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2

DESCRIPCIÓN

Moduladores del receptor MRG

Campo técnico de la invención 

La presente invención se encuadra en el campo de la biología molecular, más en particular, la presente invención se 
refiere al cribado de fármacos, el desarrollo de ensayos y la identificación y uso de moduladores para el par receptor 5
acoplado a proteína G/ligando MRGX2/CXCL14 dentro del descubrimiento de fármacos. 

Antecedentes de la invención

Citoquinas

Las citoquinas quimioatrayentes o quimoquinas constituyen una familia de proteínas estructuralmente relacionadas 
que se encuentran en los vertebrados, las bacterias o los virus. Hasta ahora, se han identificado 48 genes de 10
quimioquinas en los seres humanos, que se unen a aproximadamente 20 receptores de quimioquinas. Dichos 
receptores pertenecen a la familia del receptor acoplado a proteína G de siete segmentos de transmembrana. Las 
quimioquinas y sus receptores fueron estudiados en principio por su papel en el tráfico celular de leucocitos durante 
la inflamación y la vigilancia inmune. Hoy se sabe que ejercen diferentes funciones en condiciones fisiológicas, tales 
como homeostasia, desarrollo, reparación de tejido y angiogénesis, aunque también actúan en virtud de trastornos 15
patológicos, incluyendo tumorigénesis, metástasis de cánceres y enfermedades inflamatorias y autoinmunes. Las 
propiedades físico-químicas de las quimioquinas y los receptores de quimioquina confieren la capacidad de homo- y 
hetero- oligomerizar. Actualmente, se está dedicando un gran esfuerzo para establecer compuestos 
terapéuticamente nuevos capaces de dirigirse al sistema quimioquina /receptor de quimioquina. En esta revisión, el 
interés se centra en el papel de las quimioquinas en las enfermedades inflamatorias y el tráfico de leucocitos, con el 20
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 pequeña que pertenece a la familia de las
quimioquinas CXC también conocida como BRAK (quimioquina expresada en riñón y en mama) [10]. CXCL14 25
madura tiene muchas de las características conservadas de la subfamilia de quimioquinas CXC, pero también tiene 
algunas diferencias, como puedan ser un N-término más corto y cinco aminoácidos extra en la región entre sus 
cisteínas 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 mayoría de las células cancerosas está 
reducido o ausente. Esta quimioquina es quimiotáctica para monocitos y puede activar estas células en presencia de 30
un mediador inflamatorio denominado prostaglandina-E2 (PGE2). Es también un potente quimoatrayente y activador 
de células dendríticas, 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]. El gen para CXCL14 contiene cuatro exones y está localizado 
en el cromosoma 5 en los seres humanos. Hasta ahora no se había descrito un receptor para CXCL14. En la Fig. 1 35
se muestran las secuencias de CXCL14 humana (con y sin péptido de señal (aminoácidos 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 polinucleótido de CXCL14 
humana (véase Figs. 1 y 2). 

Los ratones deficientes en CXCL14 no presentan anormalidades claras del sistema inmune. CXCL14 suprime el 
crecimiento in vivo de células de carcinoma de pulmón y cabeza y cuello, mientras que la capacidad invasiva de las 40
células cancerosas de mama y próstata parece estar promovida por CXCL14. Por otra parte, se ha revelado según 
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 expresión de CXCL14 y CXCL12 durante el 
desarrollo embriónico y en el cerebro perinatal de ratones, las funciones de estas dos quimioquinas pueden ser 
opuestas o interactivas [22]. 45

Anteriormente, se ha demostrado que CXCL14 es un quimoatrayente altamente selectivo para monocitos humanos 
tratados previamente con prostaglandina E2 (PGE2) o foscolina [24]. Sin embargo, los últimos estudios han revelado 
que las iDC derivadas de monocitos humanos, pero no las células dendríticas 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 CD14Þ o células progenitoras hematopoyéticas CD34Þ [25, 50
26, 27]. CXCL14 regula a la alza la expresión de marcadores de maduración de célula dendrítica y potencia la 
proliferación de linfocitos T alogénicos en reacciones de linfocitos mixtos. Por tanto, la quimioatracción de iDC y la 
maduración funcional de células dendríticas mediante CXCL14 podría contribuir sustancialmente a la vigilancia 
inmune anti-tumor. Por otra parte, se ha notificado que los linfocitos citolíticos naturales (NK) son quimioatraidos por 
CXCL14. Muy recientemente, se ha notificado que ratones CXCL14 transgénicos presentan una mayor incidencia de 55
artritis inducida por colágeno como consecuencia de una potenciación de la respuesta Thl y niveles de auto-
anticuerpos elevados [28]. El número total de linfocitos, células dendríticas y macrófagos no cambió
significativamente en estos ratones CXCL14 transgénicos, lo que indica una vez más 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 progresión del cáncer, p.ej. metástasis y angiogénesis. 
Se describe que CXCL14 está relacionado con la ruta SDF1a-CXCR4 [40] y como gen anti-cáncer [41-43].

