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Beschreibung
GEBIET DER ERFINDUNG

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft Nucleinsaure- und Aminosauresequenzen, die fiir einen Rezeptor fir
Vanilloidverbindung kodieren, und Polyeptide, die mit solchen Vanilloid-Verbindungsrezeptoren verwandt sind,
sowie die Verwendung dieser Sequenzen bei der Diagnose, der Untersuchung und Behandlung von Krankhei-
ten.

HINTERGRUND DER ERFINDUNG

[0002] Es treten Schmerzen auf, wenn die peripheren Enden einer bestimmten Gruppe von sensorischen
Neuronen — die so genannten Nozizeptoren — durch schadliche chemische, mechanische oder thermische Rei-
ze aktiviert werde. Diese Neuronen, deren Zellkérper in verschiedenen Spinalganglien positioniert sind, Gber-
tragen Informationen tber Gewebeschadigung an die Schmerz verarbeitenden Zentren im Rickenmark und
Gehirn (Fields Pain (McCraw-Hill, New York, 1987)). Nozizeptoren sind teilweise durch ihre Sensitivitadt gegen-
Uber Capsaicin, einem naturlichen Produkt der Capsicum-Pfefferschote, gekennzeichnet, das der Wirkstoff
vieler scharfer Nahrungsmittel ist. In Sdugetieren fihrt Kontakt mit Nozizeptor-Enden anfanglich zur Wahrneh-
mung von Schmerz und zur lokalen Freisetzung von Neurotransmittern. Bei langerer Exposition werden diese
Enden gegenlber Capsaicin und anderen schéadlichen Reizen unempfindlich (Szolcsanyi, Capsaicin in the
Study of Pain (Wood, Hg.), S. 255-272 (Academic Press, London, 1993)). Dieses Phanomen der Nozizep-
tor-Desensibilisierung liegt der anscheinend paradoxen Verwendung von Capsaicin als Analgetikum zur Be-
handlung von Schmerzzustédnden zugrunde, die von viralen und diabetischen Neuropathien bis zu rheumato-
ider Arthritis reichen (Campbell, Capsaicin and the Study of Pain (Wood, Hg.), S. 255-272 (Academic Press,
London, 1993); Szallasi et al., Pain 68, 195-208 (1996)). Wahrend ein Teil dieser reduzierten Sensitivitat ge-
geniber schadlichen Reizen auf reversible Veranderungen des Nozizeptors schlieRen lassen kann, z. B. auf
ein Schwinden entzindlicher Mediatoren, kann der langfristige Verlust des Reaktionsvermdégens durch die Zer-
stdérung des Nozizeptors oder seiner peripheren Enden nach Capsaicin-Exposition erklart werden (Jancso et
al., Nature 270, 741-743 (1977); Szolcsanyi, s. 0.).

[0003] Man macht sich die Fahigkeit, auf Capsaicin zu reagieren, zunutze, um sensorische afferente Fasern
zu definieren, die Signale als Reaktion auf schadliche Reize lGbertragen (chemische, thermische und mecha-
nische Reize); der genaue Wirkmechanismus ist jedoch unbekannt. Elektrophysiologische Studien (Bevan et
al. Trends Pharmacol. Sci. 11, 330-333 (1990); Oh et al., J. Neurosciene 16, 1659-1667 (1996)) und bioche-
mische Studien (Wood et al., J. Neuroscience 8, 3208-3220 (1988)) belegten, dass Capsaicin Nozizeptoren
anregt, indem die Plasmamembran-Leitfahigkeit durch Bildung oder Aktivierung nichtselektiver Kationenkana-
le erhéht wird. Wahrend es die hydrophobe Beschaffenheit von Capsaicin schwierig machte, die Moglichkeit
auszuschlielRen, dass seine Wirkungsweise durch direkte Stérung von Membranlipiden mediiert wird (Feigin
et al. Neuroreport 6, 2134-2136 (1995)), gilt es aufgrund von Beobachtungen, dass Capsaicin-Derivate Struk-
tur-Funktions-Beziehungen aufweisen und dosisabhdngige Reaktionen hervorrufen, als allgemein anerkannt,
dass diese Verbindung als spezifische Rezeptorstelle auf oder innerhalb von sensorischen Neuronen dient
(Szolcsany et al., Drug Res. 25, 1877-1881 (1975); Szolcsany et al. Drug Res. 2, 33-37 (1976)). Die Entwick-
lung von Capsazepin, einem kompetitiven Capsaicin-Antagonisten (Bevan et al., Br. J. Pharmacol. 107,
544-552 (1992)) und die Entdeckung von Resiniferatoxin, einem ultrawirksamen Capsaicin-Analog aus Eu-
phorbia-Pflanzen, das die Zell-Wirkmechanismen von Capsaicin imitiert (deVries et al. Life Sci. 44, 711-715
(1989); Szallasi et al., Neurosciene 30, 515-520 (1989)), legen nahe, dass Capsaicin seine Wirkungen durch
einen Rezeptor mediiert. Die hanomolare Wirksamkeit von Resiniferatoxin erleichterte seine Verwendung als
hochaffiner Radioligand, um sattigungsfahige Capsaicin- und Capsazepin-sensitive Bindungsstellen auf Nozi-
zeptoren zu viasualisieren (Szallasi, Gen. Pharmac. 25, 223- 243 (1994)). Da eine Vanilloidgruppe eine essen-
zielle strukturelle Komponente von Capsaicin und Resiniferatoxin darstellt, wurde die vorgeschlagene Wir-
kungsstelle dieser Verbindungen im Allgemeinen als Vanilloidrezeptor bezeichnet (Szallasi, 1994, s. 0.). Die
Wirkung von Capsaicin, Resiniferatoxin und dem Antagonisten Capsazepin wurden unter Verwendung prima-
rer neuronaler Kulturen physiologisch charakterisiert (siehe z. B. Szolcsanyi, Actions of Capsaicin on Sensory
Receptors; Bevan et al., Cellular Mechanisms of the Action of Capsaicin; und James et al., The Capsaicin Re-
ceptor; alle in: Capsaicin in the Study of Pain; 1993 Academic Press Limited, S. 1- 26, 27-44 bzw. 83-104);
Bevan et al. 1990, s. 0.).

[0004] Die analgetischen Eigenschaften von Capsaicin und Capsaicinoiden sind bezlglich ihres Einsatzes
zur Behandlung von Schmerz und Entziindung in einer Reihe von Stérungen von groflem Interesse (siehe z.
B. Fusco et al., Drugs 53, 909-914 (1997); Towheed et al., Semin. Arthritis Rheum. 26, 755-770 (1997); Ap-
pendino et al., Life Sci. 60, 681-696 (1997) (die Autoren beschreiben die Aktivitaten und die Anwendung von
Resiniferatoxin); Campbell et al., Clinical Applications of Capsaicin and Its Analogues, in: Capsaicin in the Stu-
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dy of Pain 1993, Academic Press, S. 255-272). Obwoh| Capsaicin und damit verwandte Verbindungen die
Wahrnehmung von Schmerz hervorrufen, Hyperalgesie auslésen, autonome Reflexe (z. B. Veranderungen
des Blutdrucks) aktivieren und die Freisetzung von Peptiden und anderen mutmalfilichen Transmittern von Ner-
venenden hervorrufen kdnnen (z. B. um Bronchienkonstriktion und Entziindung zu induzieren), fihrt die lan-
gere Exposition sensorischer Neuronen gegenlber diesen Verbindungen zur Desensibilisierung der Neuronen
bezlglich mehrerer Modalitaten schadlicher sensorischer Reize, ohne die normale mechanische Sensitivitat
oder motorische Funktion zu beeintrachtigen oder das Zentralnervensystem zu schwéachen. Dieses Phanomen
macht die Capsaicine und verwandte Verbindungen in Bezug auf ihren potenziellen therapeutischen Nutzen
S0 interessant.

[0005] Trotz des grofien Interesses an Capsaicin und damit verwandten Verbindungen sowie an ihren Wir-
kungen auf sensorische afferente Fasern, wurden der bzw. die Rezeptoren, durch die diese Verbindungen ihre
Wirkungen mediieren, bislang weder isoliert noch molekularer Charakterisierung unterzogen. Dies erschwerte
die Entwicklung leistungsstarker und vielseitiger Systeme zum Screenen oder Charakterisieren neuartiger Re-
zeptor-bindender Verbindungen oder zum Identifizieren endogener, aus Gewebe abgeleiteter Mediatoren von
Schmerz und/oder Entziindung. Die einzige bislang zur Verfligung stehende Méglichkeit, die Aktivitat von Ver-
bindungen als Capsaicinrezeptor-Agonisten oder -Antagonisten zu beurteilen, ist die Untersuchung ihres Ein-
flusses auf sensorische Neuronen in Kultur oder in intakten Tieren. Die vorliegende Erfindung méchte dieses
Problem lésen.

ZUSAMMENFASSUNG DER ERFINDUNG

[0006] Die vorliegende Erfindung betrifft Vanailloidrezeptor-Polypeptide und mit Vanilloidrezeptor verwandte
Polypeptide, genauer gesagt mit Capsaicinrezeptor verwandte Polypeptide, sowie Nucleotidsequenzen, die fir
mit Capsaicinrezeptor verwandte Polypeptide kodieren. In damit in Zusammenhang stehenden Aspekten be-
trifft die Erfindung Expressionsvektoren und Wirtszellen, die Polynucleotide umfassen, die fiir mit Capsaicinre-
zeptor verwandtes Polypeptid kodieren. In anderen Aspekten betrifft die Erfindung transgene Tiere mit veran-
derter Capsaicinrezeptor-verwandter Expression, z. B. infolge der Gegenwart einer Polynucleotidsequenz, die
fir modifizierten Capsaicinrezeptor oder jenen der exogenen Wildform kodiert. Die vorliegende Erfindung be-
zieht sich ferner auf Antikdrper, die sich spezifisch an Capsaicinrezeptor-verwandtes Polypeptid binden, und
auf Verfahren zur Produktion von Capsaicinrezeptor-verwandten Polypeptiden.

[0007] In einem Aspekt betrifft die Erfindung ein Verfahren zum Identifizieren von Verbindungen, die sich an
ein Capsaicinrezeptor-verwandtes Polypeptid binden, vorzugsweise eine Verbindung, die ein Capsaicinrezep-
tor-verwandtes Polypeptid bindet und eine Zellreaktion ausldst, die mit Capsaicinrezeptor-verwandter biologi-
scher Aktivitat assoziiert ist (z. B. intrazellularer Calciumfluss).

[0008] In einem weiteren Aspekt betrifft die Erfindung ein Verfahren zum Detektieren einer Vanilloidverbin-
dung in einer Probe, worin die Vanilloidverbindung Aktivitat beim Binden von Capsaicinrezeptor-Polypeptid be-
sitzt, mittels In-Kontakt-Bringen einer Probe, die vermutlich eine Vanilloidverbindung enthalt, mit einer Zelle (z.
B. einem Oozyten wie etwa einem Amphibienoozyten oder einer Saugetierzelle), die ein Capsaicinrezep-
tor-Polypeptid exprimiert, und Detektieren einer Veranderung der Zellreaktion, die mit Capsaicinrezeptor-ver-
wandter Aktivitat in der Capsaicinrezeptor exprimierenden Wirtszelle assoziiert ist. Vorzugsweise ist die mit
Capsaicinrezeptor-Aktivitat assoz erte Zellreaktion eine Anderung des intrazellularen Calciumspiegels in der
Capsaicinrezeptor exprimierenden Wirtszelle. Das Verfahren kann zum Detektieren von Vanilloidverbindungen
in Proben aus natlrlichen Produkten (z. B. natirlichen Produktextrakten) oder zum Screenen von potenzieller
Verbindungen zur Verwendung als Analgetika (z. B. Vanilloidanaloge, therapeutische Antikérper, Anti-Sen-
se-Oligonucleotide, fur Capsaicinrezeptor kodierende Nucleotide fur die Genersatz-Therapie), Geschmacks-
verstarker usw. dienen.

[0009] Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft die Verwendung von mit Capsaicinrezeptor verwandten Po-
lypeptiden und spezifischen Antikérpern dagegen zur Diagnose und Behandlung menschlicher Krankheit und
von Schmerzsyndromen.

[0010] In einem zusatzlichen Aspekt bezieht sich die Erfindung auf transgene nichthumane Saugetiere, die
ein fir Capsaicinrezeptor kodierendes Transgen exprimieren, sowie auf den Einsatz eines solchen transgenen
Saugetiers beim Screenen von Kandidaten fir mit Capsaicinrezeptor verwandten Agonisten- und Antagonis-
tenverbindungen.

[0011] Ein Hauptziel der Erfindung ist die Bereitstellung isolierter Polynucleotide zur Verwendung bei der Ex-
pression von mit Capsaicinrezeptor verwandten Polypeptiden (z. B. in einer rekombinanten Wirtszelle oder in
einer Zielzelle im Rahmen von Organochemotherapie) sowie zur ldentifikation von mit Capsaicinrezeptor ver-
wandten Bindungsverbindungen (insbesondere jener Verbindungen, die Capsaicinrezeptor-verwandte Media-
tionsaktivitat beeinflussen).

[0012] Es folgt eine ausfihrliche Beschreibung der Erfindung.
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KURZBESCHREIBUNG DER ABBILDUNGEN

[0013] Fig. 1A zeigt die mutmalllichen Domanen, die in der Capsaicinrezeptor-Aminosauresequenz vorhan-
den sind. Leere Kastchen identifizieren Ankyrin-Wiederholungsdomanen; nach rechts schraffierte Kastchen
stehen fir die vorhergesagten transmembranen Domanen; und die nach links schraffierten Kastchen kenn-
zeichnen eine magliche Poren-Loop-Region. Die Punkte identifizieren Kinase A-Phosphorylierungsstellen.
[0014] Fig. 1B veranschaulicht die vorhergesagte Membranentopologie und Domanenstruktur des Capsai-
cinrezeptors. Nicht ausgefullte und mit ,A" markierte Kreise kennzeichnen Ankyrindomanen; Zylinder stehen
fur transmembrane Domanen; und die doppelt unterstrichene Flache kennzeichnet eine mdgliche Po-
ren-Loop-Region. ,i" und ,0" stehen flr das Innen- bzw. Auflenmembranblattchen.

[0015] Fig. 1C zeigt die Ausrichtung des Capsaicinrezeptors VR1 mit verwandten Sequenzen. Identische
Reste befinden sich in quer schraffierten Kastchen, konservative Substitutionen in einzeln unterstrichenen
Kastchen.

[0016] Fig. 2 ist eine Stromspur der Vollzellen-Spannungsklemmen-Analyse von Capsaicinrezeptor-expri-
mierenden HEK293-Zellen.

[0017] Fig. 3 ist ein Graph der Spannungsschritte (400 ms) von =100 mV auf +100 mV fir die in Fig. 2 ge-
zeigten Daten.

[0018] Fig. 4 ist ein Graph, der in Bezug auf die Daten von Fig. 3 die Strom-Spannungs-Beziehung veran-
schaulicht.

[0019] Fig. 5 ist ein Graph der Spannung, die Gber Membranen rekombinanter Capsaicinrezeptor exprimie-
render Zellen erzeugt wird, wenn sie Capsaicin ausgesetzt und unter Bedingungen variierender ionischer Zu-
sammensetzungen getestet werden. a = NaCl; b = KCI; ¢ = CsCl; d = MgCl,; e = CaCl,,.

[0020] Die Fig. 6A bis 6F sind Graphen, die die Wirkung von extrazelluldrem Calcium auf Capsaicin-induzier-
ten Strom in Experimenten mit Vollzellen-Spannungsklemmen veranschaulichen.

[0021] Fig. 7 ist ein Graph, der das Einzelkanalverhalten von Capsaicin-induziertem Strom in Capsaicinre-
zeptor exprimierenden HEK293-Zellen unter Verwendung von Outside-out- (O/O-) und Inside-out- (I/O-) Pat-
ches darstellt.

[0022] Fig. 8 ist ein Graph, der die Strom-Spannungs-Beziehung der in Fig. 7 erhaltenen Daten veranschau-
licht.

[0023] Fig. 9A ist ein Graph, der die Wirkung von Capsaicin und Resiniferatoxin auf den Strom in Vollzel-
len-Spannungsklemmen-Versuchen in Xenopus-Oozyten zeigt, die den Capsaicinrezeptor exprimieren. Die
Balken kennzeichnen die Dauer der Agonisten-Applikation. Membranstrédme wurden in der Vollzellen-Span-
nungsklemmen-Konfiguration aufgezeichnet (V, 4, = <40 mV).

[0024] Fig. 9B ist ein Graph, der die Konzentrations-Reaktions-Kurve fiir Capsaicin (Quadrate) und Resinife-
ratoxin (leere Kreise) in VR1-exprimierenden Oozyten darstellt. In Fig. 9B wurden die Membranstréme in je-
dem Ooyten auf eine mit 1 yM Capsaicin erhaltene Reaktion normalisiert und als Prozentsatz der maximalen
Reaktion auf Capsaicin ausgedrickt. Jeder Punkt stellt Mittelwerte (£ S. E. M.) von 5 unabhangigen Oozyten
dar.

[0025] Fig. 10A ist ein Graph, der den Einfluss von Capsazepin auf Capsaicin-induzierten Strom in Vollzel-
len-Spannungsklemmen-Experimenten veranschaulicht. Die Striche kennzeichnen Auswaschphasen von 2
bzw. 3 min (n = 3). cap = Capsaicin; cpz = Capsazepin; R = Rutheniumrot. Jeder Punkt stellt 4 unabhangige
Oozyten dar. Die Stromreaktion wurde auf die durch Capsaicin in jedem Oozyten hervorgerufene normalisiert
(0,6 pM, offene Raute). Die Striche stehen fiir 2- bzw. 12-minidtige Auswaschphasen (n = 3).

[0026] Fig. 10B ist ein Graph, der die Capsazepin-Hemmungskurve der Capsaicin-Reaktion in Vollzel-
len-Spannungsklemmen-Studien zeigt.

[0027] Fig. 11 ist ein Histogramm mit korrespondierenden Stromspuren, aus dem der relative Capsaicin-Ge-
halt unterschiedlicher Pfefferschoten ersichtlich ist.

[0028] Fig. 12 ist ein Graph, der die Induktion des Zelltods in HEK293-Zellen zeigt, die transient mit fir Cap-
saicinrezeptor kodierender cDNA transfiziert sind. Nicht ausgefillte Balken = nur Trager ausgesetzte Zellen
(Ethanol); ausgefilite Balken = Capsaicin ausgesetzte Zellen; pcDNA3 = Vergleichszellen chne fir Capsaicin-
rezeptor kodierender DNA; VR1 (1 : 50) = Zeilen, die transient mit fiir Capsaicinrezeptor-s kodierender cDNA
transfiziert sind, 1 : 50 mit Vergleichs-pcDNAS3 verdinnt; VR1 = Zelle, die nur mit fir Capsaicinrezeptor kodie-
render cDNA transient transfiziert sind. Die Sterne stehen fur eine signifikante Differenz gegeniber mit Ethanol
behandelten Zellen.

[0029] Fig. 13 ist eine Stromspur, aus der die Wirkung von Wasserstoffionen auf die Capsaicinrezeptor-Akti-
vitat in den Capsaicinrezeptor exprimierenden Oozyten ersichtlich ist. cap on = Zeit der Capsaicin-Induktion;
cap off = Zeit des Capsaicin-Auswaschens. Der pH-Wert der Badlésung wurde wahrend des Experiments ge-
andert (angezeigt durch die horizontalen Balken).

[0030] Fig. 14 ist ein Graph, der die Stromreaktionen aus 9 unabhangigen Capsaicinrezeptor-exprimierenden
Oozyten zusammenfasst. Der offene Teil jedes Balkens steht fir Spitzenstrom, hervorgerufen durch Capsaicin
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bei pH 7,6, wahrend der quer schraffierte Abschnitt flr zusatzlichen Strom steht, der durch Verandern der Bad-
[6sung auf pH 6,3 induziert wird.

[0031] Fig. 15A ist eine Stromspur, aus der die Wirkung von Warme und Capsaicin auf die Capsaicinrezep-
tor-Aktivitat in Capsaicinrezeptor-exprimierenden HEK293-Zellen veranschaulicht (bestimmt durch Who-
le-Patch-Klemmenanalyse).

[0032] Fig. 15B ist ein Graph, der die Strom-Spannungs-Beziehung der in Fig. 15A erhaltenen Daten veran-
schaulicht.

[0033] Fig. 16 istein Graph, der die Aktivierung des Capsaicinrezeptors in Capsaicinrezeptor-exprimierenden
Xenopus-Oozyten durch schadigende — nicht aber harmlose — Warme darstellt. Der Stern deutet auf eine sig-
nifikante Differenz gegeniber den mit Vergleichswasser injizierten Oozyten hin.

[0034] Fig. 17 liefert reprasentative Stromspuren der Wirkungen von Capsaicin, Warme und Warme plus Ru-
theniumrot (RR) auf Capsaicinrezeptor-exprimierende Xenopus-Oozyten und wasserinjizierte Vergleichs-Oo-
zyten.

