares.

Ejemplo 4
Ensayo de actividad de CXCR4

El receptor CXCR4 es un receptor de quimioquina y pertenece a la familia de receptores acoplados a proteina
G(GPCR). Su unico ligando enddégeno conocido es factor derivado de célula estromales 1 (SDF-la). CXCR4 es un
receptor acoplado a Gi. Su activacion lleva a una disminuciéon de cAMP intracelular, de la que se puede llevar un
seguimiento por la expresion de luciferasa regulada por elemento sensible a cAMP recombinante (CRE). Para la
caracterizacion de moduladores de la actividad de CXCR4, se establecieron lineas celulares estables que expresan
CXCR4 y vector informador CRE-luciferasa. Se incubaron las células con forscolina a una concentracion de 0,5 uM,
SDF-1a (a 20 nM) y el compuesto de ensayo durante 4h en condiciones normales de cultivo de células. Se afadio
sustrato de luciferasa y se midi6 la luminiscencia durante 60 segundos.
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agtggegget
ctgaggtgga
gtctggtgta
ctttgecceet
agagtecttg

tetggaactg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260
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ccttactcac
ctgttccecac
atctacattt
aatttetttt
aactagetee
ttaataaate
cctctgaaaa
tgaattttge
taaagtttga
cagetacacy
getetetaat
aggetgtatg
aaattgcaca
aaaaaaaaaa

dadaaaaaaa

<210>5
<211>21
<212> ADN

aggcttccac
attttaatga
ctttggacac
tetetteegt
aaaagagcag
tttgttgaat
gtctccattt
aaacatgaaa
ggtacactgt
ccttececatt
tegteoctgga
tecagatttac
tatttttaaa
aaaaaaaaaa

adaaaaaaaa

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 5

caggaacgcc ttctctgtct a

<210>6
<211> 18
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 6

cgtcctcagce ctggcecgg

<210>7
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400>7

tggaagcaga ggaagaggaa

ES 2659 184 T3

cacagcccta
atcctacctt
tgcacttgat
acaatttetg
tegtetttea
ggcttaatga
accagatttg
ttaagtttta
cttecctgtgg
cetteceett
agttteccagt
cttttattee
agttacgtgt
aaaaaaaaaa

dadaaaaaaa

21

18

20

tgagagcttt
tcgcagaagg
agggactcaa
tetecaacaaa
ttttggcaga
atgaataaac
agtcactaaa
taattagata
tttcctttca
tgecetttgtt
ggtettatag
gaagaacteg
tccacagaat
aaaaaaaaaa

a

20

gccaactctg
ctgaaagcag
agaatgttat
attagaagaa
ccttagaata
tggttaatgt
tttattgett
aatcaatgtc
catgccatcc
ctaatettee
actecatgtt
gageatttat
aaaatattaa

daadaaaaaaa

cggtccatga
ggcagaaaagq
atttttaatt
ttaaatttaa
teeccectage
ttaagttaaa
tcactacttt
aacacatatt
cttaaaatcc
ctetetgggg
cttggaggac
tttgttaatt
ttgtaaaaaa

ddaaasaaaaa

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2131
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<210> 8

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 8
aagttcatcc ggcaccagtc

<210>9

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 9
cccagaggca ttgacaacag gg

<210> 10

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 10
tggcccttga atcttctacg a

<210> 11

<211>99

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 11

Met Arg Leu Leu
1

Val Arg Ala Leun
20

Lys Ile Arg Tyr
35

Pro His Cys Glu
50

ES 2659 184 T3

20

22

21

Ala Ala Ala Leu

5

Asp Gly Ser Lys

Ser Asp Val Lys

40

Glu Lys Met Val

55

21

Leu

Cys
25

Lys

Ile

Leu Leu Leu Leu Ala
10

Lys Cys Ser Arg Lys
30

Leu Glu Met Lys Pro
45

val Thr Thr Lys Ser
60

Leu Cys

15

Gly Pro

Lys Tyr

Met Ser
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Arg Tyr Arg Gly Gln Glu His Cys Leu His Pro Lys Leu Gln Ser Thr
65 70 75 80