Enfermedades asociadas con CXCL14

CXCL14 se describe en la bibliografía como posiblemente asociado con enfermedades como puedan ser (pero sin 5
limitarse a ellas). cáncer [12, 15, 19], fibrosis pulmonar [13], infección y actividad bactericida [14, 22], enfermedad 
renal [16], enfermedad de la mácula [17], colitis [18], angiogénesis [26], artritis [28], diabetes (metabolismo de la 
glucosa) [22], asma [20], EPOC [83], embolia pulmonar [84], trastornos del SNC [85], cáncer y enfermedades 
asociadas con la modulación de la ruta SDF1a-CXCR4, actividad de mastocitos, función o inflamación de ganglios 
radiculares posteriores.10

Sin embargo, aunque la quimioquina CXCL14 está relacionada con diversas enfermedades graves, hasta el 
momento no se ha descrito el receptor cognado. No obstante, para el descubrimiento de fármacos y el desarrollo de 
productos farmacéuticos es de máxima importancia conocer la identidad del receptor de un ligando dado, p.ej., 
CXCL14 para identificar y estudiar moduladores, es decir, agonistas o antagonistas de dicha interacción receptor-
ligando. 15

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

Sumario de la invención 

La invención se define en las reivindicaciones. La invención se refiere al uso de CXCL14 como ligando para MrgX2 20
en el descubrimiento de un fármaco.

La invención se refiere al uso de CXCL14 para la caracterización de moduladores de MrgX2 en el descubrimiento de 
un fármaco.

La invención se refiere al uso de CXCL14 para la caracterización de moduladores miembros de la familia Mrg en el 
descubrimiento de un fármaco.25

La invención se refiere al uso de CXCL14 para la caracterización de receptores ortólogos de MrgX2 en el 
descubrimiento de un fármaco.

La invención se refiere al uso de anticuerpos CXCL14 para la caracterización de MrgX2 y sus ortólogos en el 
descubrimiento de un fármaco.

La invención se refiere al uso de CXCL14 en ensayos de MrgX2 a base de células.30

La invención se refiere al uso de CXCL14 en ensayos de MrgX2 sin células.

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

La invención se refiere al uso de ensayos de CXCL14 para caracterizar un compuesto, péptidos o anticuerpos que 
modifican la actividad de MrgX2.35

Breve descripción de los dibujos

Fig. 1: La Fig. 1 muestra la secuencia de aminoácidos del precursor de CXCL14 humana (que incluye el péptido 
de señal de los aminoácidos 1 a 34).
Fig. 2: La Fig. 2 muestra la secuencia de nucleótidos del precursor de CXCL14 humana (que incluye la secuencia 
que codifica el péptido de señal)40
Fig. 3: La Fig. 3 muestra la secuencia de aminoácidos de MrgX2 humano.
Fig. 4: La Fig. 4 muestra la secuencia de nucleótidos de MrgX2 humano.
Fig. 5: La Fig. 5 ofrece una panorámica sobre algunas funciones (pero sin limitarse a ellas) de la activación de 
mastocitos (Fig. de [79])
Fig. 6: La Fig. 6 muestra una tabla con aminoácidos idénticos (en %) de CXCL14 de rata y humana.45
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 50
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 análisis de expresión de células Chem1 y Chem1-MrgX2 (eje de las 
y-: expresión relativa, eje de las x: línea celular)5
Fig. 13: La Fig. 13 muestra la secuencia de nucleótidos de MrgX2 humano de cebador directo
Fig. 14: La Fig. 14 muestra la secuencia de nucleótidos de MrgX2 humano de cebador de sonda
Fig. 15: La Fig. 15 muestra la secuencia de nucleótidos de MrgX2 humano de cebador inverso
Fig. 16: La Fig. 16 muestra la secuencia de nucleótidos de L32 humana de cebador directo
Fig. 17: La Fig. 17 muestra la secuencia de nucleótidos de L32 humana de cebador de sonda10
Fig. 18: La Fig. 18 muestra la secuencia de nucleótidos de L32 humana de cebador inverso
Fig. 19: La Fig. 19 muestra la secuencia de aminoácidos de CXCL14 de ratón
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 aminoácidos de fragmento 1 de CXCL1415
Fig. 22: La Fig. 22 muestra la secuencia de aminoácidos de fragmento 2 de CXCL14
Fig. 23: La Fig. 23 muestra la secuencia de aminoácidos de fragmento 3 de CXCL14
Fig. 24: La Fig. 24 muestra la secuencia de aminoácidos de fragmento 4 de CXCL14
Fig. 25: La Fig. 25 muestra la secuencia de aminoácidos de fragmento 5 de CXCL14
Fig. 26: La Fig. 26 muestra la secuencia de aminoácidos de fragmento 6 de CXCL1420
Fig. 27: La Fig. 27 muestra la secuencia de aminoácidos de fragmento 7 de CXCL14
Fig. 28: La Fig. 28 muestra la secuencia de aminoácidos de fragmento 8 de CXCL14
Fig. 29: La Fig. 29 muestra la secuencia de aminoácidos de fragmento 9 de CXCL14
Fig. 30: La Fig. 30 muestra la secuencia de aminoácidos de fragmento 10 de CXCL14
Fig. 31: La Fig. 31 muestra la secuencia de aminoácidos de fragmento 11 de CXCL1425
Fig. 32: La Fig. 31 muestra la secuencia de aminoácidos 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 un30
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

Descripción detallada de la invención

Identificación de receptor CXCL14 

Se sometió a ensayo el receptor MrgX2 en cuanto a la liberación de calcio intracelular dependiente de CXCL14. 35
Sorprendentemente, se observó 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 línea celular utilizada sobre-expresa MrgX2 en CHEM1 por expresión recombinante. CXCL14 no presenta
ninguna liberación del calcio significativa sobre células CHEM1 sin sobreexpresión de MrgX2 (tal como se muestra 
en la Fig. 8) en las mismas condiciones experimentales. Se calculó la EC50 de CXCL14 humana en CHEM1-MrgX2 40
como 5,7x10-07 M. CXCL14 de ratón presenta una liberación 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 liberación de calcio dependiente de la dosis en CHEM1-MrgX2, 
pero no en la línea 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 calculó la EC50 de PAMP sobre CHEM1-MrgX2 como 4.9x10-07 M. Asimismo, 45
se observó que CXCL14 es un antagonista del receptor acoplado a proteína G CXCR4.