[0035] Fig. 18 ist eine schematische Darstellung der Beziehung zwischen Ratten-VR1, Ratten-VRRP-1 und
der Human-EST-Sequenz AA321554.

AUSFUHRLICHE BESCHREIBUNG DER ERFINDUNG
Definitionen

[0036] ,Polynucleotid" bezieht sich hierin auf ein Oligonucleotid, Nucleotid und Fragmente oder Abschnitte
davon sowie auf Peptidnucfeinsauren (PNA), Fragmente, Abschnitte oder Anti-Sense-Molekiile davon, ebenso
wie auf DNA oder RNA genomischen oder synthetischen Ursprungs, die einzel- oder doppelstrangig sein und
den Sense-oder Anti-Sense-Strang darstellen kann. Wenn sich ,Polynucleotid" auf eine spezifische Polynuc-
lectidsequenz bezieht (z. B. ein flir Capsaicinrezeptor kodierendes Polynucleotid oder ein fiir Capsaicinrezep-
tor-verwandtes Polypeptid kodierendes Polynucleotid), bedeutet ,Polynucleotid" hierin Polynucleotide, die fir
ein Polypeptid kodieren, das funktionell dem angefuhrten Polypeptid entspricht, z. B. Polynucleotide, die de-
generierte Varianten sind, oder Polynucleotide, die fir biologisch aktive Varianten oder Fragmente des ange-
fuhrten Polypeptids kodieren. ,Polypeptid" bezieht sich hierin auf ein Oligopeptid, Peptid oder Protein. Wenn
.Polypeptid" hierin fiir eine Aminosauresequenz eines in der Natur vorkommenden Proteinmolekiils steht, sol-
len ,Polypeptid" und dhnliche Ausdricke die Aminosauresequenz nicht auf die komplette native Aminosaure-
sequenz, die mit dem angefiihrten Proteinmolekill assoziiert ist, einschranken. Unter ,Anti-Sense-Polynucleo-
tid" ist hierin ein Polynucleotid mit einer Nucleotidsequenz zu verstehen, die komplementar zu einer bestimm-
ten Polynucleotidsequenz ist (z. B. eine fir einen Capsaicinrezeptor kodierende Polynucleotidsequenz); Bei-
spiele sind Polynucleotidsequenzen, die mit der Transkription oder Translation der bestimmten Polynucleotid-
sequenz assoziiert sind (z. B. ein Promotor einer fiir Capsaicinrezeptor kodierenden Polynucleotids), wobei
das Anti-Sense-Polynucleotid zur Hybridisierung an eine Capsaicinrezeptor-Polynucleotidsequenz in der Lage
ist. Von besonderem Interesse sind Anti-Sense-Polynuclectide, die zur In-vitrooder In-vivo-Hemmung der
Transkription und/oder Translation eines Polynucleotids, das fiir Capsaicinrezeptor oder fur Capsaicinrezep-
tor-verwandtes Polypeptid kodiert, fahig sind.

[0037] ,Peptidnucleinsaure" bezieht sich hierin auf ein Molekil, das ein Oligomer umfasst, dem ein Amino-
saurerest, z. B. Lysin, und eine Aminosauregruppe zugesetzt sind. Diese kleinen MolekUle, die man auch An-
ti-Gen-Mittel nennt, stoppen die Transkript-Verldngerung durch Bindung an ihren komplementaren (Templat-)
Strang von Nucleinsdure (Nielsen et al., Anticancer Drug Des. 8, 53-63 (1993)).

[0038] ,Capsaicinrezeptor" oder ,Capsaicinrezeptor-Polypeptid" bezieht sich hierin auf ein rekombinantes
oder nicht-rekombinantes Polypeptid mit einer Aminosauresequenz i) eines nativen Capsaicinrezeptor-Poly-
peptids, ii) eines biologisch aktiven Fragments eines Capsaicinrezeptor-Polypeptids, iii) biologisch aktiver Po-
lypeptidanaloga eines Capsaicinrezeptor-Polypeptids oder iv) einer biologisch aktiven Variante eines Capsai-
cinrezeptor-Polypeptids. Die Capsaicinrezeptor-Polypeptide der Erfindung kdnnen aus jeder beliebigen Spezi-
es erhalten werden, insbesondere aus Siugetieren, z. B. aus Menschen, Nagetieren (wie etwa Mausen oder
Ratten), Rindern, Schafen, Schweinen, Mausen oder Pferden, vorzugsweise aus Ratten oder Menschen; die
Quelle kann natlrlich, synthetisch, semisynthetisch oder rekombinant sein. Der Ausdruck ,Capsaicinrezeptor"
umfasst hierin den ausfiihrlich beschriebenen Vanilloidrezeptor-Untertyp 1 (VR1), ist aber nicht auf VR1 be-
schrankt; der Ausdruck kann allgemein fiir die Rezeptoruntertypen VR1 und VR2 verwendet werden.

[0039] Der Ausdruck ,Capsaicinrezeptor-verwandtes Polypeptid" oder ,Vanilloid-dhnliches Rezeptor- (VLR-)
Polypeptid" bezieht sich auf ein rekombinantes oder nicht-rekombinantes Polypeptid mit einer Aminosaurese-
quenz i) eines nativen Capsaicinrezeptorverwandten Polypeptids, (i) eines biologisch aktiven Fragments eines
Capsaicinrezeptor-verwandten Polypeptids, iii) biologisch aktiver Polypeptidanaloge von Capsaicinrezep-
tor-verwandtem Polypeptid oder iv) einer biologisch aktiven Variante von Capsaicinrezeptor-verwandtem Po-
lypeptid (hierin auch als ,VRRP-1", VLR1" oder ,VR2" bezeichnet. Capsaicinrezeptor-Polypeptide kbnnen aus
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jeder beliebigen Quelle gewonnen werden, insbesondere aus Sdugetieren wie etwa Menschen, Nagetie ren
(z. B. Mausen oder Ratten), Rindern, Schafen, Schweinen, Mausen oder Pferden, bevorzugt aus Ratten oder
Menschen; die Quelle kann natirlich, synthetisch, halbsynthetisch oder rekombinant sein. Der Ausdruck ,Cap-
saicinrezeptor-verwandtes Polypeptid" umfasst hierin jedes Polypeptid mit zumindest 40% Identitat, besonders
bevorzugt zumindest 45% Identitat, insbesonders bevorzugt 49% ldentitat, mit einer Aminosauresequenz ei-
nes Capsaicinrezeptor-Polypeptids der gleichen Spezies (z. B. Ratten- oder Human-Capsaicinrezeptor-Poly-
peptid). Der Ausdruck ,Sequenz, die fir Capsaicinrezeptor-verwandtes Polypeptid kodiert" bezieht sich hierin
auch auf eine Nucleotidsequenz mit zumindest etwa 50% ldentitat, vorzugsweise zumindest etwa 55% Identi-
tat, noch bevorzugter zumindest etwa 59% ldentitat mit einer Nucleotidsequenz eines Capsaicinrezeptor-Po-
lypeptids der gleichen Spezies. In einer Ausfihrungsform tritt das Capsaicinrezeptor-verwandte Polypeptid mit
Capsaicinrezeptor in Wechselwirkung. ,Capsaicinrezeptor-verwandtes Polypeptid" umfasst hierin das ausfuhr-
lich beschriebene Vanilloidrezeptor-verwandte Polypeptid 1 (VRRP-1), ist aber keinesfalls darauf beschrankt.
[0040] ,Antigene Aminosauresequenz" bezieht sich hierin auf eine Aminosauresequenz, die entweder alleine
oder in Assoziation mit einem Tragermolekdl eine Antikérperreaktion in einem Saugetier hervorrufen kann.
[0041] Eine ,Variante" eines Capsaicinrezeptors oder Capsaicinrezeptor-verwandten Polypeptids ist als Ami-
nosauresequenz definiert, die durch eine oder mehrere Aminosauren modifiziert sind. Die Variante kann ,kon-
servative" Anderungen aufweisen, worin eine substituierte Aminosaure ahnliche strukturelle oder chemische
Eigenschaften besitzt, z. B. das Ersetzen von Leucin mit Isoleucin. Seltener kann eine Variante ,nicht-konser-
vative" Anderungen aufweisen, z. B. den Ersatz eines Glycins mit einem Tryptophan. Ahnliche kleine Variatio-
nen kdnnen auch Aminosaure-Deletionen oder -Insertionen oder beides umfassen. Hilfestellung bei der Be-
stimmung, welche und wie viele Aminosaurereste substituiert, insertiert oder deletiert werden kénnen, ohne
biologische oder immunologische Aktivitat zu eliminieren, geben auf dem Gebiet der Erfindung allgemein be-
kannte Computerprogramme wie etwa die DNAStar-Software.

[0042] Eine ,Deletion" ist als Anderung der Aminosaure-oder Nucleotidsequenz definiert, in der ein oder meh-
rere Aminosaure- oder Nucleotidreste im Vergleich zu einer Aminosauresequenz oder Nucleotidsequenz eines
natirlich vorkommenden Capsaicinrezeptors oder Capsaicinrezeptor-verwandten Polypeptids fehlen.

[0043] Eine ,Insertion" oder ,Addition" ist eine Anderung einer Aminosaure- oder Nucleotidsequenz, die ge-
genlber einer Aminosauresequenz oder Nucleotidsequenz eines natirlich vorkommenden Capsaicinrezep-
tors oder Capsaicinrezeptor-verwandten Polypeptids zur Hinzufligung einer oder mehrerer Aminosaure- oder
Nucleotidreste fiihrt.

[0044] Eine ,Substitution" ergibt sich aus dem Wechsel einer oder mehrerer Aminosauren oder Nucleotide mit
anderen Aminosauren oder Nucleotiden (im Vergleich zu einer Aminosauresequenz oder Nucleotidsequenz ei-
nes natirlich vorkommenden Capsaicinrezeptors oder Capsaicinrezeptor-verwandten Polypeptids).

[0045] Der Ausdruck ,biologisch aktiv" bezieht sich auf Capsaicinrezeptor-Polypeptid oder Capsaicinrezep-
tor-verwandtes Polypeptid mit strukturellen, regulatorischen oder biochemischen Funktionen eines natirlich
vorkommenden Capsaicinrezeptor-Polypeptids oder Capsaicinrezeptor-verwandten Polypeptids. ,Immunolo-
gisch aktiv" definiert die Fahigkeit des natlrlichen, rekombinanten oder synthetischen Capsaicinrezeptors
(oder Capsaicinrezeptor-vewandten Polypeptids) oder jedes Oligopeptids davon, eine spezifische Immunre-
sponse in zweckmaRigen Tieren oder Zellen zu induzieren und sich mit spezifischen Antikérpern zu binden.
[0046] Der Ausdruck ,Derivat" steht hierin fiir die chemische Modifikation einer Nucleinsaure, die fur einen
Capsaicinrezeptor oder ein Capsaicinrezeptor-verwandtes Polypeptid kodiert. Beispiele fir derartige Modifika-
tionen sind der Austausch von Wasserstoff durch eine Alkyl-, Acyl- oder Aminogruppe. Ein Nucleinsaurederivat
wurde fir ein Polypeptid kodieren, das wesentliche biologische Eigenschaften eines natirlichen Capsaicinre-
zeptors oder Capsaicinrezeptor-verwandten Polypeptids beibehalt.

[0047] Unter ,isoliert" ist hierin eine Verbindung von Interesse zu verstehen (entweder ein Polynucleotid oder
ein Polypeptid), die sich in einer anderen Umgebung befindet als in jener, in der die Verbindung natirlich vor-
kommt. ,Isoliert" umfasst hierin Verbindungen, die sich in Proben befinden, die um die Verbindung von Inter-
esse substanziell angereichert sind und/oder in denen die Verbindung von Interesse partiell oder substanziell
(im Wesentlichen) gereinigt ist.

[0048] Der Ausdruck ,im Wesentlichen gereinigt" bezieht sich auf eine Verbindung (z. B. entweder ein Poly-
nucleotid oder ein Polypeptid), die aus ihrer natidrlichen Umgebung entfernt und zumindest 60% frei, vorzugs-
weise 75% frei, insbesondere 90% frei, von anderen Komponenten ist, mit denen sie natlirlich assoziiert ist.
[0049] Der Ausdruck ,Hybridisierung” soll hierin ,jedes Verfahren, durch das ein Strang einer Nucleinsaure
mit einem komplementaren Strang mittels Basenpaarung verknipft wird (Coombs 1994 Dictionary of Biotech-
nology, Stockton Press, New York, NY, USA) umfassen. Die Amplifikation in Polymerase-Kettenreakti-
ons-Technologien wird in Dieffenbach et al., 1995, PCR Primer, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Press, Plainview, NY, USA beschrieben.

[0050] ,Sequenzidentitat" bezieht sich hierin allgemein auf die Sequenzidentitat einer Nucleotid- oder Amino-
sauresequenz von im Allgemeinen zumindest etwa 65%, vorzugsweise zumindest etwa 75%, noch bevorzug-
ter zumindest etwa 85%; sie kann auch mehr als zumindest etwa 90% betragen (bestimmt durch den
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Smith-Waterman-Homologie-Suchalgorithmus, der im MPSRCH-Programm (Oxford Molecular) implementiert
wird). Fir die Zwecke der Erfindung ist ein bevorzugtes Verfahren zur Berechnung der prozentuellen Identitat
der Smith-Waterman-Algorithmus wie folgt: Die globale DNA-Sequenzidentitdt muss mehr als 65% betragen
(bestimmt durch den Smith-Waterman-Homologie-Suchalgorithmus, der im MPSRCH-Programm (Oxford Mo-
lecular) implementiert ist), wobei eine Suche nach affinen Liicken mit den folgenden Suchparametern durch-
geflhrt wird: ,gap open penalty" (Bestrafung fiir das Eréffnen der Licke), 12; und ,gap extension penalty" (Be-
strafung fiir das Verlangern der Liicke), 1.

[0051] Der Ausdruck transgen" beschreibt hierin genetisches Material, das kinstlich in das Genom eines
Saugetiers, insbesondere eine Saugetierzelle eines lebenden Tiers, insertiert wurde oder insertiert werden soll.
[0052] Unter einem ,transgenen Tier" sind nichthumane Tiere — Ublicherweise Saugetiere — zu verstehen, die
nicht-endogene (d. h. heterologe) Nucleinsduresequenzen besitzen, die als extrachromosomales Element in
einem Abschnitt ihrer Zellen vorhanden oder stabil in ihre Keimbahn-DNA integriert sind (z. B. in der genomi-
schen Sequenz der meisten oder aller ihrer Zellen). Heterologe Nucleinsaure wird in die Keimbahn-DNA sol-
cher transgenen Tiere mittels genetischer Manipulation eingesetzt; Beispiele dafiir sind Embryonen oder em-
bryonale Stammzellen des Wirtstiers.

[0053] Ein ,Knockout" des Zielgens bedeutet eine Anderung der Gensequenz, die zur reduzierten Funktion
des Zielgens flihrt, vorzugsweise solcherart, dass die Zielgen-Expression undetektierbar oder insignifikant ist.
Beispielsweise bedeutet ein Knockout eines Capsaicinrezeptor-Gens, dass die Funktion des Capsaicinrezep-
tors substanziell verringert wurde, sodass die Capsaicinrezeptor-Expression nicht detektierbar oder nur insig-
nifikant vorhanden ist. Transgene Knockout-Tiere der Erfindung kénnen transgene Tiere sein, die einen hete-
rozygoten oder homozygoten Knockout des Capsaicinrezeptor-Gens oder der fir Capsaicinrezeptor-verwand-
tes Polypeptid kodierenden Sequenz aufweisen. Zu Knockouts zahlen konditionelle Knockouts, bei denen die
Modifikation des Zielgens z. B. nach dem Kontakt des Tiers mit einer Substanz, die die Veranderung des Ziel-
gens férdert, nach Einfihrung eines Enzyms, das die Rekombination an der Zielgen-Stelle unterstitzt (z. B.
Cre im Cre-lox-System), oder nach einem anderen Verfahren zur Steuerung der postnatalen Veranderung des
Zielgens eintreten kann.

[0054] Ein Knockin" eines Zielgens bezieht sich auf eine Modifikation in einem Wirtszellengenom, die zur ge-
anderten Expression (z. B. zur héheren — wie etwa ektopischen — oder zur verringerten Expression} des Ziel-
gens fuhrt, z. B. durch Einsetzen einer zusatzlichen Kopie des Zielgens oder durch operatives Insertieren einer
regulatorischen Sequenz, die fiir starkere Expression einer endogenen Kopie des Zielgens sorgt. Beispiels-
weise kénnen transgene Knockin-Tiere der Erfindung transgene Tiere mit einem heterozygoten oder homozy-
goten Knockin des Capsaicinrezeptor-Gens sein. Knockins umfassen auch konditionelle Knockins.

[0055] Die wesentlichen hierin bereitgestellten genetischen Sequenzen sind wie folgt:
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SEQ.-ID Nr. Sequenz

1 Ratte-VR1-cDNA-Sequenz

2 Ratten-VR1-Aminosauresequenz

3 Ratten-VRRP-1-(VR2)-cDNA-Sequenz

4 Ratten-VRRP-1-(VR2)-Aminosauresequenz
5 Human-VRRP-1-Konsenssequenz, Region A
6 Human-VRRP-1-Konsenssequenz, Region B
7 Human-VRRP-1-Konsenssequenz, Region C
8 EST AA321554-DNA-Sequenz

9 EST AA321554-Aminoséuresequenz

10 Mause-MR1-cDNA-Sequenz

11 Mause-VR1-cDNA

12 Primer

13 Primer

14 Ratten-VR1-Aminosauresequenz

15 Human-T11251-Aminoséduresequenz

16 Caliphora-z80230-Aminosauresequenz

17 Drosophila-TRP-Aminoséuresequenz

18 Rinder-x99792-Aminosauresequenz

19 C.-elegans-z72508-Aminosauresequenz

20 Human-VRRP-1-(VR2)-DNA-Sequenz

21 Human-VRRP-1-(VR2)-DNA-Sequenz

22 Human-VRRP-1-(VR2)-DNA-Sequenz

23 Human-VRRP-1-(VR2)-DNA-Sequenz

24 Hihner-VR1-cDNA-Sequenz

25 Hiuhner-VR1-Aminosauresequenz

26 Human-VR1-cDNA-Sequenz

27 Human-VR1-Aminosauresequenz

33 Human-VR1-cDNA-Sequenz

34 Human-VR1-Aminoséauresequenz

35 Human-VR2-cDNA-Sequenz

36 Human-VR2-Aminoséduresequenz
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Zusammenfassung der Erfindung

[0056] Die vorliegende Erfindung basiert auf der Identifikation und Isolation einer Polynucleotidsequenz, die
fir ein Capsaicinrezeptor-Polypeptid (z. B. das hierin beschriebene Vanilloidrezeptar-Untertyp 1- (VR1-) Poly-
peptid) und ein Capsaicinrezeptor-verwandtes Polypeptid (z. B. das hierin beschriebene Vanilloidrezeptor-ver-
wandte Polypeptid 1 (VRRP-1; oder VR2)) kodiert. Die entsprechenden genetischen Sequenzen sind in der
Sequenzauflistung und in obiger Tabelle angeflhrt. Demzufolge erstreckt sich die Erfindung auf solche Poly-
nucleotide, die fiir Capsaicinrezeptor und/oder Capsaicinrezeptor-verwandte Polypeptide kodieren, sowie auf
den Capsaicinrezeptor und die Capsaicinrezeptor-verwandten Polypeptide, die durch solche Polynucleotide
kodiert sind.

[0057] Ein fur Capsaicinrezeptor-Polypeptid kodierendes Polynucleotid wurde zunachst mittels der fiir Cap-
saicinrezeptor-Polypeptid kodierenden Sequenz isoliert, um die Expression eines funktionellen Capsaicinre-
zeptors in einem Zell-Test zu erleichtern. Zusammenfassend gesagt erleichterte das fir Capsaicinrezeptor-Po-
lypeptid kodierende Polynucleotid — exprimiert in einer Sadugetier- oder Amphibien-Wirtszelle — die Zunahme
der intrazellularen Calciumkonzentration in der Wirtszelle hach Capsaicin-Agonisten-Exposition. Diese Arbeit
fuhrte zur Identifikation und Isolation einer fiir einen Capsaicinrezeptor kodierenden Polynucleotidsequenz
(hierin als Vanilloidrezeptor-Untertyp 1 (VR1) bezeichnet). Die fiir Capsaicinrezeptor kodierende VR 1-Sequenz
diente dann dazu, mittels PCR-Amplifikation eine Sequenz zu isolieren, die fur verwandte Polypeptide kodiert,
was zur Isolation und Identifikation von Sequenzen fuhrte, die fur ein Capsaicinrezeptor-verwandtes Polypeptid
kodieren (ein Beispiel dafur ist VRRP-1-(VR2)).