Lys Arg Phe Ile Lys Trp Tyr Asn Ala Trp Asn Glu lys Arg Arg Val
85 90 95

Tyr Glu Glu

22
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REIVINDICACIONES
1. Un procedimiento de cribado para un antagonista de un receptor Mrg que comprende las etapas de

a. poner en contacto un compuesto de ensayo con un polipéptido receptor Mrg en presencia de un polipéptido
CXCL14.

b. detectar la unién de un polipéptido CXCL14 con dicho polipéptido receptor Mrg en presencia de dicho

compuesto de ensayo,

c. poner en contacto el CXCL14 con un polipéptido receptor Mrg en ausencia de dicho compuesto de ensayo,

d. detectar la union de un polipéptido CXCL14 con dicho polipéptido receptor Mrg en ausencia de dicho

compuesto de ensayo.

2. Un procedimiento de cribado para un antagonista de un receptor Mrg que comprende las etapas de

a. determinar la actividad de un polipéptido receptor Mrg en presencia de un polipéptido CXCL14, y
b. determinar la actividad de un polipéptido receptor Mrg en presencia de un polipéptido CXCL14 y un compuesto
de ensayo.

3. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que se determina ademas la actividad
o unién de un agonista de MrgX2 en presencia o ausencia de dicho compuesto de ensayo.

4. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 3, en el que el agonista de MrgX2 esta comprendido en el grupo
de agonistas que consiste en LL37, PAMP, BAM22, cortistatina 17, somatostatina (isomorfos diferentes), NPFF,
oxitocina, ciclosomatostatina, dinorfina A, [Arg8] vasopresina, sustancia P y hexarelina.

5. Un procedimiento de cribado de un agonista de un receptor Mrg que comprende las etapas de

a. generar una variante de CXCL14 reemplazando uno o mas aminoacidos de un polipéptido CXCL14 por otro
aminoacido de origen natural o no natural, y
b. determinar la actividad de un polipéptido receptor Mrg en presencia de una variante de CXCL14.

6. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el receptor Mrg es MrgXx2.

7. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el receptor Mrg es MrgX2
humano.

8. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el polipéptido CXCL14 es
polipéptido CXCL14 humano.

9. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el polipéptido CXCL14 esta
representado en la SEQ ID NO: 1.
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Fig. 1

CXCL14
MSLLPRRAPPVSMRLLAAALLLLLLALYTARVDGSKCKCSRKGPKIRYSDVKKIL EMEK
PKYPHCEEKMVIITTKSVSRYRGOEHCLHPKLOSTKRFIKWYNAWNEKRRVYEE

Los aminoacidos subrayados representan la secuencia de polipéptido CXCL 14 humano maduro sin
secuencia de péptido de sefial