Especificidad de CXCL14

Para caracterizar la especificidad de CXCL14 para la activación de MrgX2 se analizaron 3 péptidos (NPY, 
angiotensina II y galanina) en un ensayo de liberación de calcio a base de células con líneas celulares CHEM1-
MrgX2 y CHEM1. Ni NPY ni angiotensina II ni galanina presentaron una liberación de calcio dependiente de la dosis50
en ninguna de las dos líneas celulares de ensayo (tal como se muestra en la Fig. 11). Se pudo demostrar que
CXCL14 es un agonista específico de MrgX2.

Para confirmar la sobreexpresión de MrgX2 en células CHEM1-MrgX2 solamente, se llevó a cabo un análisis de 
QPCR de muestras de ARN total de ambas líneas 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 MrgX2. 55
Se pudo demostrar que CXCL14 es un agonista específico de MrgX2.
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Identificación 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 diseñaron, 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 líneas celulares CHEM1-MrgX2 y CHEM1 (control) utilizando 
una lectura a base de Fluo8 (como en el ejemplo 2). Sorprendentemente péptidos truncados con secuencias 5
definidas presentan actividad CXCL14 en MrgX2. Los péptidos 12 y 8 presentan únicamente una baja actividad (tal 
como se muestra en la Fig. 33).

Los péptidos a base de CXCL14 truncados tienen diferentes características en lo que se refiere a la farmacocinética, 
la actividad, la solubilidad u otras propiedades importantes para el tratamiento farmacológico o el desarrollo del 
fármaco. Los péptidos descritos o sus variantes podrían ser útiles para el tratamiento de enfermedades relacionadas 10
con CXCL14, MrgX2 o CXCR4 como cáncer, fibrosis pulmonar, infección, actividad bactericida, enfermedad renal, 
enfermedad de la mácula, colitis, angiogénesis, artritis, diabetes (metabolismo de la glucosa), asma, EPOC, embolia 
pulmonar, trastornos del SNC y enfermedades asociadas con la modulación de la ruta SDF1a-CXCR4, actividad de 
mastocitos, función o inflamación de ganglios radiculares posteriores. 

Dado que se describe CXCL14 como un inhibidor de la ruta SDF1-CXCR4 [40] los péptidos CXCL14 descritos 15
relacionados y sus variantes podrían utilizar como moduladores de dicha ruta.

Otra realización más de la divulgación 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, 10 y 11.
Una realización preferente de la divulgación es el péptido PKLQSTKRFIKWYNA (SEQ ID NO: 21) o una variante del 
mismo. Una realización preferente más de la divulgación es el péptido LQSTKRFIKWY (SEQ ID NO: 20) o una 20
variante del mismo. Una realización preferente más de la divulgación 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 útiles para la 
caracterización y análisis 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)25

Los receptores acoplados a proteína G (GPCR), también conocido como receptores de siete dominios de 
transmembrana, receptores 7TM, receptores heptahelicoidales, receptor de serpentina y receptores unidos a 
proteína G (GPLR) comprenden una gran familia de proteínas de receptores de transmembrana que detectan 
moléculas fuera de la célula y activan rutas de transducción de señal dentro y, finalmente, respuestas celulares. Los 
ligandos que se unen y activan estos receptores incluyen compuestos sensibles a la luz, olores, feromonas, 30
hormonas y neurotransmisores y varían en el tamaño desde moléculas pequeñas a péptidos y proteínas grandes. 
Los receptores acoplados a proteína G están relacionados con muchas enfermedades y también son la diana de 
aproximadamente un 40 % de todos los fármacos de la medicina moderna [8].

Existen dos rutas de transducción de señal principales en la que participan los receptores acoplados a proteína G: la 
ruta de señal cAMP y la ruta de señal fosfatidilinositol. Cuando se une un ligando a GPCR, provoca un cambio 35
conformacional en GPCR que da cabida a que actúe como factor de intercambio de nucleótido de guanina (GEF). 
GPCR puede activar una proteína G asociada intercambiando su GDP unida por GTP.  La subunidad α de la 
proteína G, junto con GTP unido, pueden disociarse entonces desde las subunidades β e y para seguir afectando a 
las proteínas de señalización intracelular o las proteínas funcionales diana que dependen directamente del tipo de 
subunidad α (Gαs, Gαi/o, Gαq/11, Gα12/13) [9].40

Recientemente, se ha descrito una gran familia de receptores acoplados a proteína G, denominados genes 
relacionados con Mas (Mrg), que se expresan selectivamente en neuronas sensoriales de diámetro 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 ortólogos humanos. La 
mayoría de los receptores MrgX humanos y rhesus presentaron una alta actividad constitutiva en un ensayo de 45
proliferación 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 Gq- y por Gi-, mientras que los receptores MrgX3 y MrgX4 
estimulan principalmente las rutas reguladas por Gq-. Los péptidos conocidos por activar los receptores MrgX1 y 50
MrgX2s humano activaron los receptores rhesus correspondientes en los ensayos de proliferación celular, los 
ensayos de movilización de Ca(2+) y los ensayos de unión a GTP-gammaS. 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 55
animal adecuado para explorar los papeles fisiológicos de los receptores MrgX [30]. MrgX2 sirve como receptor para 
el péptido antimicrobiano LL37 (CAMP) [29]. Se notifica que la línea celular de mastocitos humanos que expresa 
MRGX2, así como los mastocitos derivados de células madre pluripotentes, respondieron a LL37 (CAMP) para 
movilización y degranulación de Ca(2+) sostenida. En contraste, una línea celular de mastocitos inmaduros que 
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carecía de MRGX2 y una línea celular de mastocitos tratada con ARN horquillado corto (shRNA) contra MRGX2 no 
respondieron a LL37. La línea celular de mastocitos que expresa establemente MRGX2 respondió a LL37 por 
quimiotaxis, desgranulación y producción de CCL4. MRGX2 resistió a la fosforilación, desensibilización e 
internalización inducida por LL37.