[0058] Die Erfindung betrifft Gberdies die Verwendung von Capsaicinrezeptor und Capsaicinrezeptor-ver-
wandten Polypeptidnucleinsaure- und Aminosauresequenzen zur ldentifikation von Capsaicinrezeptor-binden-
den Verbindungen, insbesondere von Capsaicinrezeptor-bindenen Verbindungen mit Capsaicinrezeptor-Ago-
nist- oder -Antagonist-Aktivitat. Aulerdem betrifft die Erfindung die Verwendung der hierin offenbarten Polynu-
cleotide zur Unterstlitzung der Identifikation und Isolation von Polynucleotid- und Polypeptidsequenzen mit Ho-
mologie zu einem Capsaicinrezeptor und/oder Capsaicinrezeptor-verwandten Polypeptid der Erfindung; sowie
die Diagnose, Pravention und Behandlung von Krankheit und/oder Schmerzsyndromen, die mit biologischer
Capsaicinrezeptor-Aktivitat assoziiert sind.

[0059] Die Polynucleotide der Erfindung kénnen auch als molekulare Sonde verwendet werden, mit der man
die Struktur, Position und Expression von Capsaicinrezeptor, Rezeptor-Untertypen und Capsaicinrezeptor-ver-
wandten Polypeptiden in Sdugetieren (einschlielich Menschen) bestimmt und potenzielle Assoziationen zwi-
schen Krankheitsstadien oder klinischen Stérungen (insbesondere mit akuten oder chronischen Schmerzen
oder Entziindungen) und Defekten oder Modifikationen der Rezeptorstruktur, -Expression oder -Funktion un-
tersucht.

Capsaicinrezeptor und Capsaicinrezeptor-verwandte Polypeptid-Kodiersequenzen

[0060] Gemal der Erfindung kann jede beliebige Nucleinsaure, die fir eine Aminosauresequenz eines Cap-
saicinrezeptor-Polypeptids oder Capsaicinrezeptor-verwandten Polypeptids kodiert, dazu dienen, rekombinan-
te Molekule zu erzeugen, die ein Capsaicinrezeptor-Polypeptid oder Capsaicinrezeptor-verwandtes Polypeptid
exprimieren. Die Nucleinsaure-Zusammensetzungen der Erfindung kénnen je nach Bedarf fur das gesamte
oder einen Teil eines Capsaicinrezeptor-Polypeptids oder Capsaicinrezeptor-verwandten Polypeptids der Er-
findung kodieren. Fragmente kénnen aus der DNA-Sequenz durch chemisches Synthetisieren von Oligonuc-
lectiden mittels herkdbmmlicher Verfahren (Restriktionsenzym-Verdau, PCR-Amplifikation usw.) gewonnen
werden. DNA-Fragmente bestehen meistens aus etwa 10 zusammenhangenden Nucleotiden, Ublicherweise
von zumindest etwa 15 nt, noch haufiger von zumindest etwa 18 nt bis etwa 20 nt, noch haufiger von zumindest
etwa 25 nt bis etwa 50 nt. Derartige kleine DNA-Fragmente eignen sich als Primer fir PCR, Hybridisie-
rungs-Screenen usw. GroRere DNA-Fragmente, d. h. von mehr als etwa 100 nt, sind nutzlich bei der Herstel-
lung des kodierten Polypeptids.

[0061] Die Nucleinsaure- und die abgeleitete Aminosauresequenz von Ratten-Capsaicinrezeptor (Untertyp
VR1) sind als SEQ.-ID Nr. 1 bzw. 2 bereitgestellt. Nucleinsdureund abgeleitete Aminosauresequenzen eines
Human-Capsaicinrezeptors (Untertyp VR1) sind als SEQ.-ID Nr. 33 und 34 bereitgestellt. Eine fur Mause-Cap-
saicinrezeptor-Untertyp VR1 kodierende Nucleotidsequenz umfasst die Sequenzen von SEQ.-ID Nr. 10 und
11. Der Hihner-Capsaicinrezeptor-Untertyp VR1 ist als SEQ.-ID Nr. 24 und 25 bereitgestellt.

[0062] Die Nucleinsaure- und die abgeleitete Aminosauresequenz von Ratten-Capsaicinrezeptor-verwand-
tem Polypeptid 1 (VRRP-1; oder Untertyp VR2) sind als SEQ.-ID Nr. 3 bzw. 4 bereitgestellt. Eine Sequenz, die
fur Human-Capsaicinrezeptor-verwandtes Polypeptid kodiert (als Human-VR2 bezeichnet), umfasst die Nuc-
leotidsequenzen SEQ.-ID Nr. 35 und 36.

[0063] Die Erfindung erstreckt sich auch auf Varianten von Capsaicinrezeptor und Capsaicinrezeptor-ver-
wandten Polypeptiden. Eine bevorzugte Variante ist eine mit zumindest 80% Aminosauresequenz-Ahnlichkeit,
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noch bevorzugter von zumindest 90% Aminosauresequenz-Ahnlichkeit, noch bevorzugter von zumindest 95%
Aminosauresequenz-Ahnlichkeit, mit einer Aminosauresequenz eines Capsaicinrezeptors, Untertyp VR1 oder
VR2.

[0064] Es ist fir Fachleute auf dem Gebiet der Erfindung offenkundig, dass infolge der Degeneration des ge-
netischen Codes eine Vielzahl an degenerierten Varianten von Nucleotidsequenzen, die fir Capsaicinrezeptor
und Capsaicinrezeptor-verwandte Polypeptide kodieren, wobei einige minimale Homologie mit den Nucleotid-
sequenzen bekannter und nattrlich vorkommender Gene aufweisen, produziert werden kénnen. Die Erfindung
betrifft jede mogliche Variation von Nucleotidsequenz, die durch Selektieren von Kombinationen auf der Basis
potenzieller ausgewahlter Codons gebildet werden kann. Diese Kombinationen erfolgen gemafl dem geneti-
schen Standard-Triplett-Code (angewandt auf die Nucleotidsequenz von natlrlich vorkommendem Capsaicin-
rezeptor oder Capsaicinrezeptor-verwandtem Polypeptid), wobei alle derartige Variationen als spezifisch hierin
offenbart gelten.

[0065] Obwohl Nuclectidsequenzen, die fir Capsaicinrezeptor-Polypeptide kodieren, und ihre Varianten vor-
zugsweise zur Hybridisierung an die Nucleotidsequenz der naturlich vorkommenden Polypeptide unter ent-
sprechend ausgewahlten Strengebedingungen fahig sind, kann es vorteilhaft sein, Nucleotidsequenzen zu
produzieren, die fir Rezeptoren oder ihre Derivate kodieren, die einen wesentlich anderen Codon-Verwen-
dungszweck aufweisen. Codons kénnen ausgewahlt sein, um die Rate zu erhéhen, mit der die Expression des
Polypeptids in einem bestimmten prokaryotischen oder eukaryotischen Wirt je nach Haufigkeit, mit der be-
stimmte Codons durch den Wirt verwendet werden, eintritt. Andere Griinde fur die wesentliche Veranderung
der Nucleotidsequenz, die fir Capsaicinrezeptor, Capsaicinrezeptor-verwandtes Polypeptid und ihre Derivate
kodiert, ohne die kodierten Aminosauresequenzen zu modifizieren, umfassen die Produktion von RNA-Trans-
kripts mit glnstigeren Eigenschaften (z. B. verlangerte Halbwertszeit) als Transkripte, die aus der nattrlich vor-
kommenden Sequenz stammen.

[0066] Nucleotidsequenzen, die fur ein Capsaicinrezeptor-Polypeptid, Capsaicinrezeptorverwandtes Poly-
peptid und/oder ihre Derivate kodieren, kdnnen zur Ganze durch synthetische Chemie synthetisiert und das
synthetische Gen anschlieRend in beliebige der zahlreichen zur Verfigung stehenden DNA-Vektoren und Ex-
pressionsysteme unter Einsatz von Reagenzien insertiert werden, die zum Zeitpunkt der Einreichung der vor-
liegenden Anmeldung allgemein bekannt. AuRerdem kann synthetische Chemie dazu dienen, Mutationen in
eine Sequenz einzufiihren, die fir ein Capsaicinrezeptor-Polypeptid oder Capsaicinrezeptor-verwandtes Poly-
peptid kodiert.

[0067] Im Schutzumfang der Erfindung sind auch Polynucleotidsequenzen enthalten, die zur Hybridisierung
an die Nucleotidsequenz beliebiger der bereitgestellten Nucleinsduresequenzen von Capsaicinrezeptoren,
Untertypen VR1 oder VR2, fahig sind. Von besonderem Interesse sind Polynucleotidsequenzen, die zur Hyb-
ridisierung unter verschiedenen Strengebedingungen an die Kodiersequenz fur Capsaicinrezeptor oder Cap-
saicinrezeptor-verwandtes Polypeptid (z. B. Nucleotide 81-2594 von SEQ.-ID Nr.1 oder Nucleotide 14-2530
von SEQ.-ID NR. 33), an Folgendes fahig sind: eine Region einer fir Capsaicinrezeptor kodierenden Sequenz
oder einer fur Capsaicinrezeptor-verwandtes Polypeptid kodierenden Sequenz, die Homologie mit anderen
derartigen Sequenzen aufweist (z. B. eine Sequenz, die fir einen zusammenhangenden Abschnitt von Amino-
saureresten in SEQ.-ID Nr. 2 kodiert (z. B. Aminosaurereste 636-706 von SEQ.-ID Nr. 2), eine Sequenz, die
fir einen zusammenhangenden Abschnitt von Aminosaureresten in SEQ.-ID Nr. 33 kodiert (z. B. Aminosaure-
reste 636- 706 von SEQ.-ID Nr. 33), und andere Sequenzen, die Bereiche von Homologie mit anderen fiir Cap-
saicinrezeptor kodierenden Sequenzen und/oder Capsaicinrezeptor-verwandten Polypeptiden kodierenden
Sequenzen aufweist, sowie Sequenzen, die in einzigartiger Weise Sequenzen identifizieren, die fiir Capsaicin-
rezeptor oder Capsaicinrezeptor-verwandtes Polypeptid kodieren. Von besonderem Interesse sind Capsaicin-
rezeptor-VR1- oder -VR2-Polynucleotidsequenzen, die fir Human-Capsaicinrezeptor-Polypeptid oder Hu-
man-Capsaicinrezeptor-verwandtes Polypeptid kodieren. Die Hybridisierungsbedingungen basieren auf der
Schmelztemperatur (Tm) des Nucleinsdure-Bindungskomplexes oder der Sonde, wie dies von Berger et al,,
1987 Guide to Molecular Cloning Techniques, Methods in Enzymology, Bd. 152, Academic Press, San Diego,
CA, USA (hierin durch Verweis aufgenommen) gelehrt wird, und kénnen unter definierter Strenge herrschen.
[0068] Modifizierte Nucleinsauresequenzen, die fiir Capsaicinrezeptor oder Capsaicinrezeptor-verwandtes
Polypeptid kodieren und gemaf der Erfindung verwendet werden kénnen, enthalten Deletionen, Insertionen
oder Substitutionen unterschiedlicher Nucleotide, die ein Polynucleotid ergeben, das fir den gleichen oder ei-
nen funktionell gleichwertigen Capsaicinrezeptor oder das gleiche oder ein funktionell gleichwertiges Capsai-
cinrezeptor-Polypeptid kodiert. Das Protein kann auch Deletionen, Insertionen oder Substitutionen von Amino-
saureresten umfassen, die ein Polypeptid ergeben, das gegentiber einem Capsaicinrezeptor oder Capsaicin-
rezeptor-verwandten Polypeptid funktionell gleichwertig ist. Beabsichtigte Aminosaure-Substitutionen kénnen
basierend auf der Ahnlichkeit hinsichtlich Polaritat, Ladung, Léslichkeit, Hydrophobie, Hydrophilie und/oder der
amphipathischen Beschaffenheit der Reste erfolgen — mit der MaRgabe, dass die biologische Aktivitat des
Capsaicinrezeptors beibehalten wird. Beispielsweise sind negativ geladene Aminosduren Asparaginsaure und
Glutaminsaure; positiv geladene Aminosduren sind Lysin und Arginin; und Aminosauren mit ungeladenen po-
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laren Kopfgruppen mit dhnlichen Hydrophiliewerten sind Leucin, Isoleucin, Valin; Glycin, Alanin; Asparagin,
Glutamin; Serin, Threoninphenylalanin und Tyrosin.

[0069] Allele von Capsaicinrezeptor und Allele von Capsaicinrezeptor-verwandtem Polypeptid sind ebenfalls
im Schutzumfang der Erfindung enthalten. Ein ,Allel" oder eine ,allelische Sequenz" ist hierin eine alternative
Form eines Capsaicinrezeptors oder Capsaicinrezeptor-verwandten Polypeptids. Allele resultieren aus einer
Mutation (d. h. einer Anderung der Nucleinsauresequenz) und produzieren im Allgemeinen modifizierte mMRNA
und/oder Polypeptide, die eine veranderte Struktur oder Funktion im Vergleich zum natirlich vorkommenden
Capsaicinrezeptor oder Capsaicinrezeptor-verwandten Polypeptid aufweisen kénnen oder nicht. Jedes belie-
bige Gen kann keine, eine oder zahlreiche allele Formen besitzen. Ubliche Mutationsveranderungen, die zu
Allelen fihren, werden im Allgemeinen naturlichen Deletionen, Additionen oder Substitutionen von Aminosau-
ren zugeschrieben. Jede dieser Veranderungen kann alleine oder in Kombination mit den anderen Veréande-
rungen sowie einmal oder mehrmals in einer bestimmten Sequenz erfolgen.

Isolierung von Polynucleotiden, die fiir Capsaicinrezeptor und Capsaicinrezeptor-verwandtem Polypeptid ko-
dieren, aus anderen Spezies

[0070] Fdir Capsaicinrezeptor-Polypeptid kodierende Polynucleotide, flir Capsaicinrezeptor-verwandtes Poly-
peptid kodierende Polynucleotide oder Abschnitte davon kénnen als Sonden zur Identifikation und Klonieren
von Homologen der hierin offenbarten Capsaicinrezeptor- und Capsaicinrezeptor-verwandten Polypeptidse-
gquenzen verwendet werden. Von besonderem Interesse sind Sdugetierhomologe (insbesondere die Human-
homologie der offenbarten Sequenzen, die fir Ratten-Capsaicinrezeptor und fir Capsaicinrezeptor-verwand-
tes Polypeptid kodieren), wobei die Homologen substanzielle Sequenzahnlichkeit untereinander aufweisen, d.
h. zumindest 40%, Ublicherweise zumindest 60%, noch haufiger zumindest 75%, noch haufiger zumindest
90%, noch haufiger zumindest 95%. Saugetierhomologe von Capsaicinrezeptor kénnen auch einen hohen
Grad an Ahnlichkeit mit dem hierin offenbarten Capsaicinrezeptor in der Nahe der vorhergesagten Po-
ren-Loop- und sechsten Transmembran-Domanen aufweisen. In diesen Regionen kdnnen die Capsaicinrezep-
tor-Homologen hohe Sequenzahnlichkeit aufweisen, z. B. zumindest etwa 40%, Ublicherweise zumindest etwa
60-75% Aminosauresequenz-ldentitat, wobei die Nucleotidsequenz-Ahnlichkeit zumindest etwa 40%, (ibli-
cherweise zumindest etwa 60-90% betragt.

[0071] Die Sequenzahnlichkeit wird auf der Basis einer Referenzsequenz berechnet, die eine Untergruppe
einer gréleren Sequenz sein kann, z. B. ein konserviertes Motiv, eine kodierende Region, eine flankierende
Region usw. Eine Referenzsequenz besitzt eine Lange von zumindest etwa 18 nt, noch haufiger von zumindest
etwa 30 nt, und kann sich bis zur kompletten Sequenz erstrecken, die gerade verglichen wird. Algorithmen fur
die Sequenzanalyse sind auf dem Gebiet allgemein bekannt, z. B. der von Altschul et al., J. Mol. Biol. 215,
403-10 (1990) beschriebene BLAST. Die Spezifitat der Sonde, die Frage, ob sie aus einer hochspezifischen
Region, z. B. aus 10 einmalig vorhandenen Nucleotiden in der 5'-Regulatorregion, oder einer weniger spezifi-
schen Region, z. B. insbesondere in der 3'-Region, besteht, und die Strenge der Hybridisierung oder Amplifi-
kation (maximal, hoch, mittel oder niedrig) bestimmen, ob die Sonde nur naturlich vorkommende und far Cap-
saicinrezeptor kodierende Sequenzen, Allele oder verwandte Sequenzen identifiziert.

[0072] Die Sonden der Erfindung — ob sie nun fir die Detektion verwandter Sequenzen verwendet werden
oder nicht — umfassen vor zumindest 30%, noch bevorzugter zumindest 50%, der Nucleotide aus beliebigen
der hierin beschriebenen Sequenzen, die fir Capsaicinrezeptor oder fiir Capsaicinrezeptor-verwandtes Poly-
peptid kodieren. Die Hybridisierungssonden der Erfindung kénnen aus den bereitgestellten VR1- und VR2-Nu-
cleotidsequenzen oder aus ihren entsprechenden genomischen Sequenzen stammen, z. B. aus Promotoren,
Enhancer- (Verstarker-) Elementen und Introns der natlrlichen fiir Capsaicinrezeptor kodierenden Sequenz.
Die Hybridisierungssonden kénnen mit einer Vielzahl an Reportermolekiilen detektierbar markiert sein, z. B.
mit Radionucliden (z. B. P oder *S) oder mit enzymatischen Markern (z. B. alkalische Phosphatase, mittels
Avidin/Biotin-Kopplungssystemen an die Sonde gebunden) u. dgl.

[0073] Spezifische Hybridisierungssonden kénnen auch durch Klonieren der bereitgestellten Nucleinsdurese-
quenzen zu Vektoren fiir die Produktion von mRNA-Sonden hergestellt werden. Solche Vektoren, die auf dem
Gebiet der Erfindung bekannt und im Handel erhaltlich sind, kénnen dazu dienen, RNA-Sonden in vitro unter
Einsatz geeigneter RNA-Polymerase (z. B. T7- oder SP6-RNA-Polymerase) und zweckmaliger radioaktiv
markierter Nucleotide zu synthetisieren.

[0074] Nucleinsduren mit Sequenzahnlichkeit werden durch Hybridisierung unter wenig strengen Bedingun-
gen detektiert, z. B. bei 50°C und 10 x SSC (0,9 M Salzlésung/ 0,09 M Natriumcitrat), und bleiben gebunden,
wenn sie Waschen bei 55°C in 1 x SSC unterzogen werden. Die Sequenzidentitat kann durch Hybridisierung
unter strengen Bedingungen bestimmt werden, z. B. bei 50°C oder mehr und 0,1 x SSC (9 mM Salzlésung/0,9
mM Natriumcitrat). Durch Verwendung von Sonden, insbesondere von markierten Sonden von DNA-Sequen-
zen, kann man homologe oder verwandte Gene isolieren. Die Quelle homologer Gene kann jede Spezies sein,
beispielsweise Primaten, insbesondere Menschen; Nagetiere, z. B. Ratten und Mause; Hunde; Katzen; Rinder;
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Schafe, Pferde; Hefe; Drosophila, Caenhorabditis usw. Von besonderem Interesse ist die ldentifikation und Iso-
lation von fur Human-Capsaicinrezeptor-Polypeptid kodierenden Polynucleotiden und von Polynucleotiden, die
fur Human-Capsaicinrezeptor-verwandtes Polypeptid kodieren.

[0075] Die Nucleinsduresequenzen von Capsaicinrezeptor und Capsaicinrezeptor-verwandtem Polypeptid
kénnen auch dazu dienen, Hybridisierungssonden fur die Kartierung einer natirlich vorkommenden genomi-
schen Sequenz zu erzeugen. Die Sequenz kann zu einem bestimmten Chromosom oder einer spezifischen
Region des Chromosoms unter Anwendung allgemein bekannter Techniken kartiert werden. Dazu zahlen In-si-
tu-Hybridisierung an Chromosomenspreads, flusssortierte chromosomale Praparationen oder klinstliche Chro-
mosomenkonstruktionen wie z. B. klinstliche Hefechromosome, kiinstliche bakterielle Chromosome, bakteri-
elle P1-Konstruktionen oder Einzelchromosomen-cDNA-Bibliotheken (siehe Price, Blood Rev. 7, 127-134
(1993) und Trask, Trends Genet. 7, 149-154 (1991)). Die fluoreszierende In-situ-Hybridisierung von Chromo-
somenspreads ist z. B. von Verma et al., 1988 Human Chromosomes: A Manual of Basic Techniques, Perga-
mon Press, New York, NY, USA beschrieben.