SEQ ID NO: 1
SKCKCSRKGPKIRYSDVKKLEMKPKYPHCEEKMVIITTKSVSRYRGQEHCLHPKLQS
TKRFIKWYNAWNEKRRVYEE

Fig. 2

SEQID NO: 2
AATGTGTGCGCGCTGTGGTATGGGTGTGCAAGTGTGCGAAGGCGGCGTGTTGTGT
GAGCGAGAGGGTAGCGGATGTGTGTGTGCGTGTGCGCGCGTGGCTCCGGGTGTG
CGCCGCTGCGATAGCGGGTCCTTTCCCGGGGCGGGCGACGGGCGGGCTGGGAAG
GTCTCCTCCCCTCACCACATTGAGAAATCTCAGTGAGTCACCGAGTGGTTCTGCAT
ATTAATGAGCTCGCTCGCTGCGAGGGCAGGAGCGGATTTAAAAGAGGCCAGGGC
GGGCGGAGGGAGGCTGTGGAGAGAGCGCGGAGACAAGCGCAGAGCGCAGCGCA
CGGCCACAGACAGCCCTGGGCATCCACCGACGGCGCAGCCGGAGCCAGCAGAGC
CGGAAGGCGCGCCCCGGGCAGAGAAAGCCGAGCAGAGCTGGGTGGCGTCTCCGO
GCCGCCGCTCCGACGGGCCAGCOGCCCTCCCCATCTCCCTGCTCCCACGCCGCGCC
CCTCCGGTCAGCATGAGGCTCCTGGCGGCCGCGCTGCTCCTGCTGCTGCTGGCGC
TGTACACCGCGCGTGTGGACGGGTCCAAATGCAAGTGCTCCCGGAAGGGACCCA
AGATCCGCTACAGCGACGTGAAGAAGCTGGAAATGAAGCCAAAGTACCCGCACT
GCGAGGAGAAGATGGTTATCATCACCACCAAGAGCGTGTCCAGGTACCGAGGTC
AGGAGCACTGCCTGCACCCCAAGCTGCAGAGCACCAAGCGCTTCATCAAGTGGT
ACAACGCCTGGAACGAGAAGCGCAGGGTCTACCGAAGAATAGGCTGAAAAACCTC
AGAAGGCGAAAACTCCAAACCAGTTGGGAGACTTGTGCAAAGCGACTTTGCAGATT
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGCCTTTCTTT
CTCACAGGCATAAGACACAAATTATATATTGTTATGAAGCACTTTTTACCAACGG
TCAGTTTTTACATTTTATAGCTGCGTGCCGAAAGGCTTCCAGATGGGAGACCCATCT
CTCTTGTGCTCCAGACTTCATCACAGGCTGCTTTTTATCAAAAAGGGGAAAACTC
ATGCCTTTCCTTTTTAAAAAATGCTTTTITGTATTTGTCCATACGTCACTATACATC
TGAGCTTTATAAGCGCCCGGGAGGAACAATGAGCTTGGTGGACACATTTCATTGC
AGTGTTGCTCCATTCCTAGCTTGGGAAGCTTCCGCTTAGAGGTCCTGGCGCCTCGG
CACAGCTGCCACGGGCTCTCCTGGGCTTATGGCCGGTCACAGCCTCAGTGTGACT
CCACAGTGGCCCCTGTAGCCGGGCAAGCAGGAGCAGGTCTCTCTGCATCTGTTCT
CTGAGGAACTCAAGTTTGGTTGCCAGAAAAATGTGCTTCATTCCCCCCTGGTTAA
TTTTTACACACCCTAGGAAACATTTCCAAGATCCTGTGATGGCGAGACAAATGAT
CCTTAAAGAAGGTGTGGGGTCTTTCCCAACCTGAGGATTTCTGAAAGGTTCACAG
GTTCAATATTTAATGCTTCAGAAGCATGTCGAGGTTCCCAACACTGTCAGCAAAAA
CCTTAGGAGAAAACTTAAAAATATATGAATACATGCGCAATACACAGCTACAGA
CACACATTCTGTTGACAAGGGAAAACCTTCAAAGCATGTTTCTTTCCCTCACCAC
AACAGAACATGCAGTACTAAAGCAATATATTTGTGATTCCCCATGTAATTCTTCA
ATGTTAAACAGTGCAGTCCTCTTTCGAAAGCTAAGATGACCATGCGCCCTTTCCTC
TGTACATATACCCTTAAGAACGCCCCCTCCACACACTGCCCCCCAGTATATGCCG

24
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CATTGTACTGCTGTGTTATATGCTATGTACATGTCAGAAACCATTAGCATTGCATG
CAGGTTTCATATTCTTTCTAAGATGGAAAGTAATAAAATATATTTGAAATGTACC
AAAAAAAAAAAAAAAAAA

Fig. 3

SEQ ID NO: 3
MDPTTPAWGTESTTVNGNDQALLLLCGKETLIPVFLILFIALVGLVGNGFVLWLLGFR
MRRNAFSVYVLSLAGADFLFLCFQIINCLVYLSNFFCSISINFPSFFTTVMTCAYLAGLS
MLSTVSTERCLSVLWPIWYRCRRPRHLSAVVCVLLWALSLLLSILEGKFCGFLFSDGD
SGWCQTFDFITAAWLIFLFMVLCGSSLALLVRILCGSRGLPLTRLYLTILLTYLVFLLC
GLPFGIQWFLILWIWKDSDVLFCHIHPVSVVLSSLNSSANPITY FFVGSFRKQWRLQQPI
LKLALQRALQDIAEVDHSEGCFRQGTPEMSRSSLV