En las Fig. 3 y 4 se dan las secuencias de MrgX2 humano (secuencia de aminoácidos y de nucleótidos5
respectivamente; SEQ ID NO: 3 y 4).

Enfermedades asociadas con MrgX2

Tal como se describe en la bibliografía, MrgX2 posiblemente esté asociado a enfermedades o trastornos como (pero 
sin limitarse a ellos): infecciones [29], inflamación [29, 31], enfermedades relacionadas con mastocitos [29], sistema 
inmune [32], cáncer [33] y nocicepción / dolor [34].10

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 peptídicos y no peptídicos [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 MrgX2.15

Mastocitos

Un mastocito (también conocido como célula cebada y labrocito) es una célula residente de diversos tipos de tejidos 
y contiene muchos gránulos ricos en histamina y heparina. Aunque, se los conoce sobre todo por su papel en 
alergia, inflamación y anafilaxis, los mastocitos desempeñan un importante papel protector también, ya que están 
íntimamente relacionados con la cicatrización de las heridas y la defensa contra patógenos. Los mastocitos tienen 20
un aspecto y una función muy similares a la de los basófilos, un tipo de glóbulo blanco. Sin embargo, no son iguales, 
ya que se derivan cada uno de ellos de diferentes líneas celulares. 

Los mastocitos (MC) tienen la característica única de ser células residentes del tejido embaladas con gránulos 
citoplásmicos llenos de mediadores preformados de naturaleza diversa, ricos en receptores superficiales que, tras la 
unión a ligando pueden inducir no solamente la rápida liberación de los mediadores almacenados, sino también la 25
síntesis de novo de metabolitos de ácido araquidónico y una serie de quimioquinas y citoquinas. Por lo tanto, 
desempeñan 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 más. Sin embargo, 
su localización estratégica y su potencial han demostrado claramente que los MC van más allá de la inflamación; 
son actores muy importantes también en las respuestas inmunes innatas y adaptativas, inflamación y cambios de 30
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 activación de mastocitos dentro de la inflamación, las rutas inmunes y el inicio de la 
remodelación de tejido. 

Enfermedades asociadas con mastocitos35

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

Enfermedades inmunológicas/neoplásicas: tumor cardinoide, feocromocitoma, alergia gastrointestinal primaria, 
síndrome hipereosinofílico, angioedema hereditario, vasculitis, linfoma Intestinal [39]

Trastornos gastrointestinales: gastritis por helicobacter, enteritis infecciosa, gastroenteritis eosinofílica, 40
infecciones parasitarias, enfermedad inflamatoria intestinal, enfermedad celiaca, intolerancia a la lactosa 
primaria, colitis microscópica, amiloídosis, obstrucciones intestinales por adhesiones, volvulus y otras razones, 
hepatitis, colelitiasis, hiperbilirubinemia hereditaria [39]

Trastornos endocrinos: Diabetes mellitus, tumores endocrinos pancreáticos, porfiria, trastornos de la glándula del 
tiroides, Morbus Fabry [39]45

Mastocitosis [44]

Trastorno o síndrome por activación de mastocito (MCAD) [45, 51]

Otros: filtración vascular [46], cardiomiopatía [47], fibrosis pulmonar idiopática [48], enfermedad mucosal [49], 
remodelación vascular [50], hipertensión arterial pulmonar [52],hipertensión pulmonar [58], alergia a fármacos [53], 
enfermedad autoinmune [54], fibrosis renal [55], cistitis intersticial [56], EPOC [57], asma [60], anafilaxis [61], 50
miocarditis [62], formación de aneurisma aórtico [63], sarcoidosis [64], fibrosis cística [65], enfermedades renales
[66], enfermedades inmunológicas de la piel [67], infarto de miocardio [68], síndromes coronarios agudos [69], 
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fibrosis hepática [70], esclerosis múltiple [71], artritis crónica y aguda [72], fibrosis cardiaca [73], insuficiencia 
cardíaca [74], cardiomiopatía [75], enfermedad vascular [76], cáncer [77], oftalmología [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 nódulo sobre una raíz dorsal de la médula que contiene cuerpos celulares de células 5
nerviosas (neuronas) que llevan señales desde los órganos sensoriales hacia el centro de integración apropiado. 
Los nervios que llevan señales hacia el sistema nervioso central (el cerebro o la médula espinal) son conocidos 
como nervios aferentes. Los ganglios radiculares dorsales participan en la transducción somatosensorial, 
mecanosensitiva y la nocicepción. La modulación de la actividad de MrgX2 mediada por CXCL14 debería tener 
efectos en las funciones del ganglio radicular posterior. La inhibición de la activación de MrgX2 dependiente de10
CXCL14 debería ser útil para el tratamiento de enfermedades relacionadas con la nocicepción y transducción
sensorial.