[0076] Informationen beziiglich der chromosomalen Kartierung von Sequenzen, die fir Capsaicinrezeptor
oder Capsaicinrezeptor-verwandte Polypeptide kodieren, kdnnen mit zusatzlichen genetischen Kartierungsda-
ten korreliert werden. Die Korrelation zwischen der Paosition einer Sequenz, die fur Capsaicinrezeptor oder fir
Capsaicinrezeptor-verwandtes Polypeptid kodiert, auf einer physikalischen chromosomalen Karte und einer
spezifischen Krankheit (oder Pradisposition fiir eine bestimmte Krankheit) kann dazu beitragen, die mit dieser
genetischen Krankheit assoziierte DNA-Region einzuengen. Die Nucleotidsequenzen der Erfindung kénnen
dazu dienen, Differenzen der Gensequenzen (z. B. Unterschiede hinsichtlich der chromosomalen Position in-
folge von Translokation, Inversion usw. oder andere Unterschiede in der flr Capsaicinrezeptor kodierenden
Region infolge einer oder mehrerer Insertionsmutationen oder der Deletion der Sequenzen, die fir Capsaicin-
rezeptor oder fur Capsaicinrezeptor-verwandtes Polypeptid kodieren) zwischen normalen, Trageroder betrof-
fenen Individuen zu detektieren. Beispiele fiir Krankheiten, deren Behandlung von solchen Informationen pro-
fitieren kdnnte, sind u. a. komplexe regionale Schmerzsyndrome, Morbus Sudeck, postherpetische Neuralgie,
Psoriasis, reaktive Atemwegserkrankungen (z. B. Asthma, chronisch-obstruktive Lungenerkrankung), Oste-
oarthritis, rheumatoide Arthritis, diabetische Neuropathie, AIDS-assoziierte Neuropathien und vererbte Neuro-
pathien (z. B. assoziiert mit Capsaicinrezeptor-Dysfunktion).

Verlangerung der fir Capsaicinrezeptor kodierenden Polynucleotidsequenz

[0077] Die Polynucleotidsequenz, die fur Capsaicinrezeptor oder Capsaicinrezeptor-verwandtes Polypeptid
kodiert, kann mittels einer partiellen Nucleotidsequenz und unter Anwendung verschiedener auf dem Gebiet
bekannter Verfahren verlangert werden, um stromauf gelegene Sequenzen wie z. B. Promotoren und regula-
torische Elemente zu detektieren. Gobinda et al., PCR Methods Applic. 2, 318-322 (1993) offenbaren ,Rest-
riktionsstellen"-PCR als direktes Verfahren, das universelle Primer verwendet, um an einen bekannten Locus
angrenzende unbekannte Sequenzen zu gewinnen. Zunachst wird genomische DNA in Gegenwart eines Pri-
mers flr eine Linkersequenz und eines fir die bekannte Region spezifischen Primers amplifiziert. Die amplifi-
zierten Sequenzen werden einer zweiten PCR-Runde mit dem gleichen Linkerprimer und einem anderen spe-
zifischen Primer innerhalb des ersten unterzogen. Die Produkte jeder PCR-Runde werden mit einer geeigne-
ten RNA-Polymerase transkribiert und mittels reverser Transkriptase sequenziert.

[0078] Inverse-PCR kann dazu dienen, Sequenzen unter Verwendung divergierender Primer auf der Basis
einer bekannten Region zu amplifizieren oder zu verldngern (Triglia et al., Nucleic Acids Res. 16, 8186 (1988)).
Die Primer kénnen mittels OLIGO® 4.06 Primer Analysis Software (1992; National Biosciences Inc., Plymouth,
MN, USA) oder anderer zweckmaRiger Programme so konstruiert sein, dass sie eine Lange von 22-30 Nuc-
leotiden aufweisen, einen GC-Gehalt von 50% oder mehr besitzen und bei Temperaturen von etwa 68°C bis
72°C an die Zielsequenz anellieren. Das Verfahren verwendet mehrere Restriktionsenzyme, um ein geeigne-
tes Fragment in der bekannten Region eines Gens zu erzeugen. Das Fragment wird dann durch intramoleku-
lare Ligation zirkularisiert und als PCR-Templat verwendet.

[0079] Einfang- bzw. Capture-PCR (Lagerstrom et al., PCR Methods Applic. 1, 111-119 (1991)) ist ein Ver-
fahren zur PCR-Amplifikation von DNA-Fragmenten, die an eine bekannte Sequenz in Human- und kinstlicher
Hefe-Chromosomen-DNA angrenzen. Capture-PCR erfordert auch mehrfache(n) Restriktionsenzym-Verdau
und Ligationen, um eine konstruierte doppelstrangige Sequenz in einen unbekannten Abschnitt des DNA-Mo-
lekils vor der PCR zu setzen.

[0080] Ein weiteres Verfahren zur Gewinnung unbekannter Sequenzen ist jenes von Parker et al., Nucleic
Acids Res. 19, 3055-3060 (1991). AuRerdem kann man PCR, verschachtelte Primer und PromoterFinder-Bi-
bliotheken verwenden, um genomische DNA ,durchzugehen" (PromoterFinder™ Clontech, Palo Alto, CA,
USA). Dieses Verfahren macht das Screenen von Bibliotheken Uberflissig und eignet sich zur Lokalisierung
von Intron-Exon-Verbindungsstellen. Vorzugsweise wurden die Bibliotheken zur Identifikation von cDNA voller
Lange grolRenmalig solcherart ausgewahlt, um gréfiere cDNA zu enthalten. Noch bevorzugter sind die zur
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Identifikation von cDNA voller Lange verwendeten Bibliotheken jene, die mittels zufallsverteilt bindender Pri-
mer erzeugt werden — solche Bibliotheken enthalten nadmlich mehrere Sequenzen, die Regionen ' von der
bzw. den Sequenzen) von Interesse umfassen. Eine mittels zufallsverteilt bindender Primer erzeugte Bibliothek
kann besonders dann nitzlich sein, wenn Oligo-d(T)-Bibliotheken keine cDNA voller Lange liefern. Genomi-
sche Bibliotheken sind zur Identifikation und Isclation nichttranslatierter 5'-Regulatorregionen einer oder meh-
rerer Sequenzen) von Interesse.

[0081] Kapillar-Elektrophorese kann zur Analyse der GréRe oder Bestatigung der Nucleotidsequenz von Se-
quenzierungs- oder PCR-Produkten dienen. Systeme zum raschen Sequenzieren sind von Perkin Elmer,
Beckman Instruments (Fullerton, CA, USA) und anderen Firmen erhéltlich. Das kapillare Sequenzieren kann
flieRfahige Polymere fir elektrophoretische Trennung, vier unterschiedliche Laser-aktivierbare Fluoreszenz-
farbstofte (einen fur jedes Nucleotid) und eine CCD-Kamerafiir die Detektion der durch die Fluoreszenzfarb-
stoffe ausgestrahlten Wellenldngen verwenden. Die Ausgangs-/Licht-Intensitat wird unter Einsatz geeigneter
Software (z. B. Genotyper™ und Sequence Navigator™ von Perkin Elmer) in elektrisches Signal umgewandelt.
Das gesamte Verfahren vom Laden der Proben bis zur Computeranalyse und elektronischen Datenanzeige ist
computergesteuert. Die kapillare Elektrophorese kommt besonders fiir das Sequenzieren kleiner DNA-Sticke
in Frage, die in begrenzten Mengen in einer bestimmten Probe vorkommen kénnen. Die Kapillar-Elektropho-
rese sorgt in 30 Minuten fir reproduzierbares Sequenzieren von bis zu 350 bp M13-Phagen-DNA (Ruiz-Mar-
tinez, Anal. Chem. 65, 2851-2858 (1993)).

Herstellung von Polynucleotiden, die fiir Capsaicinrezeptor oder Capsaicinrezeptor-verwandte Polypeptide ko-
dieren

[0082] Gemal der vorliegenden Erfindung kdnnen Polynucleotidsequenzen, die fiir Capsaicinrezeptor-Poly-
peptide oder Capsaicinrezeptor-verwandte Polypeptide kodieren (welche Capsaicinrezeptor-Polypeptide und
Capsaicinrezeptor-verwandte Polypeptide, Fragmente des natirlich vorkommenden Polypeptids, Fusionspro-
teine und funktionelle Aquivalente davon enthalten) in rekombinanten DNA-Molekiilen verwendet werden, die
die Expression von Capsaicinrezeptor oder Capsaicinrezeptor-verwandten Polypeptiden in geeignheten Wirts-
zellen lenken. Infolge der inharenten Degeneration des genetischen Codes kénnen andere DNA-Sequenzen,
die fir im Wesentlichen die gleiche oder eine funktionell gleichwertige Aminosauresequenz kodieren, fur das
Klonieren und Exprimieren von Capsaicinrezeptor oder Capsaicinrezeptor-verwandtem Polypeptid herangezo-
gen werden. Wie dies fir Fachleute auf dem Gebiet der Erfindung offenkundig ist, kann es vorteilhaft sein, fur
Capsaicinrezeptor kodierende Nucleotidsequenzen und Nucleotidsequenzen, die flir Capsaicinrezeptor-ver-
wandtes Polypeptid kodieren, zu produzieren, die nicht natlrlich vorkommende Codons besitzen. Es kénnen
von einem bestimmten prokaryotischen oder eukaryotischen Wirt bevorzugte Codons (Murray et al., Nucl.
Acids Res. 17, 477-508 (1989)) beispielsweise ausgewahlt sein, um die Expressionsrate zu erhéhen oder re-
kombinante RNA-Transkripte mit einer oder mehreren glinstigen Eigenschaften) zu produzieren (z. B. langere
Halbwertszeit als Transkripte aus naturlich vorkommender Sequenz).

[0083] Die Nucleotidsequenzen der Erfindung k&nnen konstruiert sein, um eine Sequenz, die fir Capsaicin-
rezeptor oder fiir Capsaicinrezeptor-verwandtes Polypeptid kodiert, aus einer Vielzahl an Grinden zu veran-
dern; Beispiele dafiir sind Anderungen, die die Klonierung, Verarbeitung und/oder Expression des Genpro-
dukts erleichtern. Beispielsweise kdnnen unter Anwendung auf dem Gebiet bekannter Techniken Mutationen
eingefiihrt werden, z. B. mittels stellengerichteter Mutagenese, um neue Restriktionsstellen zu insertieren, Gly-
kosylierungsmuster oder Codonpréaferenz zu modifizieren, SpleilRvarianten zu produzieren usw.

[0084] In einer weiteren Ausflhrungsform der Erfindung kann ein natiirliches, modifiziertes oder rekombinan-
tes Polynucleotid, das fir ein Capsaicinrezeptor-Polypeptid oder ein Capsaicinrezeptor-verwandtes Polypeptid
kodiert, an eine heterologe Sequenz ligiert sein, um fiir ein Fusionsprotein zu kodieren. Solche Fusionsproteine
kénnen auch konstruiert sein, eine Spaltungsstelle zwischen einer fur ein Capsaicinrezeptor-Polypeptid kodie-
renden Sequenz (oder einer Sequenz, die fiir Capsaicinrezeptor-verwandtes Polypeptid kodiert) und einer he-
terologen Polypeptidsequenz zu enthalten, sodass die heterologe Polypeptidsequenz weg vom Capsaicinre-
zeptor-Polypeptid oder Capsaicinrezeptor-verwandten Polypeptid gespalten und gereinigt werden kann.
[0085] In einer alternativen Ausfihrungsform der Erfindung kann eine Nucleotidsequenz, die fir ein Capsai-
cinrezeptor-Polypeptid oder ein Capsaicinrezeptor-verwandtes Polypeptid kodiert, unter Anwendung auf dem
Gebiet allgemein bekannter chemischer Verfahren teilweise oder zur Ganze synthetisiert werden (siehe z. B.
Caruthers et ., Nucl. Acids Res. Symp. Ser. 215-223 (1980), Horn et al., Nucl. Acids Res. Symp. Ser. 225-232
(1980)). Alternativ dazu kann das Polypeptid selbst unter Anwendung chemischer Verfahren produziert wer-
den, um eine Aminosauresequenz eines Capsaicinrezeptors oder Capsaicinrezeptor-verwandten Polypeptids
ganz oder teilweise zu synthetisieren. Beispielsweise kann die Peptidsynthese mittels verschiedener Fest-
phasentechniken erfolgen (Roberge et al., Science 269, 202-204 (1995)); automatisierte Synthese kann z. B.
mittels des ABI 431A Peptide Synthesizer (Perkin Elmer) gemal den Anweisungen des Herstellers durchge-
fuhrt werden.
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[0086] Das neu synthetisierte Polypeptid kann durch praparative Hochdruck-Flissigkeitschromatographie (z.
B. Creighton, Proteins, Structures and Molecular Principles, WH Freeman and Co, New York, NY, USA (1983))
substanziell gereinigt werden. Die Zusammensetzung der synthetischen Polypeptide kann durch Aminosaure-
analyse oder -Sequenzierung bestatigt werden (z. B. mittels des Edman-Abbauverfahrens; Creighton, s. 0.).
AuRerdem kann die Aminosauresequenz von Capsaicinrezeptor, Capsaicinrezeptor-verwandtem Polypeptid
oder jedem Teil davon mit direkter Synthese verandert und/oder mittels chemischer Verfahren mit Sequenzen
aus anderen Proteinen oder jedem beliebigen Teil davon kombiniert werden, um eine Polypeptidvariante zu
produzieren.

Expressionssysteme fir Capsaicinrezeptor und Capsaicinrezeptor-verwandtes Polypeptid

[0087] Die Erfindung betrifft die Expression von Capsaicinrezeptor-Polypeptiden und Capsaicinrezeptor-ver-
wandten Polypeptiden einzeln oder in Kombination (z. B. Co-Expression). Um ein biologisch aktives Capsai-
cinrezeptor-Polypeptid und/oder Capsaicinrezeptor-verwandtes Polypeptid zu exprimieren, wird die Nucleotid-
sequenz, die fur ein Capsaicinrezeptor-Polypeptid, ein Capsaicinrezeptor-verwandtes Polypeptid und/oder ein
funktionelles Aquivalent davon kodiert, in einen zweckmaRigen Expressionsvektor insertiert, d. h. einen Vektor
mit den notwendigen Elementen flr die Transkription und Translation der insertierten Kodiersequenz. Verfah-
ren, die Fachleuten auf dem Gebiet der Erfindung allgemein bekannt sind, eignen sich zur Konstruktion von
Expressionsvektoren, die eine erwlinschte fiir ein Polypeptid kodierende Sequenz und vorteilhafte Transkrip-
tions- oder Translations-Steuerungen umfassen. Zu diesen Verfahren zahlen In-vitro-DNA-Rekombinati-
onstechniken, synthetische Verfahren und In-vivo-Rekombination oder genetische Rekombination. Solche
Techniken sind in Sambrook et al., 1989, Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press,
Plainview, NY, USA, und in Ausubel et al., 1989, Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons,
New York, NY, USA beschrieben.

[0088] Es kann eine Vielzahl von Expressionsvektor/Wirtszellsystemen verwendet werden, um eine Sequenz
zu exprimieren, die fur ein Capsaicinrezeptor-Polypeptid und ein Capsaicinrezeptor-verwandtes Polypeptid ko-
diert. Dazu zahlen u. a. Amphibien-Oozyten (z. B. Xenopus-Oocyte); Mikroorganismen wie etwa Bakterien,
transformiert mit rekombinanten Bakteriophagen, Plasmid- oder Cosmid-DNA-Expressionsvektoren; mit He-
fe-Expressionsvektoren transformierte Hefe; mit viralen Expressionsvektoren infizierte Insektenzellensysteme
(z. B. Baculovirus); mit viralen Expressionsvektoren transfizierte Pflanzenzellsysteme (z. B. Blumenkohl-Mo-
saikvirus, CaMV; Tabak-Mosaikvirus, TMV) oder mit bakteriellen Expressionsvektoren transfizierte Pflanzen-
systeme (z. B. Ti oder pBR322-Plasmid); oder tierische Zellsysteme (z. B. Saugetier-Zellsysteme). Vorzugs-
weise werden die Sequenzen der Erfindung, insbesondere fur Capsaicinrezeptor kodierende Sequenzen, in
Saugetier-Zellsystem (z. B. Humanembryo-Nierenzellen wie etwa HEK 293), einem Amphibien-Oozyten (z. B.
durch Injizieren von Xenopus-Oozyten mit komplementarer Capsaicinrezeptor-kodierender RNA) oder ande-
ren Wirtszellen exprimiert, die leicht in Kultur vermehrt und transformiert oder transfiziert werden kénnen, um
transient oder stabil — vorzugsweise stabil — eine Sequenz zu exprimieren, die fir Capsaicinrezeptor und/oder
Capsaicinrezeptor-verwandtes Polypeptid kodiert.

[0089] Wirtszellen kdnnen flr die Expression von Capsaicinrezeptor-Polypeptid und/oder Capsaicinrezep-
tor-verwandtem Polypeptid je nach der Fahigkeit der Zelle ausgewahlt werden, die Expression der insertierten
Sequenzen zu modulieren oder das exprimierte Protein auf erwiinschte Art zu verarbeiten. Solche Modifikati-
onen des Polypeptids sind u. a. Acetylierung, Carboxylierung, Glykosylierung, Phosphorylierung, Lipidation
und Acylierung. Die posttranslationelle Verarbeitung, die das Spalten einer ,Prapro"-Form des Proteins um-
fasst, kann hinsichtlich der korrekten Polypeptidfaltung, Membraninsertion und/oder Funktion auch von Bedeu-
tung sein. Wirtszellen wie z. B. HEK293, CHO, HelLa, MDCK, W138, Xenopus-Oozyten u. a. besitzen eine spe-
zifische Zell-Maschinerie und charakteristische Mechanismen flir solche posttranslationellen Aktivitaten und
kénnen ausgewahlt sein, um die korrekte Modifikation und Verarbeitung des eingefiihrten fremden Polypeptids
zu gewahrleisten.

[0090] Der bzw. die fir die Expression eines Capsaicinrezeptor-Polypeptids und/oder Capsaicinrezeptor-ver-
wandten Polypeptids verwendete Vektoren) variiert bzw. variieren und hangen von folgenden Faktoren ab: der
Wirtszelle, in der das Capsaicinrezeptor-Polypeptid zu exprimieren ist; ob Capsaicinrezeptor-Polypeptid- und
mit Capsaicinrezeptor verwandte Polypeptidsequenzen entweder aus einem Einzelkonstrukt oder aus getrenn-
ten Konstrukten zu co-exprimieren sind; und von der beabsichtigten Verwendung des produzierten Polypep-
tids. Wenn beispielsweise grofie Mengen an Capsaicinrezeptor-Polypeptid oder Capsaicinrezeptor-verwand-
tem Polypeptid erforderlich sind (z. B. fur die Antikérperproduktion), sind unter Umstanden Vektoren wiin-
schenswert, die die hochgradige Expression von problemlos zu reinigenden Fusionsproteinen lenken. Zu sol-
chen Vektoren zahlen z. B. bakterielle Expressionsvektoren wie etwa multifunktionelle E.coli-Klonierungs- und
Expressionsvektoren, z. B. Bluescript® (Stratagene; sorgt fir die Produktion von Polypeptid-3-Galactosida-
se-Hybridproteinen); und pGEX-Vektoren (Promega, Madison, WI, USA; sorgt fur die Produktion von Glutathi-
on-S-Transferase- (GST-) Fusionsproteinen). Wenn die Wirtszelle Hefe ist (z. B. Saccharomyces cerevisiae),

14/97



DE 699 10 538 T2 2004.06.24

kommen einige Vektoren mit konstitutiven oder induzierbaren Promotoren wie z. B. a-Faktor, Alkohol-Oxidase
und PGH in Frage. Ein Uberblick findet sich in Ausubel et al. (s. 0.) und Grant et al., Methods in Enzymology
153, 516-544 (1987).

[0091] Wenn die Wirtszelle eine Saugetierzelle ist, kbnnen einige Expressionssysteme verwendet werden.
Beispielsweise kann der Expressionsvektor aus einem Expressionssystem auf viraler Basis abgeleitet sein, z.
B. einem Expressionssystem, das aus einer Adenovirus-, SV40-, CMV- oder RSV-Nucleotidsequenz abgeleitet
ist. Der Wirkungsgrad der Expression kann durch Vorsehen von Enhancern verstarkt werden, die fur das je-
weils verwendete Zellsystem geeignet sind (Scharf et al., Results Probl. Cell Differ. 20, 125-162 (1994); Bittner
et al., Methods in Enzymol. 153, 516-544 (1987); z. B. kann der RSV-Enhancer zur Steigerung der Expression
in Saugetier-Wirtszellen dienen).