Fig. 4

SEQ ID NO: 4
GTTTGCCAGTCCCAGGAAAGCACTTCTCAACTCACCAACTCCAGTAGAAAGAAGG
GTGTTAAGGGGCACCAGTGGAGGTTTTCTGAGCATGGATCCAACCACCCCGGCCT
GGGGAACAGAAAGTACAACAGTGAATGGAAATGACCAAGCCCTTCTTCTGCTTTG
TGGCAAGGAGACCCTGATCCCGGTCTTCCTGATCCTTTTCATTGCCCTGGTCGGGC
TGGTAGGAAACGGGTTTGTGCTCTGGCTCCTGGGCTTCCGCATGCGCAGGAACGC
CTTCTCTGTCTACGTCCTCAGCCTGGCCGGGGCCGACTTCCTCTTCCTCTGCTTCC
AGATTATAAATTGCCTGGTGTACCTCAGTAACTTCTTCTGTTCCATCTCCATCAAT
TTCCCTAGCTTCTTCACCACTGTGATGACCTGTGCCTACCTTGCAGGCCTGAGCAT
GCTGAGCACCGTCAGCACCGAGCGCTGCCTGTCCGTCCTGTGGCCCATCTGGTAT
CGCTGCCGCCGCCCCAGACACCTGTCAGCGGTCGTGTGTGTCCTGCTCTGGGCCC
TGTCCCTACTGCTGAGCATCTTGGAAGGGAAGTTCTGTGGCTTCTTATTTAGTGAT
GOTGACTCTGGTTGGTGTCAGACATTTGATTTCATCACTGCAGCGTGGCTGATTTT
TTTATTCATGGTTCTCTGTGGGTCCAGTCTGGCCCTGCTGGTCAGGATCCTCTGTG
GCTCCAGGGGTCTGCCACTGACCAGGCTGTACCTGACCATCCTGCTCACAGTGCT
GGTGTTCCTCCTCTGCGGCCTGCCCTTTGGCATTCAGTGGTTCCTAATATTATGGA
TCTGGAAGGATTCTGATGTCTTATTTTGTCATATTCATCCAGTTTCAGTTGTCCTGT
CATCTCTTAACAGCAGTGCCAACCCCATCATTTACTTCTTCGTGGGCTCTTITAGG
AAGCAGTGGCGGCTGCAGCAGCCGATCCTCAAGCTGGCTCTCCAGAGGGCTCTGC
AGGACATTGCTGAGGTGGATCACAGTGAAGGATGCTTCCGTCAGGGCACCCCGG
AGATGTCGAGAAGCAGTCTGGTGTAGAGATGGACAGCCTCTACTTCCATCAGATA
TATGTGGCTTTGAGAGGCAACTTTGCCCCTGTCTGTCTGATTTGCTGAACTTTCTC
AGTCCTGATTTTAAAACAGTTAAGAGAGTCCTTGTGAGGATTAAGTGAGACAGTG
CCTATGAAACAAACACTAAGTGCAGTGTCTCTGGAACTGCCTTACTCACAGGCTT
CCACCACAGCCCTATGAGAGCTTTGCCAACTCTGCGGTCCATGACTGTTCCCACA
TTTTAATGAATCCTACCTTTCGCAGAAGGCTGAAAGCAGGGCAGAAAAGATCTAC
ATTTCTTTGGACACTGCACTTGATAGGGACTCAAAGAATGTTATATTTTTAATTAA
TTTCTTTTTCTCTTCCGTACAATTTCTGTCTCAACAAAATTAGAAGAATTAAATTT
AAAACTAGCTCCAAAAGAGCAGTCGTCTTTCATTTTGGCAGACCTTAGAATATCC
CCCTAGCTTAATAAATCTTTGTTGAATGGCTTAATGAATGAATAAACTGGTTAAT
GTTTAAGTTAAACCTCTGAAAAGTCTCCATTTACCAGATTTGAGTCACTAAATTTA
TTGCTTTCACTACTTTTGAATTTTGCAAACATGAAATTAAGTTTTATAATTAGATA
AATCAATGTCAACACATATTTAAAGTTTGAGGTACACTGTCTTCCTGTGGTTTCCT
TTCACATGCCATCCCTTAAAATCCCAGCTACACGCCTTCCCATTCCTTCCCCTTTG
CCTTTGTTCTAATCTTCCCTCTCTGGGGGCTCTCTAATTCGTCCTGGAAGTTTCCAG
TGGTCTTATAGACTCCATGTTCTTGGAGGACAGGCTGTATGTCAGATTTACCTTTT
ATTCCGAAGAACTCGGAGCATTTATTTTGTTAATTAAATTGCACATATTTTTAAAA
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GTTACGTGTTCCACAGAATAAAATATTAATTGTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