Descubrimiento de fármaco

El procedimiento de investigación de fármacos modernos ha invertido la estrategia farmacológica clásica. Hoy en 
día, los programas de investigación se inician sobre la base de una evidencia biológica que indica que un gen o 15
producto génico en particular es una diana valiosa para fármacos de molécula pequeña útiles para terapia. El 
proceso está concebido para identificar moduladores específicos de diana que carecen de varios efectos 
secundarios. Asimismo, permite establecer un procedimiento de descubrimiento de fármaco lineal partiendo de la 
identificación de la diana para suministrar finalmente las moléculas para desarrollo clínico. Un elemento central es el 
descubrimiento de cabezas de serie a través de un cribado de alto rendimiento de colecciones de compuestos20
corporativas completas. La investigación farmacológica en la mayoría de los centros está organizada en fases por 
separado que en conjunto construyen una “cadena de valor” con la que se desarrollan programas de descubrimiento 
para obtener finalmente fármacos como candidatos de ensayos clínicos.  

Hoy en día, los investigadores disponen de un gran arsenal de tecnologías en la industria y los centros académicos 
para generar datos que corroboran asociación funcional entre un gen determinado y una patología. Las grandes 25
empresas farmacéuticas cuentan normalmente con grupos especializados que se dedican a la biología de diana. La 
generación de una hipotética asociación con enfermedades suele ir seguida con frecuencia de una serie de 
experimentos diseñados para validar una vez más la hipótesis inicial. En muchos casos, se han implementado 
tecnologías de alto rendimiento como PCR en tiempo real, en las que se usan sistemas de detección TaqMan para 
explorar sistemáticamente genes con patrones de expresión de interés o regulación significativa en una patología 30
pertinente. Como resultado, la mayoría de las empresas han establecido bases de datos bioinformáticas completas 
que contienen datos de expresión y biología molecular. Dichos datos se complementan además con la información 
derivada de estudios genéricos y de población y animales transgénicos. La introducción de tecnología ARNi marca 
otro avance tecnológico empleado para la identificación de dianas y la validación in vitro y en animales de 
laboratorio. Tras la secuenciación y publicación del genoma humano en 2001, el catálogo de posibles candidatos 35
diana es de dominio público. Sin embargo, todavía no está clara lo que se comprende sobre la función génica y su 
potencial relevancia para el tratamiento de enfermedades. 

Una vez realizada una evaluación técnica de la “candidatura a fármaco” de las dianas [1], se desarrollan la 
probabilidad de identificar moduladores de molécula pequeña y ensayos específicos de la diana de viabilidad técnica 
para sondear la colección de compuestos corporativos en cuanto a cabezas de serie valiosas. El descubrimiento de 40
nuevos fármacos 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 inversión para 
extender sus registros de compuestos y ha establecido recursos de cribado apropiados para manejar grandes 
números de compuestos dentro de un período de tiempo razonable.  El “cribado de alto rendimiento” (HTS) comenzó 
aproximadamente hace una década con la introducción de la automatización de laboratorio para manejar diferentes 45
etapas de ensayo llevadas a cabo normalmente en placas de microtitulación. Las tecnologías HTS durante la última 
década han sido testigo de un notable desarrollo. Las tecnologías de ensayo han avanzado para proporcionar una 
gran variedad de varios formatos de ensayo bioquímicos y a base de células para un gran espectro de clases de 
diana pertinentes para enfermedad [2]. Paralelamente, la mayor miniaturización de los volúmenes de ensayo y la 
paralelización de los tratamientos han aumentado aún más el rendimiento de los ensayos. Por ejemplo, es posible 50
realizar HTS enteramente en placas de 1536 pocillos con volúmenes de ensayo comprendidos entre 5 y 10 µl. Este 
vehículo de ensayo junto con sistemas robóticos totalmente automatizados permite analizar más de 200.000 
compuestos al día. 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 tecnologías de cribado han 
tenido como resultado una clara ventaja en el descubrimiento de nuevos fármacos especialmente para dianas que 55
en el pasado tenían escasas posibilidades de ser candidato a fármaco con un historial insuficiente. Por otra parte, el 
tamaño y la composición de la biblioteca de compuestos en gran medida patentados por la empresa facilitan la 
identificación nuevos fármacos que proporcionen un camino más sencillo para establecer la propiedad intelectual 
sobre la composición en cuestión [3]. Se realizan esfuerzos de forma habitual para identificar anticuerpos, p.ej., a 
través de tecnología de despliegue de fagos.  60

E14729929
07-02-2018ES 2 659 184 T3

 



8

Compuestos de ensayo

Los compuestos de ensayo adecuados para su uso en los ensayos de cribado de la invención 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 biológicas, bibliotecas en fase sólida o solución paralelas 5
espacialmente direccionables; métodos de bibliotecas sintéticas que requieren desconvolución; método de biblioteca 
de “una perla un compuesto”; y métodos de biblioteca de síntesis utilizando selección por cromatografía de afinidad. 
El enfoque de biblioteca biológica está limitado a bibliotecas de péptidos, mientras que los otros cuatro enfoques se 
pueden aplicar a bibliotecas de compuestos de péptido, oligómero no peptídico o molécula pequeña. [Lam, (1997)]. 
En la técnica se pueden encontrar ejemplos de métodos de síntesis de bibliotecas moleculares. Las bibliotecas de 10
compuestos pueden presentarse en solución o en perlas, bacterias, esporas, plásmidos o fagos. 