[0092] Die ,Steuerelemente” oder regulatorischen Sequenzen" dieser Systeme, die hinsichtlich ihrer Starke
und Spezifitat variieren, sind jene nichttranslatierten Regionen des Vektors, Enhancer, Promotoren und un-
translatierten 3'-Regionen, die mit Zell-Wirtsproteinen in Wechselwirkung treten, um die Transkription und
Translation einer Nucleotidsequenz von Interesse zu vereinfachen. Je nach dem verwendeten Vektorsystem
und Wirt kommen einige transkriptionelle und translationelle Elemente, z. B. konstitutive und induzierbare Pro-
motoren, in Frage. Solche Steuerelemente oder regulatorischen Sequenzen werden je nach der Wirtszelle
ausgewahlt, in der das flr Capsaicinrezeptor kodierende Polynucleotid und/oder das fir Capsaicinrezep-
tor-verwandtes Polypeptid kodierende Polynucleotid exprimiert werden soll. Beispielsweise sind in Sauge-
tier-Zellsystemen Promotoren aus den Sdugetiergenen oder Saugetierviren am geeignetsten. Wenn es er-
wlnscht ist, eine Zelllinie mit mehreren Kopien einer Sequenz zu erzeugen, die fir Capsaicinrezeptor-Poly-
peptid oder ein Capsaicinrezeptor-verwandtes Polypeptid kodiert, kommen aus SV40 oder EBV abgeleitete
Vektoren in Verbindung mit anderen optionalen Vektorelementen, z. B. einem zweckmaligen selektierbaren
Marker, in Frage.

[0093] Méglicherweise sind auch spezifische Initiationssignale fir die effiziente Translation einer Sequenz er-
forderlich, die fir Capsaicinrezeptor-Polypeptid oder Capsaicinrezeptor-verwandtes Polypeptid kodiert, z. B.
das ATG-Initiationscodon und flankierende Sequenzen fur die bakterielle Expression. Wenn eine native Se-
quenz, einschlieBlich ihres Initiationscodons und stromauf gelegener Sequenzen, in den geeigneten Expres-
sionsvektor insertiert wird, sind unter Umstanden keine zusatzlichen Translationssteuersignale erforderlich.
Wenn hingegen nur die kodierende Sequenz oder ein Abschnitt davon in einen Expressionsvektor insertiert
wird, missen exogene Transkriptionssteuersignale einschlieBlich des ATG-Initiationscodons zur Verfligung
stehen. AuRerdem muss das Initiationscodon im korrekten Leserahmen vorliegen, um die Transkription des
gesamten Inserts sicherzustellen. Exogene transkriptionelle Elemente und Initiationscodons kénnen aus ver-
schiedenen Quellen stammen und entweder natirlich oder synthetisch sein.

[0094] Wenn langfristige rekombinante Polypeptidproduktion mit hoher Ausbeute erwilinscht ist, ist stabile Ex-
pression vorzuziehen. Beispielsweise kénnen Zelllinien, die Capsaicinrezeptor- und/oder Capsaicinrezep-
tor-verwandtes Polypeptid stabil exprimieren, unter Verwendung von Expressionsvektoren transformiert wer-
den, die virale Replikationsurspriinge oder endogene Expressionselemente und ein selektierbares Mar-
ker-Gen enthalten. Nach der Einfihrung des Vektors kdnnen Zellen in einem angereicherten Medium geziich-
tet werden, bevor sie selektivem Medium ausgesetzt werden. Der selektierbare Marker, der Resistenz gegen-
Uber dem selektiven Medium verleiht, ermdglicht das Wachstum und die Gewinnung von Zellen, die die einge-
setzten Sequenzen erfolgreich exprimieren. Resistente, stabil transformierte Zellen kénnen unter Anwendung
von Gewebekulturtechniken, die fiir den Wirtszellentyp adaquat sind, vermehrt werden.

[0095] Es kann eine beliebige Anzahl an Selektionssystemen zur Gewinnung transformierter Zelllinien heran-
gezogen werden. Dazu zdhlen die Herpes-simplex-Virus-Thymidin-Kinase- (Wigler et al., Cell 11, 223-232
(1977)) und Adenin-Phosphoribosyl-Transferase- (Lowy et al., Cell 22, 817-823 (1980)) Gene, die in tk- bzw.
aprt-Zellen verwendet werden kénnen. Antimetabolit- oder Antibiotikaresistenz kann ebenso als Grundlage fur
die Auswahl dienen, z. B. dhfr, das Methotrexat-Resistenz verleiht (Wigler et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 77,
3567-3570 (1980)), und npt, das Resistenz gegenlber den Aminoglycosiden Neomycin und G-418 verleiht
(Colbere-Garapin et al., J. Mol. Biol. 150, 1-14 (1981)). Zusétzliche auswahlbare Gene wurden ebenfalls be-
schrieben, z. B. trpB, das es den Zellen ermdglicht, Indol anstelle von Tryptophan zu verwenden, oder hisD,
das es den Zellen ermdglicht, Histinol anstelle von Histidin zu verwenden (Hartman et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
85, 8047-8051 (1988)). Auswahlbare Marker enthalten auch sichtbare Marker wie z. B. Anthocyanine, 3-Glu-
curonidase und ihr Substrat, GUS, und Luciferase und ihr Substrat, Luciferin. Solche sichtbaren Marker eignen
sich dazu, Transformanten zu identifizieren und die Menge an transienter oder stabiler Proteinexpression zu
quantifizieren, die man einem spezifischen Vektorsystem zuschreiben kann (Rhodes et al., Methods Mol. Biol.
55, 121- 131 (1995)).

[0096] Alternativ dazu kénnen Wirtszellen, die die kodierende Sequenz fir Capsaicinrezeptor-Polypeptide
und/oder Capsaicinrezeptor-verwandte Polypeptide enthalten und Capsaicinrezeptor-Polypeptide und/oder
Capsaicinrezeptor-verwandte Polypeptide exprimieren, durch eine Vielzahl an Fachleuten auf dem Gebiet der
Erfindung bekannten Verfahren identifiziert werden. Zu diesen Verfahren zahlen DNA-DNA- oder
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DNA-RNA-Hybridisierung und Protein-Bioassay- oder Immunassay-Techniken zur Detektion und/oder Quanti-
fizierung der Nucleinsaure oder des Proteins.

[0097] Die Gegenwart von Polynucleotidsequenzen, die fir ein Capsaicinrezeptor- und/oder ein Capsaicinre-
zeptor-verwandtes Polypeptid kodieren, kann durch DNA-DNA- oder DNA-RNA-Hybridisierung oder PCR-Am-
plifikation unter Einsatz von Sonden, Abschnitten oder Fragmenten von Polynucleotiden detektiert werden, die
fur Capsaicinrezeptor und/oder Capsaicinrezeptor-verwandtes Polypeptid kodieren. Tests auf der Basis von
Nucleinsaure-Amplifikation umfassen die Verwendung von Oligonucleotiden oder Oligomeren auf der Basis ei-
ner Sequenz, die fiir ein Capsaicinrezeptor-oder Capsaicinrezeptor-verwandtes Polypeptid kodiert, um Trans-
formanten zu detektieren, die die erwlnschte DNA oder RNA enthalten. Der Ausdruck ,Oligonucleotide" oder
,LOligomere" bezieht sich hierin auf eine Nucleinsduresequenz von zumindest etwa 10 Nucleotiden bis zu etwa
60 Nucleotiden, vorzugsweise von etwa 15 bis 30 Nucleotiden, noch bevorzugter von etwa 20 bis 25 Nucleo-
tiden, die als Sonde oder Amplimer verwendbar ist.

[0098] Eine Vielzahl an Immunassays zum Detektieren und Messen der Expression eines spezifischen Pro-
teins unter Einsatz proteinspezifischer polyklonaler oder monoklonaler Antikérper ist auf dem Gebiet der Erfin-
dung bekannt. Beispiele sind der Enzymverbundene Immunosorbent-Assay (ELISA), der Radioimmunassay
(RIA) und die Sortierung fluoreszierender aktivierter Zellen (FACS). Diese und andere Tests sind z. B. in Hamp-
ton et al., 1990, Serological Methods, A Laboratory Manual, APS Press, St. Paul, MN, USA und von Maddox
etal., J. Exp. Med. 158, 1211 (1983) beschrieben.

[0099] Es sind zahlreiche detektierbare Marker und Konjugationstechniken auf dem Gebiet bekannt, die in
verschiedenen Nucleinsaure- und Aminosauretests einsetzbar sind. Méglichkeiten zur Produktion markierter
Hybridisierungs- oder PCR-Sonden zur Detektion von Sequenzen, die mit Sequenzen verwandt sind, die fir
ein Capsaicinrezeptor- oder Capsaicinrezeptor-verwandtes Polypeptid kodieren, sind Oligomarkieren,
Nick-Translation, Endmarkierung oder PCR-Amplifikation unter Einsatz eines markierten Nucleotids. Alternativ
dazu kann eine Nucleotidsequenz, die fiir ein Capsaicinrezeptor- oder Capsaicinrezeptor-verwandtes Polypep-
tid kodiert, zwecks Produktion einer mMRNA-Sonde in einen Vektor kloniert werden. Vektoren und Verfahren zur
Produktion von mRNA-Sonden sind auf dem Gebiet allgemein bekannt. Geeignete Reportermolekile oder
Marker sind jene Radionuclide, Enzyme, fluoreszierenden, chemilumineszierenden oder chromogenen Mittel
sowie Substrate, Co-Faktoren, Inhibitoren, magnetische Teilchen o. dgl., die in US-Patenten 3.817.837,
3.850.752, 3.939.350, 3.996.345, 4.277.437, 4.275.149 und 4.366.241 beschrieben sind, die hierin jeweils
durch Verweis aufgenommen sind.

[0100] In einer bevorzugten Ausfiihrungsform werden die Capsaicinrezeptor exprimierenden Wirtszellen un-
ter Anwendung eines funktionellen Tests betreffend die Capsaicinrezeptor-Aktivitadt gescreent und selektiert.
Beispielsweise kann man funktionellen Capsaicinrezeptor exprimierende Wirtszellen auf Anderungen der in-
trazellularen Calciumkonzentrationen screenen, nachdem sie einer Capsaicinrezeptor-bindenden Verbindung
ausgesetzt wurden (z. B. Capsaicin oder Resiniferatoxin). Wenn die Capsaicinrezeptor-bindende Verbindung
ein Capsaicinrezeptor-Agonist ist, fiihrt die Bindung der Agonistenverbindung an den Capsaicinrezeptor zu ho-
heren Werten an intrazellularem Calcium in der Wirtszelle, die die flir Capsaicinrezeptor kodierende Nuclein-
saure exprimiert. Verfahren und Zusammensetzungen (z. B. fura-2) zur Uberwachung der intrazelluléren Cal-
ciumkonzentration sind auf dem Gebiet der Erfindung allgemein bekannt.

Reinigung von Capsaicinrezeptor-Polypeptiden und Capsaicinrezeptor-verwandten Polypeptiden

[0101] Verfahren zur Produktion eines Polypeptids nach der Identifikation seines kodierenden Polynucleotids
sind auf dem Gebiet der Erfindung allgemein bekannt. Wirtszellen, die mit einer oder mehreren Nucleotidse-
quenz(en) transformiert sind, die fiir ein Capsaicinrezeptor-Polypeptid und/oder Capsaicinrezeptor-verwand-
tes Polypeptid kodiert bzw. kodieren, kénnen unter Bedingungen kultiviert werden, die sich fir die Expression
und Gewinnung des kodierten Polypeptids aus Zellkultur eignen. Das durch eine rekombinante Zelle produ-
zierte Polypeptid kann je nach der im Einsatz befindlichen Sequenz und/der dem Vektor sekretiert oder intra-
zellular gehalten werden. Wie dies fiir Fachleute auf dem Gebiet der Erfindung allgemein bekannt ist, kdnnen
Expressionsvektoren, die Polynucleotide enthalten, die fiir Capsaicinrezeptor-Polypeptide oder Capsaicinre-
zeptor-verwandte Polypeptide kodieren, mit Sighalsequenzen versehen werden, die die Sekretion des oder der
kodierten Polypeptids bzw. Polypeptide durch eine prokaryotische oder eukaryotische Zellmembran lenken.

[0102] Die Reinigung von Capsaicinrezeptor-Polypeptiden und Capsaicinrezeptor-verwandten Polypeptiden
kann durch Verwendung eines rekombinanten Konstrukts vereinfacht werden, das eine oder mehrere Nucleo-
tidsequenz(en) enthalt, die fir eine oder mehrere Polypeptiddomane(n) kodiert bzw. kodieren, die — wenn sie
innerhalb des Rahmens mit der Sequenz exprimiert wird bzw. werden, die fiir das Capsaicinrezeptor- oder
Capsaicinrezeptor-verwandte Polypeptid kodiert — ein Fusionsprotein mit einer die Reinigung erleichternden
Domane liefert (Kroll et al., DNA Cell Biol. 12, 441-453 (1993)). Eine oder mehrere spaltbare Linkerse-
quenz(en) zwischen der Reinigungsdomane und der Sequenz, die fir Capsaicinrezeptor-Polyeptide oder Cap-
saicinrezeptor-verwandte Polypeptide kodiert, kann bzw. kénnen vorgesehen sein, um die Reinigung zu ver-
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einfachen.

[0103] Capsaicinrezeptor-Polypeptide und Capsaicinrezeptor-verwandte Polypeptide Qedes dieser Polypep-
tide umfasst Polypeptide mit einem Abschnitt der nativen Aminosauresequenz) kdnnen auch durch direkte
Peptidsynthese unter Anwendung von Festphasentechniken produziert werden (siehe z. B. Stewart et al. 1969,
Solid-Phase Peptide Synthesis, WH Freeman Co, San Francisco, CA, USA; Merrifield, J. Am. Chem. Soc. 85,
2149-2154 (1963)). Verschiedene Fragmente von Capsaicinrezeptor- und Capsaicinrezeptor-verwandtem Po-
lypeptid kdnnen getrennt chemisch synthetisiert und unter Anwendung chemischer Verfahren kombiniert wer-
den, um das Molekdl voller Lange zu produzieren.

[0104] Verfahren zur Reinigung eines erwiinschten Polypeptids entweder nach kinstlicher Synthese oder re-
kombinanter Produktion sind Routinevorgange und auf dem Gebiet allgemein bekannt.

Verwendungszwecke von Capsaicinrezeptor-Polypeptiden, Capsaicinrezeptor-verwandten Polypeptiden und
Nucleinsaure, die fur Capsaicinrezeptor-Polypeptide oder Capsaicinrezeptor-verwandte Polypeptide kodiert

[0105] Neben den oben beschriebenen Verwendungszwecken kénnen die hierin offenbarten Nucleotid- und
Polypeptidsequenzen in unterschiedlicher Weise verwendet werden, z. B. bei der Produktion von Antikérpern,
bei der Identifikation von Capsaicinrezeptor-bindenden Verbindungen und Verbindungen, die Capsaicinrezep-
tor-verwandtes Polypeptid binden, welche die Capsaicinrezeptor-Funktion beeinflussen (z. B. in einem Medi-
kamenten-Screeningassay), und bei der Identifikation anderer Polynuclectidsequenzen, die fir Capsaicinre-
zeptor- und Capsaicinrezeptor-verwandte Polypeptide kodieren. AuRerdem kénnen Sequenzen, die fur Cap-
saicinrezeptor-Polypeptide und flur Capsaicinrezeptor-verwandte Polypeptide kodieren, in diagnostischen
Tests zum Einsatz kommen (z. B. fiir die prénatale oder die postnatale Diagnose). Uberdies kénnen fiir Cap-
saicinrezeptor kodierende Sequenzen und ihre kodierten Polypeptide auch in Assays verwendet werden, um
den Capsaicin-Gehalt einer Probe (z. B. aus einem natlrlichen Produkt wie etwa Chili-Extrakt) oder die Cap-
saicin-férdernden Wirkungen eines Mittels (z. B. eines Kandidatenmittels zur Verwendung als Ge-
schmacks-verstarkendes Additiv in Nahrungsmitteln) zu bewerten.

[0106] Diese und andere Anwendungen der Sequenzen der Erfindung sind nachstehend ausfihrlich be-
schrieben.

Screenen hinsichtlich Verbindungen, die Capsaicinrezeptor- und Capsaicinrezeptor-verwandtes Polypeptid
binden

[0107] Capsaicinrezeptor-Polypepitde und Capsaicinrezeptor-verwandte Polypeptide, die jeweils biologisch
aktive oder immunogene Fragmente oder Oligopeptide davon besitzen, kénnen fur das Screenen von Verbin-
dungen verwendet werden, die Capsaicinrezeptor-Aktivitdt beeinflussen; dies geschieht z. B. durch spezifi-
sches Bindung von Capsaicinrezeptor und Beeinflussung seiner Funktion oder spezifischen Bindung von Cap-
saicinrezeptor-verwandtem Polypeptid und Beeinflussung seiner Wechselwirkung mit Capsaicinrezeptor, wo-
durch die Capsaicinrezeptor-Aktivitat betroffen wird. Die Identifikation solcher Verbindungen kann in unter-
schiedlicher Weise mittels Techniken zum Screenen von Medikamenten erfolgen. Von besonderem Interesse
ist die Identifikation von Mitteln, deren Aktivitdt die Beeinflussung von Capsaicinrezeptor-Funktion umfasst.
Solche Mittel sind Kandidaten fiir die Entwicklung von Behandlungen fiir entzindliche Zustande, die zumindest
teilweise mit Capsaicinrezeptor-Aktivitit assoziiert sind (z. B. Psoriasis, reaktive Atemwegserkrankungen
(Asthma, chronisch-obstruktive Lungenerkrankung)), Arthritis (z. B. Osteoarthritis, rheumatoide Arthritis) sowie
zur Verwendung als Analgetika. Von besonderem Interesse sind Screeningtests fiir Mittel, die niedrige Toxizitat
fur Humanzellen aufweisen. Das in einem solchen Test verwendete Polypeptid kann frei in Lésung, an einem
festen Trager befestigt, auf einer Zelloberflache angeordnet oder intrazellular positioniert sein. Die Screening-
analysen der Erfindung basieren im Allgemeinen auf der Fahigkeit des Mittels, sich an ein Capsaicinrezep-
tor-Polypeptid zu binden, an ein Capsaicinrezeptor-verwandtes Polypeptid zu binden und/oder eine biologi-
sche Aktivitat hervorzurufen oder zu hemmen, die man mit Capsaicinrezeptor- oder Capsaicinrezeptor-ver-
wandtem Polypeptid assoziiert (es handelt sich also um einen funktionellen Assay oder einen Test unter Ein-
satz von Radioliganden-Bindungsassays).

[0108] Der hierin verwendete Ausdruck ,Mittel" beschreibt jedes Molekdl, z. B. Protein oder Pharmazeutikum,
mit der Fahigkeit, eine erwiinschte physiologische Funktion von Capsaicinrezeptor- oder Capsaicinrezep-
tor-verwandtem Polypeptid zu verdndern (d. h. hervorzurufen oder zu hemmen) oder zu imitieren. Im Allgemei-
nen werden mehrere Testgemische parallel mit unterschiedlichen Konzentrationen des Mittels laufen gelassen,
um eine unterschiedliche Response auf die Konzentrationen zu erhalten. Typischerweise dient eine dieser
Konzentrationen als negativer Vergleich, d. h. bei Null-Konzentration oder unterhalb der Detektionsschwelle.
[0109] Kandidaten fiir Mittel stammen aus mehreren chemischen Klassen, obwohl sie typischerweise organi-
sche Molekile sind, vorzugsweise kleine organische Verbindungen mit einem Molekulargewicht von mehr als
50 und weniger als etwa 2.500 Da. Kandidaten der Mittel umfassen funktionelle Gruppen, die fur die struktu-
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relle Wechselwirkung mit Proteinen, insbesondere die Wasserstoffbindung, notwendig sind, und enthalten ty-
pischerweise zumindest eine Amin-, Carbonyl-, Hydroxyl- oder Carboxylgruppe, vorzugsweise zumindest zwei
der funktionellen chemischen Gruppen. Die Kandidaten-Mittel umfassen oft zyklischen Kohlenstoff oder hete-
rozyklische Strukturen und/oder aromatische oder polyaromatische Strukturen, die mit einer oder mehreren
der obigen funktionellen Gruppen substituiert sind. Kandidaten-Mittel finden sich auch unter Biomolekilen wie
z. B. Peptiden, Sacchariden, Fettsauren, Steroiden, Purinen, Pyrimidinen, Derivaten, strukturellen Analogen
oder Kombinationen davon.

[0110] Kandidaten fur Mittel stammen aus einer Vielzahl an Quellen, z. B. aus Bibliotheken synthetischer oder
natdrlicher Verbindungen. Beispielsweise gibt es zahlreiche Méglichkeiten fir die Zufalls- oder gerichtete Syn-
these einer Vielzahl an organischen Verbindungen und Biomolekulen, etwa die Expression randomisierter Oli-
gonucleotide und Oligopeptide. Alternativ dazu stehen Bibliotheken natirlicher Verbindungen in Form bakteri-
eller, Pilz-, pflanzlicher und tierischer Extrakte (einschlief3lich Extrakte von Humangewebe zur Identifikation en-
dogener Faktoren, die die Aktivitat von Capsaicinrezeptor- oder Capsaicinrezeptor-verwandtem Polypeptid be-
einflussen) zur Verfigung oder kénnen problemlos produziert werden. AulRerdem werden natirliche oder syn-
thetisch produzierte Bibliotheken und Verbindungen durch konventionelle chemische, physikalische und bio-
chemische Verfahren problemlos modifiziert und kénnen zur Produktion kombinatorischer Bibliotheken ver-
wendet werden. Bekannte pharmakologische Mittel kdnnen gelenkten oder zufalliger chemischen Modifikatio-
nen ausgesetzt werden, z. B. Acylierung, Alkylierung, Veresterung, Amidierung usw., um strukturelle Analoge
zu bilden.