Fig. 5
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Fig. 6
MRGX2 rMrgx2 rMrgx2| rMrgx212
MRGX2 100 59 53 56
rMirgx2 59 100 95 73
rMrox 21 53 95 100 70
rMrgx212 56 73 70 100
Fig. 7
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Fig. 8
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100000 :
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CHEM1

Fig. 13
SEQID NO: 5
caggaacgccttctetgteta

Fig. 14
SEQIDNO: 6
Cgtectcagectggeegg

Fig. 15
SEQ ID NO: 7
tggaagcagaggaagaggaa

Fig. 16
SEQ ID NO: §

CHEMI-MRGX2
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AAGTTCATCCGGCACCAGTC

Fig. 17
SEQ ID NO: 9
CCCAGAGGCATTGACAACAGGG

Fig. 18
SEQ ID NO: 10
TGGCCCTTGAATCTTCTACGA

Fig. 19

SEQ ID NO: 11
MRLLAAALLLLLLALCVRALDGSKCKCSRKGPKIRYSDVKKLEMKPKYPHCEEKMYV
IVTTKSMSRYRGQEHCLHPKLQSTKRFIKWYNAWNEKRRVYEE

Fig. 20
actividad antimicrobiana
A
{ 1 otros agonistas
cortistatina PAMP CXCL14 B-defensina LL37 ATP  peptidicos
SDFia =——————3 CXCR4 Mrgx2 P2X7 FPRL1

Ve ' 3 'Y ®
F—“Lw A\f_A‘\r—’H

Monocito .
de célula endotelial Monocito fibroblasto ~ Macrofage  Mastocite Monocitos Meonocitos
Quimotoxis, liberacién de citoquina Activacion; quimiotaxis, desplazamiento, liberacion de quimasa, liberacién IL1B reduccion
liberacion de triptasa, liberacion de citoguina e interleuquina de liberacién IL1b
angiogénesis _ fibrosis. i anti-inflamacién
inflamacicn inflamacion Inflamacion anti-fibrosis
Fig. 21

SKCKCSRKGPKIRYSDVKKLEMKPKYPHCEEKMVIITTKSVSRYRGQEHCLHPKI.QS
TKRFIK

Fig. 22

SEQ ID NO: 13
SDVKKLEMKPKYPHCEEKMVITTKSVSRYRGQEHCLHPKLQSTKRFIKWYNAWNE
KRRVYEE
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Fig. 23

SEQ ID NO: 14
SKCKCSRKGPKIRYSDVKKLEMKPKYPHCEEKMVIITTKSVSRYRGQEHCLHPKLQW
YNAWNEKRRVYEE

Fig. 24

SEQ ID NO: 15
SKCKCSRKGPKKKLEMKPKYPHCEEKMVIITTKSVSRYRGQEHCLHPKLQSTKRFIK
WYNAWNEKRRVYEE

Fig. 25

SEQ ID NO: 16
SKCKCSRKGPKIRYSDVKKLEMKPKYPHCEEKQEHCLHPKLQSTKRFIKWYNAWNE
KRRVYEE

Fig. 26
SEQ ID NO: 17
KSVSRYRGQEHCLHPKLQSTKRFIKWYNAWNEKRRVYEE

Fig. 27
SEQ ID NO: 18
SKCKCSRKGPKIRYSDVKKLEMKPKYPHCEEKMVIITTKSVSRY

Fig. 28
SEQ ID NO: 19
STKRFIK

Fig. 29
SEQ ID NO: 20
LQSTKRFIKWY

Fig. 30
SEQ ID NO: 21
PKLQSTKRFIKWYNA

Fig. 31
SEQ ID NO: 22
STKRFIKWYNA

Fig. 32
SEQ ID NO: 23
PKLQSTKRFIK
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Fig. 33
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Fig. 34
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