Ensayos de unión

Para los ensayos de unión, preferentemente, el compuesto de ensayo es una molécula pequeña que se une y que 
ocupa un sitio activo de un polipéptido receptor Mrg, en virtud de lo cual queda inaccesible el sitio de unión a
CXCL14 al sustrato, tal que se impide la actividad biológica normal. Entre los ejemplos de dichas moléculas 15
pequeñas se incluyen, pero sin limitarse a ellas, péptidos pequeños o moléculas de tipo péptido. En los ensayos de 
unión, el compuesto de ensayo o el receptor Mrg o el polipéptido CXCL14 pueden comprender un marcador 
detectable, como por ejemplo un marcador fluorescente, radioisotópico, quimioluminiscente o enzimático, como 
peroxidasa de rábano picante, fosfatasa alcalina o luciferasa. La detección de un compuesto de ensayo que está 
unido al receptor Mrg puede llevarse a cabo entonces, por ejemplo, por recuento directo de radioemisión, por 20
recuento por centelleó o determinando la conversión de una sustancia apropiada aun producto detectable. 
Alternativamente, la unión de CXCL14 al polipéptido receptor Mrg puede determinarse sin marcar ninguno de los 
interactuantes. Por ejemplo, se puede utilizar un microfisiómetro para detectar la unión de un polipéptido CXCL14 
con un receptor Mrg en presencia o ausencia de un compuesto de ensayo. Un microfisiómetro (p.ej. Cytosensor™) 
es un instrumento de análisis que mide el índice en el que la célula acidifica su entorno utilizando un sensor 25
potenciométrico direccionable por luz (LAPS). Los cambios en el índice de acidificación pueden utilizare como 
indicador de la interacción entre el polipéptido CXCL14 con el receptor Mrg en presencia o ausencia de un 
compuesto de ensayo [Haseloff, (1988)].
La determinación 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 tecnología como por ejemplo Análisis de Interacción 30
Biomolecular en tiempo real (BIA) [McConnell, (1992); Sjolander, (1991)]. BIA es una tecnología para estudiar 
interacciones bioespecíficas en tiempo real sin marcar ninguno de los interactuantes (p.ej. BIAcoreTM). Se pueden 
emplear los cambios en la resonancia de plasmón superficial de fenómenos ópticos (SPR) como indicación de las 
reacciones en tiempo real entre moléculas biológicas. 

Los agonistas de un receptor Mrg son moléculas que, cuando se unen al receptor Mrg, aumentan o prolongan la 35
actividad de un receptor Mrg. Los agonistas de un receptor Mrg incluyen proteínas, ácidos nucleicos, hidratos de 
carbono, moléculas pequeñas 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 duración de la actividad de un 
receptor Mrg estimulado por un ligando, preferentemente un polipéptido CXCL14. Los antagonistas incluyen 
proteínas, ácidos nucleicos, hidratos de carbono, anticuerpos, moléculas pequeñas o cualquier otra molécula que 40
disminuye la actividad de un receptor Mrg. Un antagonista preferente de la divulgación es un antagonista de la 
activación de MrgX2 humano a través del polipéptido humano CXCL14. Un antagonista más preferente aún es dicho 
antagonista que no es un antagonista de la activación de MrgX2 humano a través de otro agonista de MrgX2. Esto 
permite interferir específicamente con la activación mediada por el polipéptido humano CXCL14 humano de MrgX2 
humano. Preferentemente, dicho antagonista no interfiere con la activación de MrgX2 mediada por LL37, PAMP, 45
corticostatina 14, BAM22 o morfina. 
La presente invención es particularmente útil para el cribado de compuestos terapéuticos mediante el uso de MrgX2 
y CXCL14 en una cualquiera entre una variedad de técnicas de cribado de fármacos. Dado que MrgX2 es un 
receptor acoplado a proteína 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 50
acoplado a proteína G como MrgX2 puede medirse aplicando uno cualquiera entre una variedad de ensayos 
funcionales apropiados en los que la activación del receptor tiene como resultado un cambio observable en el nivel 
de algún sistema de segundo mensajero como adeniliato ciclasa, guanililciclasa, movilización del calcio o hidrólisis 
de fosfolípidos de inositol. Alternativamente, el polipéptido o fragmento empleado en dicho ensayo o bien se 
encuentra libre en la solución o bien está fijado a un soporte sólido o está soportado sobre una superficie celular o 55
está localizado intracelularmente. En un procedimiento de cribado de fármacos se emplean células huésped 
eucariotas o procariotas que se transforman establemente con ácidos nucleicos recombinantes que expresan el 
polipéptido o fragmento. Se criban los fármacos frente a dichas células transformadas en ensayos de unión 
competitiva. Dichas células, ya sea en forma viable o fija, se utilizan para ensayos de unión convencionales. Se mide 
por ejemplo la formación de complejos entre MrgX2 y CXCL14 dependiente del agente que se está analizando. 60
Alternativamente, se examina la disminución en la formación de complejo entre MrgX2 y CXCL14 dependiente del 
agente que se está analizando. 
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Diferencias entre especies

Se aisló CXCL14 (originalmente identificado como BRAK, BMAC o Mip-2a) como un gen cuya expresión se pierde o 
se regula a la baja en varias líneas celulares de cáncer humano y especímenes de tumor. El precursor de 99 restos 
de aminoácidos de CXCL14 tiene un péptido de señal de 22 aminoácidos que se escinde para producir una proteína 
madura de 77 aminoácidos. El peso molecular calculado de la proteína CXCL14 humana es 9,4 kDa con un punto 5
isoeléctrico de 10.3. CXCL14 humano y murino difieren tan solo en dos restos de aminoácidos. La composición de 
aminoácidos 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 proteína G denominados genes 
relacionados con Mas (Mrg). El número de receptores descrito para cada subfamilia depende de la especie. 
Especialmente en ratón y en rata, se ha descrito un gran número de miembros de la familia MrgX, si bien no están 10
bien caracterizados. 