[0111] Vorzugsweise ermdglicht das angewendete Medikamenten-Screeningverfahren das Screening von
Verbindungen mit hohem Durchsatz, die geeignete Bindungsaffinitat fir das Capsaicinrezeptor- oder das Cap-
saicinrezeptor-verwandte Polypeptid aufweisen und/oder die eine erwlnschte Reaktion hervorrufen, die mit
Capsaicinrezeptor- oder mit Capsaicinrezeptor-verwandtem Polypeptid assoziiert ist. Beispielsweise kann
eine grof3e Anzahl unterschiedlicher kleiner Peptid-Testverbindungen auf einem festen Substrat synthetisiert
werden, z. B. auf Kunststoffstiften oder einer anderen Oberflache (siehe z. B. Geysen WO 84/03564, verdffent-
licht am 13. September 1984), die Peptid-Testverbindungen kénnen mit Capsaicinrezeptor-Polypeptiden (oder
Capsaicinrezeptor-verwandten Polypeptiden) in Kontakt gebracht werden, nicht umgesetzte Materialien kén-
nen weggewaschen werden, und gebundener Capsaicinrezeptor (oder gebundenes Capsaicinrezeptor-ver-
wandtes Polypeptid) kann mittels eines detektierbaren Markers oder Detektion einer biologischen Aktivitat, die
mit Capsaicinrezeptor-Aktivitat (oder der Aktivitdt von Capsaicinrezeptor-verwandtem Polypeptid) assoziiert
ist, detektiert werden. Gereinigter Capsaicinrezeptor oder gereinigtes Capsaicinrezeptor-verwandtes Polypep-
tid kann auch direkt auf Platten aufgetragen werden, um in In-vitro-Screeningtechniken zum Einsatz zu kom-
men. Alternativ dazu kann man nichtneutralisierende Antikérper zum Einfangen des Polypeptids und dessen
Immobilisieren auf einem festen Trager verwenden.

[0112] Die Erfindung bezieht sich auch auf die Verwendung von kompetitiven Tests zum Medikamentenscree-
ning, in denen fur Capsaicinrezeptor spezifische neutralisierende Antikérper oder fur Capsaicinrezeptor-ver-
wandtes Polypeptid spezifische neutralisierende Antikérper mit einer Testverbindung um die Bindung von Cap-
saicinrezeptor-Polypeptid oder Capsaicinrezeptor-verwandtem Polypeptid konkurrieren. Auf diese Weise kdn-
nen die Antikérper flr das Detektieren der Gegenwart von Polypeptid herangezogen werden, das eine oder
mehrere antigene Determinante(n) mit einem Capsaicinrezeptor- oder Capsaicinrezeptor-verwandtem Poly-
peptid teilt.

Screening potenzieller Mittel

[0113] Es eignet sich eine Vielzahl an Tests zur Identifikation von Bindungsmitteln flir Capsaicinrezeptor-Po-
lypeptid und/oder Capsaicinrezeptor-verwandtem Polypeptid, z. B. markierte In-vitro-Bindungstests, Immunas-
says fUr Proteinbindung u. dgl. Beispielsweise kann man durch Produktion gro3er Mengen an Capsaicinrezep-
tor-Polypeptiden oder Capsaicinrezeptor-verwandten Polypeptiden Liganden oder Substrate identifizieren, die
sich an das Protein binden oder ihre Wirkung modulieren oder imitieren. Das gereinigte Protein kann auch zur
Bestimmung dreidimensionaler Kristallstruktur verwendet werden, was beim Modellieren intermolekularer
Wechselwirkungen zur Anwendung kommt.

[0114] Der Screeningtest kann ein Bindungstest sein, in dem eines oder mehrere Molekile mit einem Marker
verknilpft werden kann bzw. kénnen und der Marker direkt oder indirekt ein detektierbares Signal liefert. Zu
Markern zahlen Radioisotope, Fluoreszenzmittel, Chemilumineszenzmittel, Enzyme, spezifische Bindungsmo-
lekile, Teilchen, z. B. magnetische Teilchen, u. dgl. Spezifische Bindungsmolekiile sind z. B. Paare wie etwa
Biotin und Streptavidin, Digoxin und Antidigoxin usw. Fir die spezifischen Bindungselemente wiirde das kom-
plementare Element normalerweise mit einem Molekil markiert werden, das fiir Detektion sorgt (dies erfolgt in
Einklang mit bekannten Verfahren).

[0115] Eine Vielzahl anderer Reagenzien kann in den hierin beschriebenen Screeningtests enthalten sein.
Wenn der Test ein Bindungsassay ist, sind Reagenzien wie Salze, neutrale Proteine, z. B. Albumin, Detergen-
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zien usw. enthalten, die zur Erleichterung optimaler Protein-Protein-Bindung, Protein-DNA-Bindung dienen
und/oder nichtspezifische oder Hintergrund-Wechselwirkungen reduzieren. Reagenzien, die die Wirksamkeit
des Tests verbessern, z. B. Protease-Hemmer, Nuclease-Hemmer, antimikrobielle Mittel usw., kommen in Fra-
ge. Das Gemisch von Komponenten kann in jeder beliebigen Reihenfolge zugesetzt werden, die fir die erfor-
derliche Bindung sorgt. Inkubationen erfolgen bei jeder geeigneten Temperatur, typischerweise zwischen 4 °C
und 40°C. Die Inkubationsdauer wird hinsichtlich optimaler Aktivitat ausgewahlit, kann aber auch optimiert wer-
den, um rasches Screenen mit hohem Durchsatz zu erleichtern. Typischerweise reicht eine Dauer zwischen
0,1 und 1 Stunde aus.

Funktionelle Screeningtests fiir Capsaicinrezeptor- und Capsaicinrezeptor-verwandtes Polypeptid

[0116] Vorzugsweise werden Capsaicinrezeptor bindende Verbindungen auf Agonisten- oder Antagonisten-
wirkung in einem funktionellen Test gescreent, der eine biologische Aktivitat Gberwacht, die mit Capsaicinre-
zeptor-Funktion assoziiert ist, z. B. die Wirkung auf intrazelluldre Werte von Kationen in einer Capsaicinrezep-
tor exprimierenden Wirtszelle (z. B. Calcium, Magnesium, Guanidin, Kobalt, Kalium, Casium, Natrium und
Cholin, vorzugsweise Calcium), Liganden-aktivierte Leitfahigkeit, Zelltod (d. h. Rezeptor-mediierter Zelltod, der
z. B. mittels morpholgischer, chemischer oder immunologischer Tests Uberwacht werden kann), Depolarisie-
rung der Capsaicinrezeptor exprimierenden Zellen (z. B. mittels fluoreszierender Spannungsempfindlicher
Farbstoffe), Produktion von zweitem Messenger (z. B. durch Detektion von Veranderungen zyklischer
GMP-Werte; siehe z. B. Wood et al., J. Neurochem. 53, 1203- 1211 (1989), die durch Radicimmunassay oder
ELISA detektiert werden kénnen), Calcium-induzierte Reporter-Gen-Expression (siehe z. B. Ginty, Neuron 18,
183-186 (1997)) oder eine andere problemlos bestimmbare biologische Aktivitat, die mit Capsaicinrezep-
tor-Aktivitat oder der Hemmung von Capsaicinrezeptor-Aktivitat assoziiert ist. Vorzugsweise basiert der funkti-
onelle Assay auf der Detektion einer biologischen Aktivitat von Capsaicinrezeptor, die mittels gleichzeitigen
Screenens mehrerer Proben mit hohem Durchsatz untersucht werden kann; ein Beispiel dafiir ist ein funktio-
neller Test auf der Basis der Detektion einer Anderung der Fluoreszenz, die ihrerseits mit einer Anderung der
Capsaicinrezeptor-Aktivitat assoziiert ist. Solche funktionellen Tests dienen dazu, potenzielle Mittel hinsichtlich
Aktivitat als Capsaicinrezeptor-Agonisten oder -Antagonisten zu screenen.

[0117] In einer bevorzugten Ausfuhrungsform werden Capsaicinrezeptor exprimierende Zellen (vorzugswei-
se rekombinante Capsaicinrezeptor exprimierende Zellen) mit fluoreszierend markiertem Calcium vorgeladen
(z. B. fura-2). Die Capsaicinrezeptor exprimierenden Zellen werden dann einer Capsaicinrezeptor bindenden
Verbindung ausgesetzt und die Wirkung dieser Exposition Uberwacht. Verbindungskandidaten, die Capsaicin-
rezeptor-Agonistenaktivitat besitzen, sind jene, die im Kontakt mit den Capsaicinrezeptor exprimierenden Zel-
len eine Capsaicinrezeptor-medierte Zunahme an intrazelluldrem Calcium gegentber den Vergleichszellen
hervorrufen (z. B. Capsaicinrezeptor exprimierende Zellen in Abwesenheit der Kandidatenverbindung, Wirts-
zellen ohne flr Capsaicinrezeptor kodierende Nucleinsaure, Capsaicinrezeptor exprimierende Zellen, die ei-
nem bekannten Capsaicinrezeptor-Agonisten ausgesetzt sind). Ebenso kdnnen funktionelle Capsaicinrezep-
tor-Tests dazu dienen, Kandidatenverbindungen zu identifizieren, die die Aktivitat eines bekannten Capsaicin-
rezeptor-Agonisten blockieren (z. B. Blockieren der Aktivitdt von Capsaicin oder Resiniferatoxin oder Konkur-
rieren damit), die die Aktivitat eines bekannten Capsaicinrezeptor-Antagonisten blockieren (z. B. Blockieren
der Aktivitat von Capsazepin oder Konkurrieren damit) und/oder die Aktivitat als Capsaicinrezeptor-Antagonis-
ten besitzen.

[0118] Ineiner weiteren Ausfihrungsform betrifft die Erfindung ein Verfahren zur Identifikation von Verbindun-
gen, die Capsaicinrezeptor-verwandtes Polypeptid binden, wodurch eine agonistische oder antagonistische
Wirkung auf Capsaicinrezeptor-assozlerte Funktion hervorgerufen wird (detektiert z. B. durch intrazellulare
Werte von Kationen in der Wirtszelle). Zu diesem Zweck umfasst der funktionelle Assay das In-Kontakt-Brin-
gen von Wirtszellen, die einen Capsaicinrezeptor alleine exprimieren (z. B. VR1), und von Wirtszellen, die ein
Capsaicinrezeptor- und ein Capsaicinrezeptor-verwandtes Polypeptid co-exprimieren (z. B. VR1 und VRRP-1).
Verbindungen, die Capsaicinrezeptor-Aktivitat beeinflussen, indem die Funktion eines Capsaicinrezeptor-ver-
wandten Polypeptids beeinflusst wird, sind jene, die eine Capsaicinrezeptor-assoziierte Aktivitat in Zellen be-
einflussen, die Capsaicinrezeptor- und Capsaicinrezeptor-verwandtes Polypeptid co-exprimieren, aber Cap-
saicinrezeptor-assozierte Aktivitat in Wirtszellen, die Capsaicinrezeptor alleine exprimieren, nicht signifikant
beeinflussen. Beispielsweise werden Verbindungen, die eine Capsaicinrezeptor-medlierte Zunahme an intra-
zelluldarem Calcium in Zellen, die Capsaicinrezeptor- und Capsaicinrezeptor-verwandtes Polypeptid co-expri-
mieren, nicht aber in Zellen, die Capsaicinrezeptor alleine exprimieren, hervorrufen, als Verbindungen identifi-
ziert, die Capsaicinrezeptor-Agonistenaktivitat mittels Wechselwirkung mit einem Capsaicinrezeptor-verwand-
ten Polypeptid hervorrufen.
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Pharmazeutische Zusammensetzungen und andere Zusammensetzungen mit Mitteln, die Capsaicinrezep-
tor-Aktivitat beeinflussen (identifiziert durch den Screeningtest der Erfindung)

[0119] Capsaicinrezeptor bindende Verbindungen und Verbindungen, die Capsaicinrezeptor-verwandtes Po-
lypeptid binden, eignen sich dazu, Capsaicinrezeptor-medierte physiologische Reaktionen hervorzurufen
oder zu hemmen und kommen besonders in einer pharmazeutischen Zusammensetzung zur Linderung von
Symptomen in Frage, die mit chronischen Schmerzen, Entziindung und anderen physiologischen Reaktionen
assoziiert sind, die man mit Capsaicinrezeptor-medUerter Aktivitat verbindet.

[0120] Die Verbindungen mit der erwlinschten pharmakologischen Aktivitat kénnen in einem physiologisch
annehmbaren Trager an einen Wirt verabreicht werden, um einen Zustand zu behandeln, der auf Capsaicin-
rezeptor-Aktivitat zurlickzufiihren ist. Alternativ dazu kénnen die identifizierten Verbindungen dazu dienen,
Capsaicinrezeptor-Funktion zu steigern, zu regulieren oder in anderer Weise zu manipulieren. Die Therapeu-
tika kbnnen in einer Vielzahl an Wegen verabreicht werden, z. B. topisch, subkutan, intraperitoneal, intravas-
kular, oral, intrathekal, epidermal, intravesikular (z. B. bei Blasenspllung zur Behandlung neurogener Blasen-
syndrome), parenteral usw. Inhalationsbehandlungen sind fur die Behandlung von Capsaicinrezeptor-assozi-
ierter Entzindung im Falle von Krankheiten wie Asthma von besonderem Interesse.

[0121] Je nach der Verabreichungsart kdnnen die Verbindungen unterschiedlich formuliert sein. Die Konzen-
tration einer therapeutisch aktiven Verbindung in der Formulierung kann von 0,1 bis 100 Gew.-% reichen. Die
pharmazeutischen Zusammensetzungen kdnnen in unterschiedlichen Formen vorliegen, z. B. als Granulat, Ta-
bletten, Pillen, Kapseln, Suspensionen, Salben, Lotionen u. dgl. Organische oder anorganische Trager in phar-
mazeutischer Qualitat und/oder Verdiinner, die sich fir den ausgewahlten Verabreichungsweg eignen, kénnen
zur Bildung von Zusammensetzungen dienen, die die therapeutisch aktiven Verbindungen enthalten. Auf dem
Gebiet bekannte Verdlinner sind wassrige Medien, pflanzliche und tierische Ole und Fette. Stabilisierungsmit-
tel, Benetzungsmittel und Emulgatoren, Salze zum Variieren des osmotischen Drucks oder Puffer zur Sicher-
stellung eines adaquaten pH-Werts sowie Mittel fiir das |leichtere Eindringen in die Haut kénnen als Zusatzstof-
fe verwendet werden.

[0122] Aufllerdem eignen sich Zusammensetzungen, die Mittel umfassen, die Capsaicinrezeptor-Aktivitat be-
einflussen (z. B. durch Bindung von Capsaicinrezeptor oder durch Bindung eines Capsaicinrezeptor-verwand-
ten Polypeptids) fir andere Anwendungen, z. B. fir Abwehrsprays (z. B. ,Pfeffersprays") oder als Gegenmittel
fur solche Sprays. Die Screeningverfahren der Erfindung kénnen zu diesem Zweck in unterschiedlicher Weise
durchgefiihrt werden, z. B. zur Identifikation von Medikamenten mit Capsaicin-dhnlicher Aktivitat, die aber eine
oder mehrere unerwiinschte und mit Capsaicin assoziierte Nebenwirkungen) nicht oder nur sehr eingeschrankt
aufweisen. Wahrend z. B. Capsaicin in Sprayabwehrstoffen wirksam ist, kann der Kontakt mit Capsaicin todlich
sein. Das Screeningverfahren der Erfindung kann verwendet werden, um Verbindungen zu identifizieren, die
den erwlinschten abschreckenden Effekt haben, die aber wahrscheinlich keinen Tod verursachen wirden nach
Exposition zu einer Menge, die normalerweise in Verteidigungssprays verwendet wird. Das Screeningverfah-
ren der Erfindung kann somit dazu dienen, Verbindungen zu identifizieren, die Capsaicinrezeptoren verschie-
dener Saugetierspezies unterschiedlich beeinflussen, wodurch die Identifikation und Konstruktion von Capsai-
cinrezeptor-Agonisten und -Antagonisten ermdglicht wird, die Capsaicinrezeptoren mit Gattungs- oder Spezi-
es-Spezifitdt substanziell beeinflussen. Das Verfahren der Erfindung kann somit die Identifikation von Capsai-
cinrezeptor-Agonisten fur Hunde- oder Baren-Capsaicinrezeptoren ermdglichen, die aber Human-Capsaicin-
rezeptoren nicht wesentlich stimulieren. Dies kdnnte erfolgen, indem auf Verbindungen gescreent wird, die
eine mit Capsaicinrezeptor assoziierte biologische Aktivitat in Wirtszellen hervorrufen, die einen Hunde-Cap-
saicinrezeptor exprimieren, aber relativ wenig oder Gberhaupt keine biologische Aktivitat in Wirtszellen hervor-
rufen, die Human-Capsaicinrezeptor exprimieren.

Therapeutisch wirksame Dosierungen

[0123] Die Bestimmung einer wirksamen Dosis liegt innerhalb des Ermessensspielraums von Fachleuten auf
dem Gebiet der Erfindung. Fir jede beliebige Verbindung kann die therapeutisch wirksame Dosis anfanglich
entweder in Zellkulturtests, z. B. mit Wirtszellen, die einenrekombinanten Capsaicinrezeptor exprimieren, oder
in Tiermodellen unter Verwendung von Ratten, Mausen, Kaninchen, Hunden oder Schweinen geschatzt wer-
den. Das Tiermodell dient auch dazu, einen erwiinschten Konzentrationsbereich und Verabreichungsweg zu
bestimmen. Diese Informationen dienen dann zur Bestimmung nitzlicher Dosen und Verabreichungswege
beim Menschen. Eine therapeutisch wirksame Dosis bezieht sich auf jene Menge eines Mittels (z. B. einer Ver-
bindung mit Aktivitat als Capsaicinrezeptor-Agonist oder -Antagonist), Polypeptids oder Anti-Polypeptid-Anti-
kérpers, die fur die erwlinschte physiologische Wirkung sorgt (z. B. zur Linderung von Symptomen, die mit
Capsaicinrezeptor-medUerter Entzindung oder Schmerzen assoziiert sind oder die den Verlust von Tempera-
turempfinden hervorrufen).

[0124] Die therapeutische Wirksamkeit und Toxizitat solcher Verbindungen kann durch herkémmliche phar-
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mazeutische Verfahren in Zellkulturen oder Versuchstieren bestimmt werden, z. B. ED50 (die Dosis, die in 50%
der Bevdlkerung therapeutisch wirksam ist) und LD50 (die Dosis, die fiir 50% der Bevoélkerung letal ist). Das
Dosisverhaltnis zwischen therapeutischen und toxischen Wirkungen ist der therapeutische Index und ist als
Verhaltnis LDS0/ED50 ausgedrickt. Pharmazeutische Zusammensetzungen, die hohe therapeutische Indices
aufweisen, sind vorzuziehen. Die Daten aus Zellkulturtests und Tierstudien werden fur die Formulierung eines
Dosierungsbereichs fur die menschliche Verwendung herangezogen. Die Dosierung derartiger Verbindungen
liegt vorzugsweise im Bereich zirkulierender Konzentrationen (umfassend ED50 mit geringer oder wenig Toxi-
zitat). Die tatsachliche Dosierung kann innerhalb dieses Bereichs variieren und hangt z. B. von der verwende-
ten Dosierung, der Empfindlichkeit des Patienten und dem Verabreichungsweg ab.

[0125] Die exakte Dosierung wird vom jeweiligen Arzt in Hinblick auf den zu behandelnden Patienten ermittelt.
Die Dosierung und die Verabreichung sind eingestellt, um ausreichende Mengen der aktiven Gruppe bereitzu-
stellen oder die erwiinschte Wirkung aufrechtzuerhalten. Weitere Faktoren, die man mdaglicherweise berick-
sichtigen muss, sind der Schweregrad des Krankheitszustands, die Position der zu behandelnden Stelle; das
Alter, das Gewicht und das Geschlecht des Patienten; die Ernahrung; die Zeit und Haufigkeit der Verabrei-
chung; Medikamentenkombination(en); Reaktionsempfindlichkeiten; sowie Toleranz gegenliber und Anspre-
chen auf Therapie. Lang anhaltende pharmazeutische Zusammensetzungen kénnen alle 3-4 Tage, jede Wo-
che oder einmal alle 2 Wochen verabreicht werden (dies hangt von der Halbwertszeit und der Clearancerate
der jeweiligen Formulierung ab).

[0126] Normale Dosierungsmengen kénnen variieren und von der Verabreichungsweise abhangen. Hilfestel-
lung bezlglich konkreter Dosierungen und Zufuhrverfahren finden sich in der Literatur und sind fir Fachleute
auf dem Gebiet der Erfindung allgemein zuganglich. Die Verwendung von Capsaicin und Capsaicin-Analogen
in klinischen Anwendungen sowie ihre Verabreichungsverfahren (z. B. Formulierungen, Dosierungen, Verab-
reichungswege usw.) sind auf dem Gebiet der Erfindung allgemein bekannt (siehe z. B. Campbell et al, 1993,
Clinical Applications of Capsaicin and Its Analogues, in: Capsaicin in the Study of Pain, S. 255-272; US-Patent
5.5690.910 (topische entziindungshemmende Zusammensetzungen mit Capsaicin); US-Patent 5.296.225 (to-
pische Zusammensetzung mit Capsaicin zur Behandlung von Schmerzen im Mund- und Gesichtsbereich);
US-Patent 5.290.816 (topische Creme mit Resiniferatoxin zur Desensibilisierung neurogener Entzindung);
US-Patent 4.997.853 (topische Zusammensetzung mit Capsaicin zur Behandlung oberflachlicher Schmerzen);
US-Patent 5.403.868 (Capsaicin-Derivate, die sich als Analgetika und Entziindungshemmer eignen); US-Pa-
tent 4.939.149 (Verabreichung von Resiniferatoxin, um sensorische afferente C-Faser- und thermoregulatori-
sche Desensibilisierung zu bewirken); US-Patent 4.536.404 (topische Behandlung postherpetischer Neuralgie
durch Applikation von Capsaicin); welche Publikationen alle in ihrer Gesamtheit aufgenommen sind. Weitere
Informationen Uber die Verabreichung von Capsaicinrezeptor-Agonist und -Antagonisten finden sich z. B. in
der United States Pharmacopeia (USP), 17. Ausgabe, S. 710-711; und im Physician's Desk Reference 1996,
Medical Economics Com., Montvale, NJ, USA (siehe insbesondere Dolorac™ bei 1054, Zostrix™ bei 1056 und
Zostrix-HP™ analgetische Creme bei 1056, die alle Capsaicin enthalten); und die aktuelle Ausgabe von Re-
mington's Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Co., Easton, PA, USA.

Verwendung von fiir Capsaicinrezeptor kodierenden Polynucleotiden in Tests zur Quantifizierung des Capsai-
cin-Gehalts einer Probe oder Bestimmung der Capsaicin-Aktivitdt eines Nahrungsmitteladditiv-Kandidaten

[0127] Fir Capsaicinrezeptor-Polypeptid kodierende Polynucleotide und Capsaicinrezeptor-Polypeptide kén-
nen in einem Test verwendet werden, um entweder qualitativ oder quantitativ Capsaicin oder ein Mittel mit Cap-
saicin-Aktivitat in einer Probe zu detektieren, wobei die Probe aus einem Nahrungsmittelprodukt stammt oder
ein potenzielles Mittel zur Verwendung als Geschmacksstoff enthalt (z. B. als Gewiirz in Lebensmitteln). Dieser
Test macht sich die Tatsache zunutze, dass zuséatzlich zur analgetischen Wirkung auf afferente Neuronen Cap-
saicin ein Mitglied der Familie der Vanilloidverbindungen ist, die dafiir verantwortlich sind, dass Nahrungsmittel
scharf werden. Beispielsweise ist Capsaicin in Pfefferschoten vorhanden (Beispiele dafiir sind thaildndische,
griine Poblano verde-, habenero- und Guero-Schoten). Herkémmliche Tests zur Bestimmung der Menge an
Capsaicin in einem Pfefterschotenextrakt umfassen die miihsame Extraktion der Verbindung aus Pfefferscho-
tenproben und die Quantifizierung durch HPLC (sehe z. B. Woodbury, J. Assoc. Oft. Anal. Chem. 63, 556-558
(1980)). Die Menge an Capsaicin wird dann mit der Anzahl an Scoville-Einheiten, einem Mal} der ,Scharfe",
korreliert.

[0128] Der Test der Erfindung verwendet ein isoliertes Capsaicinrezeptor-Polypeptid, um die Menge an Cap-
saicin in einer Probe zu detektieren, wodurch das chemische Extraktionsverfahren des herkdmmlichen Assays
vermieden wird. Das verwendete Capsaicinrezeptor-Polypeptid kann entweder an einem festen Trager gebun-
den, in Lésung vorhanden oder auf der Oberflache einer rekombinanten Wirtszelle positioniert sein. Die Bin-
dung von Capsaicin an das Capsaicinrezeptor-Polypeptid wird wie in den oben angefiihrten Screeningtests de-
tektiert.

[0129] Vorzugsweise erfolgt der Test betreffend Capsaicin oder einer Verbindung mit Capsaicin-Aktivitat in ei-

21/97



DE 699 10 538 T2 2004.06.24

ner Probe unter Anwendung eines der oben beschriebenen funktionellen Tests. Noch bevorzugter verwendet
der funktionelle Test Capsaicinrezeptor exprimierende, rekombinante, eukaryotische Zellen (vorzugsweise
Saugetierzellen oder Amphibien-Oozyten), die mit einem Calcium-sensitiven fluoreszierenden Farbstoff vorge-
laden sind (z. B. fura-2, indo-1, fluo-3). Die Gegenwart und/oder Menge an Capsaicin oder Capsaicin-Verbin-
dung in der Probe wird dann durch Messen einer Capsaicinrezeptor-mediierten Zell-Wirkung bestimmt, d. h.
mittels einer Anderung der Spannungs-aktivierten Leitfahigkeit Giber der Zellmembran oder einer Anderung der
intrazellularen Mengen des detektierbar markierten Kations. Wenn z. B. das detektierbar markierte Kation flu-
oreszierend markiertes Calcium ist, fihrt der Kontakt der vorgeladenen Wirtszellen mit einer Capsaicin-enthal-
tenden Probe zur Bindung des Capsaicins an das Capsaicinrezeptor-Polpeptid und zur Capsaicinrezeptor-me-
diierten Zunahme an intrazellularem Calcium, wobei dies leicht zu detektieren und quantifizieren ist. Beispiels-
weise wird die Menge an durch die Testprobe mediiiertem intrazellularem Calciumzufluss mit dem intrazellula-
ren Calciumzufluss verglichen, der mit einer Vergleichsprobe assoziiert ist (z. B. mit einer Probe mit bekannter
Menge an Capsaicin). Das Ausmal der Veranderung des Stroms, der intrazelluldren Calciumkonzentration
oder eines anderen Capsaicinrezeptor-mediierten Phanomens wird dann mit der Konzentration an Capsaicin
korreliert, die ihrerseits mit einer Scoville-Scharfeeinheit versehen werden kann.

[0130] Potenzielle Mittel zur Verwendung als Nahrungsmitteladditive, um den Lebensmitteln Scharfe zu ver-
leihen, kdnnen hinsichtlich ihrer Fahigkeit gescreent werden, eine Capsaicinrezeptor-medierte Zell-Reaktion
hervorzurufen (z. B. eine Anderung Spannungsaktivierter Leitfahigkeit oder intrazellularer Kationenkonzentra-
tionen). Der Test besitzt den Vorteil, dass das Mal} der Scharfe objektiv bestimmbar ist, d. h. basierend auf den
Reaktionen, die durch Capsaicinrezeptor-Exposition hervorgerufen werden.

Diagnostische Verwendungsmdglichkeiten von Polynucleotiden, die fir Capsaicinrezeptor- oder Capsaicinre-
zeptor-verwandte Polypeptide kodieren, zur Detektion von flir Capsaicinrezeptor kodierenden Sequenzen

[0131] Polynucleotidsequenzen, die fur Capsaicinrezeptor-Polypeptid oder Capsaicinrezeptor-verwandtes
Polypeptid kodieren, kdnnen fir die Diagnose (z. B. die pranatale oder die postnatale Diaghose) von Zustan-
den oder Krankheiten herangezogen werden, die z. B. mit Capsaicinrezeptor-Expression, einem bestimmten
Capsaicinrezeptor-Polymorphismus oder einer bestimmten Capsaicinrezeptor-Mutation und/oder mit Capsai-
cinrezeptor-verwandter Polypeptid-Expression assoziiert sind. Beispielsweise kdnnen Polynucleotidsequen-
zen, die fur Capsaicinrezeptor- oder Capsaicinrezeptor-verwandtes Polypeptid kodieren, bei der Hybridisie-
rung oder in PCR-Tests von Flissigkeiten oder Geweben aus Biopsien verwendet werden, um die Expression
von Capsaicinrezeptor- oder Capsaicinrezeptor-verwandtem Polypeptid zu detektieren. Geeignete qualitative
oder quantitative Verfahren sind Southern- oder Northern-Analyse, Dot-Blot oder andere Membran-basierte
Technologien; PCR-Technologien; Dip-Stick-, pIN-, Chip- und ELISA-Technologien. Alle diese Techniken sind
auf dem Gebiet der Erfindung allgemein bekannt und bilden die Grundlage vieler im Handel erhaltlicher diag-
nostischer Sets. Sobald die Krankheit bestimmt ist, wird ein Therapeutikum verabreicht, oder es werden ande-
re Interventionen oder Praventivmalinahmen ergriffen, die fir die jeweilige Capsaicinrezeptor-assoziierte Sto-
rung indiziert sind.

[0132] Oligonucleotide auf der Basis von Capsaicinrezeptor- oder Capsaicinrezeptor-verwandten Polypeptid-
sequenzen kénnen in Techniken auf PCR-Basis zur Beurteilung von Capsaicinrezeptor-Polypeptid-Expressi-
on, zur Detektion von mit Stérungen assoziierten Capsaicinrezeptor-Polymorphismen und/oder zur Expression
von Capsaicinrezeptor-verwandtem Polypeptid zum Einsatz kommen. Verfahren zur PCR-Amplifikation sind in
US-Patenten 4.683.195 und 4.965.188 beschrieben. Solche Oligomere werden im Allgemeinen chemisch syn-
thetisiert oder enzymatisch oder rekombinant produziert. Oligomere umfassen im Allgemeinen zwei Nucleotid-
sequenzen, eine mit Sense-Orientierung (5'-3") und eine mit Anti-Sense-Orientierung (3'<5"), die unter opti-
mierten Bedingungen fiir die ldentifikation eines spezifischen Gens oder Zustands verwendet werden. Die glei-
chen zwei Oligomere, verschachtelte Gruppen an Oligomeren oder sogar ein degenerierter Pool an Oligome-
ren kénnen unter weniger strengen Bedingungen fur die Detektion und/oder Quantifizierung eng verwandter
DNA- oder RNA-Sequenzen verwendet werden.

[0133] Weitere Verfahren zur Quantifizierung der Expression eines bestimmten Molekiils gemal der Erfin-
dung sind das Radiomarkieren (Melby et al., J. Immunol. Methods 159, 235-244 (1993)) oder das Biotinylieren
(Duplaa C., Anal. Biochem. 229-236 (1993)) von Nucleotiden, die Co-Amplifikation einer Vergleichs-Nuclein-
saure und die Interpolation experimenteller Ergebnisse gemal Standardkurven. Die Quantifizierung mehrerer
Proben kann zeitlich effizienter erfolgen, indem der Test in einem ELISA-Format durchgefihrt wird, wobei das
Oligomer von Interesse in verschiedenen Verdinnungen prasentiert wird und die rasche Quantifizierung durch
spektralphotometrische oder kolorimetrische Detektion erfolgt.
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Therapeutische Verwendungsmaglichkeiten von Capsaicinrezeptor-Polypeptiden und fiir Capsaicinrezep-
tor-Polypeptid kodierender Nucleinsaure

[0134] Polypeptide von Capsaicinrezeptor-Polypeptiden und Capsaicinrezeptor-verwandten Polypeptiden
sowie daflr kodierende Nucleotidsequenzen eignen sich zur Behandlung von Zustanden, die mit Capsaicinre-
zeptor-Dysfunktion assoziiert sind (z. B. Capsaicinrezeptor-Aktivitat, die relativ zu Capsaicinrezeptor-Aktivitat
in einem nichtbetroffenen Patienten erhéht ist, oder Capsaicinrezeptor-Aktivitat, die relativ zur Capsaicinrezep-
tor-Aktivitat in einem nicht-betroffenen Patienten reduziert ist). Auflerdem kann die Expression dominant-ne-
gativer fur Capsaicinrezeptor kodierender Sequenzen in einem Zustand von therapeutischem Nutzen sein, der
mit erhéhten Werten an Capsaicinrezeptor-Aktivitat assoziiert ist. Wenn die Wechselwirkung von Capsaicinre-
zeptor und einem Capsaicinrezeptor-verwandten Polypeptid mit einem Zustand assoziiert ist, kann die Wech-
selwirkung dieser Polypeptide z. B. durch Einfilnrung eines Peptids gestért werden, das mit einer Wechselwir-
kungsdomane von Capsaicinrezeptor- und Capsaicinrezeptor-verwandtem Polypeptid Gbereinstimmt. Aufier-
dem kann die Expression einer Capsaicinrezeptor-Sequenz der Wildform in Tumorzellen diese fur Capsaicin-
rezeptor-mediierten Zelltod empfanglicher machen.

[0135] Expressionsvektoren aus Retroviren, Adenovirus, Herpes oder Vacciniaviren oder aus verschiedenen
bakteriellen Plasmiden kénnen fir die Zufuhr von Nucleotidsequenzen an das Zielorgan, an das Zielgewebe
oder an die Zielpopulation verwendet werden. Vorzugsweise ist die Zielzelle fur die Zufuhr und die Expression
von fur Capsaicinrezeptor-Polypeptid kodierenden Sequenzen eine neuronale Zelle, noch bevorzugter ein af-
ferentes Neuron, um die Capsaicinrezeptor-Aktivitat in der neuronalen Zelle zu steigern. Rekombinante Vek-
toren fur die Expression von Anti-Sense-Capsaicinrezeptor-Polynucleotiden kdnnen geman auf dem Gebiet
bekannter Verfahren konstruiert werden (z. B. mittels der von Sambrook et al. (s. 0.) und von Ausubel et al. (s.
0.) beschriebenen Verfahren).

[0136] Alternativ dazu kann die Expression von Genen, die fiir Capsaicinrezeptor kodieren, durch Transfizie-
ren einer Zelle oder eines Gewebes mit Expressionsvektoren reduziert werden, die hoche Werte eines er-
winschten flr Capsaicinrezeptor kodierenden Fragments exprimieren. Solche Konstrukte kénnen Zellen mit
untranslatierbaren Sense- oder Anti-Sense-Sequenzen Uberfluten. Sogar ohne Integration in die DNA kénnen
derartige Vektoren weiterhin RNA-Molekiile transkribieren, bis alle Kopien durch endogene Nucleasen deakti-
viert sind. Eine solche Vorgangsweise zur Regulierung von Capsaicinrezeptor-Expression und -Aktivitat kann
sich zur Behandlung von Schmerzsyndromen und/oder Entziindungszustanden eignen, die mit Capsaicinre-
zeptor-Aktivitat assoziiert sind.

[0137] Modifikationen der Gen-Expression kénnen durch Konstruktion von Anti-Sense-Molekllen, DNA, RNA
oder PNA erhalten werden, um Bereiche, die fiir Capsaicinrezeptor kodieren, zu kontrollieren (d. h. die Promo-
toren, Enhancer und Introns). Oligonucleotide, abgeleitet aus der Transkriptionsinitiationsstelle, z. B. zwischen
—10 und +10 Regionen der Leadersequenz, sind vorzuziehen. Die Anti-Sense-Molekiile kénnen auch konstru-
iert sein, um die Translation von mMRNA zu blockieren, indem das Transkript an der Bindung an Ribosome ge-
hindert wird. Die Hemmung der Expression kann mittels , Tripelhelix"-Basenpaarungs-Methodologie erreicht
werden. Die Tripelhelix-Paarung beeintrachtigt die Fahigkeit der Doppelhelix, sich ausreichend fur die Bindung
von Polymerasen, Transkriptionsfaktoren oder regulatorischen Molekullen zu 6ffnen. In letzter Zeit erzielte the-
rapeutische Fortschritte mit Triplex-DNA wurden von Gee, J. E. et al., in: Huber et al. 1994, Molecular and Im-
munologic Approaches, Futura Publishing Co., Mt. Kisco, NY, USA besprochen. Anti-Sense-Molekiile der Er-
findung kénnen durch auf dem Gebiet bekannte Verfahren fir die Synthese von RNA-Molekilen hergestellt
werden, z. B. mittels Techniken fur die chemische Oligonucleotidsynthese, z. B. die chemische Festpha-
sen-Phoshoramidit-Synthese. Solche DNA-Sequenzen kdnnen in eine Vielzahl an Vektoren mit geeigneten
RNA-Polymerase-Promotoren (z. B. T7 oder SP6) inkorporiert sein. Alternativ dazu kénnen Anti-Sense-cD-
NA-Konstrukte, die sich fur die konstitutive oder induzierbare Synthese von Anti-Sense-RNA eignen, in Zellli-
nien, Zellen oder Gewebe eingesetzt werden.

[0138] Insbesondere wenn RNA-Molekiile zwecks Anti-Sense-Therapie verabreicht werden sollen, kann die
RNA modifiziert sein, um die intrazellulare Stabilitdt und Halbwertszeit zu erhéhen. Magliche Modifikationen
sind u. a. die Hinzufigung flankierender Sequenzen am 5'- und/oder 3'-Ende des Molekdlls oder die Verwen-
dung von Thiophosphat oder 2'-O-Methyl anstelle der Phosphodiesterase-Bindungen innerhalb der Hauptkette
des Moleklls. Dieses Konzept ist in der Produktion von PNA inharent und kann auf alle diese Molekullen aus-
gedehnt werden durch Einschluss von nichttraditionellen Basen wie etwa Inosin, Queosin und Wybutosin so-
wie Acetyl-, Methyl-, Thio- und ahnlich modifizierte Formen von Adenin, Cytidin, Guanin, Thymin und Uridin,
die durch endogene Endonucleasen nicht so leicht zu erkennen sind.

[0139] Verfahren zur Einflhrung von Vektoren in Zellen oder Gewebe sind z. B. die hierin besprochenen, die
sich ebenso flr die In-vivo-Therapie eighen.

[0140] In einer bevorzugten Ausfiihrungsform werden die fir Capsaicinrezeptor-Polypeptid kodierenden Po-
lynucleotide in vivo in eine Zieltumorzelle eingesetzt, fir die Organo-chemotherapie erwinscht ist. Dieser As-
pekt der Erfindung macht sich den Bereich der Capsaicinrezeptor-Response auf die Exposition mit Agonisten
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(z. B. Capsaicin, Resiniferatoxin) und/oder auf die Temperatur zunutze. Beispielsweise sind niedrige Konzen-
trationen an Capsaicinrezeptor-Agonisten (z. B. Capsaicinrezeptor-Agonistenkonzentrationen im nanomolaren
Bereich, z. B. von etwa 200 nM bis etwa 800 nM) mit Capsaicinrezeptor-Stimulation und intrazelluldrem Calci-
umzufluss assoziiert. Wenn der Capsaicinrezeptor in einer neuronalen Zelle exprimiert ist, ist die Capsaicinre-
zeptor-Stimulation durch niedrige Konzentrationen an Capsaicinrezeptor-Agonist gefolgt von neuronaler De-
sensibilisierung. Hohe Konzentrationen an Capsaicinrezeptor-Agonisten (z. B. Capsaicinrezeptor-Agonisten-
konzentrationen im mikromolekularen Bereich, z. B. von etwa 1 uM bis etwa 10 pM) mediieren neuronale De-
generation und Zelltod. Durch Exprimieren von Capsaicinrezeptor-Polypeptiden in Tumorzellen kann der Tu-
morzelltod durch lokale Verabreichung hoher Konzentrationen eines Capsaicinrezeptor-Agonisten oder durch
lokale Exposition gegeniiber Warmereizen oder durch beides substanziell und selektiv erleichtert werden, wo-
bei die Agonistenkonzentration und/oder der Warmereiz ausreicht, Zelltod in der Capsaicinrezeptor exprimie-
renden Zieltumorzelle zu mediieren, aber die normalen Capsaicinrezeptor exprimierenden Zellen nicht wesent-
lich beeinflusst oder nur eine minimale Anzahl solcher normaler Zellen beeinflusst.