Quimioquinas en mastocitos

Además de su papel como centinelas en el reconocimiento de patógenos, los mastocitos (de tipo plaquetas) son 
capaces de comunicarse con células inmunes facilitando el reclutamiento de leucocitos al sitio de infección. De 
hecho, los mastocitos son capaces de producir diferentes quimioquinas incluyendo CCL4, CXCL8 o CCL11 que 15
facilitan el reclutamiento de linfocitos T CD8+, eosinófilos y linfocitos citolíticos naturales, respectivamente [5]. 
CCL3/MIP-1a y CCL4/MIP-1b pueden iniciar diversas respuestas celulares que regulan la inflamación tanto aguda 
como crónica a través de su interacción con CCR1 y CCR5. Por otra parte, se utiliza CCL4 unido a proteoglicano 
para activar e inducir eficazmente la adhesión de linfocitos en la circulación para su extravasación a través del 
endotelio del nódulo linfático. Las estructuras cuaternarias de CCL3 y CCl4 son decisivas por su actividad biológica. 20
La liberación continua y lenta de monómeros desde el polímero lleva a un gradiente superficial con un gradiente 
prolongado y eficaz para el reclutamiento de leucocitos. Se ha encontrado CXCL8/interleuquina-8/IL8 en gránulos 
intracelulares de los mastocitos de la piel y líneas celulares de mastocitos. [6]. Recientemente, se sabe que la 
síntesis 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 línea celular de mastocitos HMC-1. CXCL8 liberado por los mastocitos está 25
relacionado con la quimiotaxis selectiva de linfocitos citolíticos naturales que expresan CXCR1. CXCL8 induce 
también el desplazamiento de neutrófilos y la activación de receptores acoplados a proteína G en su superficie, 
concretamente CXCR1 y CXCR2 humanos. Durante la inflamación, se produce CXCL8 y se presenta a la superficie 
endotelial en asociación con GAG. Por otra parte, esta quimioquina está entre las más importantes en el 
reclutamiento de células inflamatorias, sobre todo neutrófilos, en EPOC y enfermedad pulmonar [4]. Hasta el 30
momento, no se ha descrito el impacto o la función de CXCL14 sobre los mastocitos o la activación de mastocitos. 

Activación de mastocitos

En la bibliografía se han descrito diferentes procedimientos para determinar la activación de mastocitos [59]. La 
mayoría de los procedimientos se basan en la determinación de los niveles de proteína liberada o los cambios 
transcripcionales. 35

Red CXCL14 y asociaciones de ruta

CXCL14 forma parte de una red de receptores que están relacionados con diferentes procesos fisiológicos. Aparte 
de la actividad antimicrobiana de CXCL14, el efecto de CXCL14 sobre la actividad celular está mediado por la 
modulación 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. 40

Sorprendentemente, los autores de la invención han identificado MrgX2 como el receptor de CXCL14. La 
modulación de la actividad de MrgX2 a través de la inhibición de la activación o unión de receptor dependiente de 
CXCL14 lleva a una modulación de la activación de receptor dependiente de ligandos u otros agonistas de MrgX2 
conocidos. La inhibición de la actividad de MrgX2 dependiente de CXCL14 debería conducir a la modulación de la 
activación de células mediadas por MrgX2 de mastocitos, macrófagos, monocitos o fibroblastos (pero sin limitarse a 45
ellos). El papel de la activación de dichas líneas celulares en diferentes enfermedades está descrito en la 
bibliografía. 

Debe ser razonable que la inhibición de la actividad de MrgX2 dependiente de CXCL14 sirva para el tratamiento 
dichas enfermedades. La inhibición 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 50
LL37). El mantenimiento de las rutas antimicrobianas CXCL14/LL37/defensina debería 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 55
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polipéptido CXCL14,

b. detectar la unión 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 unión de un polipéptido CXCL14 con dicho polipéptido receptor Mrg en ausencia de dicho5
compuesto de ensayo. En una realización aún más preferente, el procedimiento comprende además una 
etapa e, en la que se determina un antagonista sobre la base de la diferencia de unión del polipéptido 
CXCL14 de la etapa b. y d. Se determina un antagonista cuando la unión 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 de10

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 realización más preferente aún, el procedimiento comprende además 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 15
inferior que en la etapa a.

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

4. Un procedimiento de acuerdo con realización 3, en el que el agonista de MrgX2 está comprendido en el grupo 
de agonistas que consiste en LL37, PAMP, BAM22, cortistatina 17, somatostatina, isoformos de somatostatina, 20
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 más aminoácidos de un polipéptido CXCL14 por 
otro aminoácido de origen natural o no natural, y

b. determinar la actividad de un polipéptido receptor Mrg en presencia de una variante CXCL14.25

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 realización más preferente, MrgX2 humano está representado en la SEQ ID NO: 3. En otra
realización MrgX2 humano puede variar en una o más posiciones de aminoácido de la SEQ ID NO: 3 siempre y 
cuando la molécula tenga actividad MrgX2.30

8. El procedimiento de una cualquiera de las realizaciones anteriores, en el que el polipéptido CXCL14 es
polipéptido CXCL14 humano. En otra realización más preferente, el CXCL14 humano está representado en la 
SEQ ID NO: 1. En otra realización CXCL14 humano puede variar en una o más posiciones de aminoácido 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 35
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 o40
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 sólido.45

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

Ejemplo 1

Análisis de expresión (QPCR)

Para la cuantificación relativa de los niveles de ARNm MrgX2 en células Chem1, se aplicó un ensayo de PCR en 
tiempo real TaqMan™ sobre LC480 (Roche, Mannheim, Alemania) de acuerdo con los protocolos del fabricante. Se 5
llevó a cabo ADNc de acuerdo con el protocolo de los fabricantes con transcriptasa inversa Omniscript (Qiagen, 
Hilden, Alemania) en el tampón suministrado más 9,5 µM cebador hexámero aleatorio, 0,5 mM por dNTP y 
RNaseOUT™ (Invitrogen). Una mezcla de reacción PCR (25 µl), además de ADNc, tuvo un contenido de 0,2 µM por 
cebador de amplificación y 0,2 µM sonda marcada con FAM™/TAMRA™ y mezcla de reacción TaqMan. Se ajustó el 
protocolo térmico a 2 min a 50 °C, seguido de 10 min a 95 °C, seguido de 40 ciclos de 15 s a 95 °C y 1 min a 60 °C. 10
Para normalizar la cantidad de ADNc por ensayo, se midió en paralelo la expresión de L32. A continuación, se 
calculó la expresión relativa de MrgX2 utilizando los valores de expresión normalizada a L32 (RL32 humano).

Ejemplo 2

Determinación de activación de mastocitos

Para determinar la actividad de β-hexosaminidasa en células MC/9 o mastocitos, se desgranularon las células en 15
HEPES-Tyrode suplementado con 0,1 % de BSA desprovisto de ácido graso. Se añadieron 50 µl de sobrenadante a 
50 µl de 2 mM 4-nitrofenil N-acetil-b-D-glucosaminida en 0,2 M citrato (pH 4,5) y se incubó a 37 °C durante 2 horas. 
Tras la adición de 150 µl de 1 M Tris (pH 9,0), se midió la absorbancia a 405 nm. Para medir la liberación de 
quimasa y triptasa tras la desgranulación, se añadieron 50 µl 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 20
100 U/ml de heparina. Al cabo de 2 horas (triptasa) o 48 horas (quimasa) a 37 °C, se midió OD405. Se midieron los 
niveles de histamina y VEGF con ELISA de histamina (Neogen, Lansing, MI) y ELISA de VEGF (Biosource, Etten-
Leur, Los Países 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 liberación total en cada ensayo y se utilizó 
como control sobrenadante de mastocitos sin desgranular. [81].25

Ejemplo 3

Ensayo Fluo8 

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

Ejemplo 335

Cultivo celular

Las líneas celulares utilizadas CHEM1 y CHEM1-MrgX2 son líneas 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 40

El receptor CXCR4 es un receptor de quimioquina y pertenece a la familia de receptores acoplados a proteína 
G(GPCR). Su único ligando endógeno conocido es factor derivado de célula estromales 1 (SDF-la). CXCR4 es un 
receptor acoplado a Gi. Su activación lleva a una disminución de cAMP intracelular, de la que se puede llevar un 
seguimiento por la expresión de luciferasa regulada por elemento sensible a cAMP recombinante (CRE). Para la 
caracterización de moduladores de la actividad de CXCR4, se establecieron líneas celulares estables que expresan 45
CXCR4 y vector informador CRE-luciferasa. Se incubaron las células con forscolina a una concentración de 0,5 µM, 
SDF-1a (a 20 nM) y el compuesto de ensayo durante 4h en condiciones normales de cultivo de células. Se añadió 
sustrato de luciferasa y se midió la luminiscencia durante 60 segundos. 
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Bayer Pharma AG

<120> Moduladores de receptor Mrg20

<130> BHC 13 1 026

<160> 11
25

<170> PatentIn versión 3.5

<210> 1 
<211> 77 
<212> PRT 30
<213> Homo sapiens

<400> 1

35

<210> 2 
<211> 1989 
<212> ADN 
<213> Homo sapiens40

<400> 2

E14729929
07-02-2018ES 2 659 184 T3

 



14

E14729929
07-02-2018ES 2 659 184 T3

 



15

<210> 3 
<211> 330 
<212> PRT 5
<213> Homo sapiens

<400> 3
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<210> 4 
<211> 2131 
<212> ADN 5
<213> Homo sapiens
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<210> 5 
<211> 21 
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223> Cebador

10
<400> 5
caggaacgcc ttctctgtct a 21

<210>6 
<211> 18 15
<212> ADN
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223> Cebador20

<400> 6
cgtcctcagc ctggccgg 18

<210>7 25
<211> 20 
<212> ADN
<213> Secuencia artificial 

<220>30
<223> Cebador

<400>7
tggaagcaga ggaagaggaa 20
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<210> 8 
<211> 20 
<212> ADN
<213> Secuencia artificial 

5
<220>
<223> Cebador

<400> 8
aagttcatcc ggcaccagtc 2010

<210>9 
<211> 22 
<212> ADN
<213> Secuencia artificial 15

<220>
<223> Cebador

<400> 920
cccagaggca ttgacaacag gg 22

<210> 10 
<211>21 
<212> ADN25
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223> Cebador

30
<400> 10
tggcccttga atcttctacg a 21

<210> 11
<211> 9935
<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 11
40
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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 unión de un polipéptido CXCL14 con dicho polipéptido receptor Mrg en presencia de dicho 5
compuesto de ensayo,
c. poner en contacto el CXCL14 con un polipéptido receptor Mrg en ausencia de dicho compuesto de ensayo, 
d. detectar la unión 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 10

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 además la actividad 
o unión de un agonista de MrgX2 en presencia o ausencia de dicho compuesto de ensayo.15

4. El procedimiento de acuerdo con la reivindicación 3, en el que el agonista de MrgX2 está 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 más aminoácidos de un polipéptido CXCL14 por otro20
aminoácido 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 MrgX2.

7. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el receptor Mrg es MrgX2
humano.25

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 está 
representado en la SEQ ID NO: 1.

30
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