[0141] Alternativ dazu kann das in die Tumorzellen inkorporierte Capsaicinrezeptor-Polypeptid konstruiert
sein, fir mehr Selektivitat hinsichtlich der Reaktion auf Organochemotherapie zu sorgen (d. h. fir die Aktivie-
rung des in den Tumorzellen exprimierten Capsaicinrezeptors chne oder nur mit geringer Aktivierung von en-
dogenem Capsaicinrezeptor der Wildform zu sorgen). Beispielsweise kann Capsaicinrezeptor modifiziert sein,
um einen spezifischen Capsaicinrezeptor-Agonistenanalog zu binden, der hinsichtlich seiner Fahigkeit, Cap-
saicinrezeptoren der Wildform zu binden, wesentlich eingeschrankt ist. Daher kdnnen Zielzellen (z. B. Tumor-
zellen), die den modifizierten Capsaicinrezeptor exprimieren, selektiv stimuliert werden, indem die Verabrei-
chung des Agonisten mit Spezifitat fiir das geédnderte Capsaicinrezeptor-Polpeptid erfolgt, ohne jene Zellen
substanziell zu beeinflussen, die Capsaicinrezeptor der Wildform exprimieren. Alternativ dazu kénnen die Tu-
morzellen in vivo mit einer Sequenz transformiert sein, die fir einen modifizierten Capsaicinrezeptor kodiert,
der starker auf Agonisten reagiert (z. B. starker auf Agonist reagiert, hdhere Affinitat zu Agonisten im Vergleich
zur Wildform besitzt, wodurch die Aktivierung der modifizierten Rezeptoren ohne oder nur mit geringer Aktivie-
rung des endogenen Capsaicinrezeptors ermoglicht wird, und/oder solcherart modifiziert ist, um starker auf
Warmereize zu reagieren als Capsaicinrezeptor der Wildform). Diese Ausfihrungsformen gestatten somit die
Verabreichung hoher oder héherer Konzentrationen des Organochemotherapeutikums, das auf den modifizier-
ten Capsaicinrezeptor abzielt, wodurch eine selektivere Organochemotherapie méglich ist.

Anti-Capsaicinrezeptor- und Anti-Capsaicinrezeptor-verwandte Polypeptid-Antikérper

[0142] Capsaicinrezeptor-spezifische Antikdrper und Antikérper, die fir Capsaicinrezeptor-verwandtes Poly-
peptid spezifisch sind, eignen sich zur Identifikation von Zellen, die entweder natlrlich vorkommende oder re-
kombinante Capsaicinrezeptor-Polypeptide oder Capsaicinrezeptor-verwandte Polypeptide exprimieren, so-
wie zur Diagnose von Zustanden und Krankheiten, die mit der Expression und/oder Funktion von Capsaicin-
rezeptor- und/oder Capsaicinrezeptor-verwandten Polypeptiden assoziiert sind. Beispielsweise kénnen An-
ti-Capsaicinrezeptor-Antikérper und mit Anti-Capsaicinrezeptor-verwandte Polypeptid-Antikdrper dazu dienen,
erhéhte oder reduzierte Rezeptorprotein-Werte und/oder aberrante Proteinverarbeitung oder Oligomerisation
zu detektieren.

[0143] Anti-Capsaicinrezeptor-Polypeptid-Antikérper und mit Anti-Capsaicinrezeptor verwandte Polypep-
tid-Antikérper der Erfindung sind u. a. polyklional, monoklonal, chimar, einkettig, Fab-Fragmente und durch eine
Fab-Expressionsbibliothek produzierte Fragmente. Antikérper von besonderem Interesse sind z. B. Antikérper,
die Capsaicinrezeptor-Funktion stimulieren und/oder die Bindung von Capsaicinrezeptor bindenden Verbin-
dungen an Capsaicinrezeptor blockieren. Solche Antikdrper eignen sich beispielsweise fir die Regulierung von
Schmerzen in Schmerzsyndromen, fir Screeningtests hinsichtlich Capsaicinrezeptor bindender Mittel und zur
Messung von Capsaicinrezeptor aktivierenden Verbindungen in einer Probe.

[0144] Capsaicinrezeptor-Polypeptide und Capsaicinrezeptor-verwandte Polypeptide, die sich zur Produktion
von Antikdrpern eighen, miissen nicht biologisch aktiv sein; vielmehr muss das Polypeptid oder Oligopeptid nur
antigen sein. Polypeptide zur Erzeugung Capsaicinrezeptor-spezifischer Antikérper und von mit Capsaicinre-
zeptor verwandten Polypeptid-Antikdrpern besitzen im Allgemeinen eine Aminosauresequenz, die aus zumin-
dest 5 Aminosauren, vorzugsweise aus zumindest 10 Aminosauren, besteht. Vorzugsweise imitieren antigene
Capsaicinrezeptor-Polypeptide und antigene Capsaicinrezeptor-verwandte Polypeptide ein Epitop des nativen
Capsaicinrezeptors bzw. nativen Capsaicinrezeptor-verwandten Polypeptids. Antikdrper, die fir kurze Poly-
peptide spezifisch sind, kdnnen produziert werden, indem das Capsaicinrezeptor-Polypeptid oder Capsaicin-
rezeptor-verwandte Polypeptid mit einem Trager verknipft wird oder indem das Capsaicinrezeptor-Polypeptid
oder das Capsaicinrezeptor-verwandte Polypeptid mit einem weiteren Protein fusioniert (z. B. Napfschne-
cken-Hamocyanin) und das tragerverbundene chimare Molekiil als Antigen verwendet wird. Im Allgemeinen
kénnen Anti-Capsaicinrezeptor-Antikdrper und mit Capsaicinrezeptor verwandte Polypeptid-Antikdrper in Ein-
klang mit auf dem Gebiet der Erfindung allgemein bekannten Verfahren erzeugt werden. Rekombinante Im-

24/97



DE 699 10 538 T2 2004.06.24

munglobuline kdnnen gemal US-Patent 4.816.567 (hierin durch Verweis aufgenommen) produziert werden.
[0145] Verschiedene Wirte, im Allgemeinen Sdugetiere oder Amphibien, kdnnen zur Produktion von An-
ti-Capsaicinrezeptor-Antikérpern und mit Anti-Capsaicinrezeptor verwandten Polypeptid-Antikérpern dienen
(z. B. Ziegen, Kaninchen, Ratten, Mause). Im Allgemeinen werden Antikérper durch Immunisieren des Wirts
(z. B. mittels Injektion) mit einem Capsaicinrezeptor-Polypeptid oder Capsaicinrezeptor-verwandten Polypep-
tid produziert, das immunogene Eigenschaften beibehalt (diese umfassen jeden Abschnitt des nativen Poly-
peptids, Fragments oder Oligopeptids). Je nach der Wirtsspezies kénnen verschiedene Adjuvantien verwendet
werden, um die immunologische Reaktion des Wirts zu steigern. Solche Adjuvantien sind z. B. Freund-Adju-
vans, Mineralgele (z. B. Aluminiumhydroxid) und oberflachenaktive Substanzen wie etwa Lysolecithin, Pluro-
nics-Polyole, Polyanione, Peptide, Olemulsionen, Napfschnecken-Hamocyanin und Dinitrophenol. BCG (Ba-
cilli Calmette-Guerin) und Corynebacterium parvim sind potenzielle nitzliche Human-Adjuvantien.

[0146] Monoklonale Antikérper kénnen unter Anwendung beliebiger Techniken gebildet werden, die fur die
Produktion von Antikérpermolekiilen durch immortalisierte Zelllinien in Kultur sorgen. Diese Techniken sind u.
a. das Hybridomverfahren, das urspriinglich von Koehler und Milstein beschrieben wurde (Nature 258,
495-497 (1975)), das Human-B-Zellen-Hybridomverfahren (Kosbor et al., Immunol. Today 4, 72 (1983); Cote
etal., Proc. Natl. Acad. Sci. 80, 2026-2030 (1983)) und die EBV-Hybridomtechnik (Cole et al., 1985, Monoclo-
nal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss Inc., New York, NY, USA, S. 77-96).

[0147] Auflierdem eignen sich Techniken zur Produktion ,chimarer Antikérper", das SpleiRen von Mause-An-
tikdrper-Genen in Human-Antikérper-Gene, um ein Molekil mit geeigneter Antigen-Spezifitat und biologischer
Aktivitat zu erzielen (Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 81, 6851-6855 (1984); Neuberger et al., Nature 312,
604- 608 (1984); Takeda et al., Nature 314, 452-454 (1985)). Alternativ dazu kdnnen Techniken, die fir die
Produktion einzelkettiger Antikérper beschrieben wurden (US-Patent 4.946.778) angepasst werden, um ein-
zelkettige Antikérper zu produzieren, die Capsaicinrezeptor-spezifisch oder fir Capsaicinrezeptor-verwandtes
Polypeptid spezifisch sind.

[0148] Antikérper kbnnen in vivo oder durch Screenen rekombinanter Immunglobulin-Bibliotheken oder Pa-
nels hochspezifischer Bindungsreagenzien produziert werden, wie dies von Orlandi et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. 86, 3833-3837 (1989) und Winter et al., Nature 349, 293-299 (1991) offenbart ist.

[0149] Antikérperfragmente mit spezifischen Bindungsstellen fiir ein Capsaicinrezeptor-Polypeptid oder Cap-
saicinrezeptor-verwandtes Polpeptid kénnen auch hergestellt werden. Zu solchen Fragmenten z&hlen u. a.
F(ab")2-Fragmente, die durch Pepsin-Verdau des Antikérpermolekils produziert werden kénnen, und
Fab-Fragmente, die durch Reduzieren der Disulfidbricken der F(ab')2-Fragmente erzeugt werden kénnen. Al-
ternativ dazu kénnen Fab-Expressionsbibliotheken konstruiert werden, um die rasche und einfache Identifika-
tion monoklonaler Fab-Fragmente mit der erwlinschten Spezifitdt zu ermdglichen (Huse et al., Science 256,
1275-1281 (1989)).

[0150] Es sind zahlreiche Arbeitsvorschriften fur kompetitive Bindungs- oder immunradiometrische Tests ent-
weder unter Einsatz polyklonaler oder monoklonaler Antikdrper mit festgelegten Antigenspezifitdten auf dem
Gebiet der Erfindung bekannt. Solche Immunassays umfassen typischerweise die Bildung von Komplexen zwi-
schen einem Capsaicinrezeptor-Polypeptid und einem spezifischen Anti-Capsaicinrezeptor-Antikdrper sowie
die Detektion und Quantifizierung von Capsaicinrezeptor-Antikérper-Komplex-Bildung. Ein Zwei-Stellen-Im-
munassay auf monoklonaler Basis unter Verwendung monoklonaler Antikérper, die auf zwei nicht-interferieren-
de Epitope auf einem spezifischen Capsaicinrezeptor-Protein reagieren, ist vorzuziehen, doch ein kompetitiver
Bindungstest kommt auch in Frage. Diese Tests sind in Maddox et al., J. Exp. Med. 158, 1211 (1983) beschrie-
ben.

Diagnostische Assays unter Verwendung von Capsaicinrezeptor-spezifischen Antikdrpern oder Antikérpern,
die fur Capsaicinrezeptor-verwandtes Polypeptid spezifisch sind

[0151] Bestimmte Capsaicinrezeptor-Antikdrper und mit Capsaicinrezeptor verwandte Polypeptid-Antikdrper
eighen sich zur Diagnose von Zustanden oder Krankheiten, die durch abnormale Expression oder Funktion
von Capsaicinrezeptor gekennzeichnet sind (z. B. Detektion von Capsaicinrezeptor-Expression in der Haut zur
Detektion von Neuropathien oder in Tests zur Uberwachung von Patienten, die eine Capsaicinrezeptor-asso-
Ziierte Stérung oder Erkrankung aufweisen und/oder mit Capsaicinrezeptor-Agonisten, -Antagonisten oder -In-
hibitoren behandelt werden). Beispielsweise kdnnte aberrante Fruchtfunktion das Ergebnis von Uber- oder Un-
terproduktion eines Capsaicinrezeptor-verwandten Polypeptids sein; somit kdnnen mit Anti-Capsaicinrezeptor
verwandte Antikérper dazu dienen, diese Veranderungen qualitativ oder quantitativ zu detektieren. Diagnosti-
sche Tests flr Capsaicinrezeptor- oder Capsaicinrezeptor-verwandtes Polypeptid umfassen Verfahren unter
Verwendung von detektierbar markiertem Anti-Capsaicinrezeptor-Antikérper oder von mit Anti-Capsaicinre-
zeptor verwandtem Polypeptid, um Capsaicinrezeptor in Proben (z. B. Extrakten von Zellen oder Geweben) zu
detektieren. Die Polypeptide und Antikérper der Erfindung kénnen mit oder ohne Modifikation verwendet wer-
den. Haufig sind die Polypeptide und Antikérper durch kovalente oder nicht-kovalente Bindung an ein Repor-
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termolekdl markiert. Es sind auf dem Gebiet der Erfindung zahlreiche solcher zweckmaRiger Reportermolekile
bekannt. Verfahren zum Detektieren und Quantifizieren von Antikdrperbindung sind ebenfalls bekannt.

Pharmazeutische Zusammensetzungen mit Capsaicinrezeptor-Polypeptiden, Capsaicinrezeptor-verwandten
Polypeptiden und/oder Antikérpern dagegen

[0152] Die Erfindung erstreckt sich auch auf pharmazeutische Zusammensetzungen, die Capsaicinrezep-
tor-Polypeptide, Anti-Capsaicinrezeptor-Polypeptid-Antikdrper, Capsaicinrezeptor-verwandte Polypeptide
oder Anti-Capsaicinrezeptor-verwandte Polypeptide alleine oder in Kombination mit zumindest einem anderen
Mittel wie z. B. einer Stabilisierungsverbindung umfassen, die in jedem beliebigen sterilen, biologisch vertrag-
lichen pharmazeutischen Trager verabreicht werden kénnen. Die pharmazeutischen Zusammensetzungen der
Erfindung kénnen alleine oder in Kombination mit anderen Mitteln, Medikamenten oder Hormonen, in pharma-
zeutischen Zusammensetzungen im Gemisch mit einem oder mehreren Exzipienten oder mit pharmazeutisch
annehmbaren Tragern an einen Patienten verabreicht werden. In einer Ausfihrungsform der Erfindung ist der
pharmazeutisch annehmbare Trager pharmazeutisch inert.

[01583] Capsaicinrezeptor-Polypeptide und/oder Capsaicinrezeptor-verwandte Polypeptide kénnen verab-
reicht werden, um die Wirkungen von z. B. einem endogenen Faktor zu lindern, der als Capsaicinrezeptor-Ago-
nist oder -Antagonist dient, oder um die Wirkungen eines Capsaicinrezeptor-Agonisten oder -Antagonisten zu
blockieren oder zu regulieren, der an ein Individuum verabreicht wird. Anti-Capsaicinrezeptor-Polypeptid-Anti-
kérper und/oder mit Anti-Capsaicinrezeptor verwandte Polypeptid-Antikérper kdnnen verabreicht werden, um
einen Capsaicinrezeptor in erwiinschter Weise zu stimulieren oder die Wirkungen eines endogenen oder exo-
genen Capsaicinrezeptor-Bindungsagonisten oder -Antagonisten zu blockieren, z. B. mittels kompetitiver Bin-
dung an den Capsaicinrezeptor. Pharmazeutische Formulierungen mit Capsaicinrezeptor-Polypeptiden, Cap-
saicinrezeptor-verwandten Polypeptiden, Anti-Capsaicinrezeptor-Antikérpern und/oder mit Anti-Capsaicinre-
zeptor verwandten Polypeptid-Antikdrpern kénnen in Einklang mit auf dem Gebiet der Erfindung bekannten
Verfahren formuliert werden.

Transgene Tiere, die Polynucleotide exprimieren, die fr Capsaicinrezeptorund/oder Capsaicinrezeptor-ver-
wandtes Polypeptid kodieren

[0154] Fir Capsaicinrezeptor kodierende Nucleinsauren und/oder fiir Capsaicinrezeptor-verwandtes Poly-
peptid kodierende Nucleinsduren kénnen dazu dienen, genetisch modifizierte nichtmenschliche Tiere oder
stellenspezifische Gen-Modifikationen in Zelllinien zu erzeugen. Der Ausdruck ,transgen" bezieht sich hierin
auf genetisch modifizierte Tiere mit z. B. einer Deletion oder einem anderen Knockout von Capsaicinrezep-
tor-Gen-Aktivitdt (und/oder Capsaicinrezeptor-verwandter Polypeptid-Aktivitat), einem exogenen Capsaicinre-
zeptor-Gen (oder Capsaicinrezeptor-verwandtem Polypeptid-Gen), das stabil in den Wirtszellen Gbertragen
wird, einem Knockin modifizierter Gen-Expression von Capsaicinrezeptor (und/oder von Capsaicinrezep-
tor-verwandtem Polypeptid) oder einem exogenen Promotor von Capsaicinrezeptor oder Capsaicinrezep-
tor-verwandtem Polypeptid, der funktionsfahig mit einem Reporter-Gen verbunden ist. Von besonderem Inter-
esse sind homozygote und heterozygote Knockouts und Knockins von Capsaicinrezeptor- und/oder Capsai-
cinrezeptor-verwandter Polypeptidfunktion.

[0155] Taansgene Tiere kdnnen durch homologe Rekombination geschaffen werden, wobei der endogene
Capsaicinrezeptor-Locus (und/oder der Locus von Capsaicinrezeptor-verwandtem Polypeptid) geandert ist.
Alternativ dazu ist ein Nucleinsdurekonstrukt zufallig in das Genom integriert. Vektoren fiir die stabile Integra-
tion sind Plasmide, Retroviren und andere Tierviren, YAC u. dgl. Von Interesse sind transgene Saugetiere, vor-
zugsweise ein Saugetier aus einer Gattung, die aus der Gruppe bestehend aus Mus (z. B. Mausen), Rattus (z.
B. Ratten), Oryctologus (z. B. Kaninchen) und Mesocricetus (z. B. Hamstern) ausgewahlt ist.

[0156] Ein Knockout-Tier ist genetisch manipuliert, um endogene Capsaicinrezeptor-Funktion (und/oder Cap-
saicinrezeptor-verwandte Polypeptidfunktion) substanziell zu reduzieren oder zu eliminieren. Unterschiedliche
Vorgangsweisen kénnen gewahlt werden, um den Knockout zu erzielen. Beispielsweise kann chromosomale
Deletion des gesamten oder eines Teils des nativen Capsaicinrezeptor-Homologs (oder des nativen Capsai-
cinrezeptor-verwandten Polypeptidhomologs) induziert werden. Deletionen der nicht-kodierenden Regionen,
insbesondere der Promotorregion, regulatorischen 3'-Sequenzen, Enhancer oder Deletionen von Genen, die
Expression des Capsaicinrezeptor-Gens und/oder Capsaicinrezeptor-verwandten Polypeptid-Gens aktivieren.
Ein funktioneller Knockout kann auch durch Einfiihrung eines Anti-Sense-Konstrukts erzielt werden, das Ex-
pression des oder der nativen Gens bzw. Gene blockiert (siehe z. B. Li und Cohen, Cell 85, 319-329 (1996)).
[0157] Konditionelle Knockouts von Capsaicinrezeptor-Gen-Funktion (und/oder der Gen-Funktion von Cap-
saicinrezeptor-verwandtem Polypeptid) sind ebenfalls im Schutzumfang der Erfindung enthalten. Konditionelle
Knockouts sind transgene Tiere, die einen Defekt der Capsaicinrezeptor-Gen-Funktion (und/oder der
Gen-Funktion des Capsaicinrezeptor-verwandten Polypeptids) aufweisen, nachdem das Tier einer Substanz
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ausgesetzt wurde, die die Zielgen-Modifikation férdert, ein Enzym eingesetzt wurde, das die Rekombination an
der Ziel-Gen-Stelle unterstitzt (z. B. Cre im Cre-loxP-System) oder ein anderes Verfahren zum Lenken der
Ziel-Gen-Modifikation durchgeflhrt wurde.

[0158] Beispielsweise kann ein transgenes Tier mit einem konditionellen Knockout der Capsaicinrezep-
tor-Gen-Funktion unter Einsatz des Cre-loxP-Rekombinationssystems produziert werden (siehe z. B. Kilby et
al., Trends Genet. 9, 413-421 (1993). Cre ist ein Enzym, das die DNA zwischen zwei Erkennungssequenzen
ausschneidet (als loxP bekannt). Dieses System kann in unterschiedlicher Weise angewendet werden, um
konditionelle Knockouts von Capsaicinrezeptor zu bilden. Beispielsweise kdnnen zwei unabhangige transgene
Mause gebildet werden: eine transgene Maus fiir eine Capsaicinrezeptor-Sequenz, die von loxP-Stellen flan-
kiert ist, und eine zweite transgene Maus fiir Cre. Das Cre-Transgen kann unter der Steuerung eines induzier-
baren oder entwicklungsregulierten Promotors (Gu et al., Cell 73, 1155-1164 (1993); Gu et al., Science 265,
103-106 (1994)) oder unter der Steuerung eines gewebespezifischen oder zelltypspezifischen Promotors (z.
B. eines neuronenspezifischen Promotors) stehen. Das transgene Capsaicinrezeptor-Tier wird dann mit dem
transgenen Cre-Tier gekreuzt, um Nachkommen mit Capsaicinrezeptor-Gen-Defizienz nur in jenen Zellen zu
bilden, die Cre wahrend der Entwicklung exprimieren.

[0159] Transgene Tiere kdnnen geschaffen werden, die ein exogenes Capsaicinrezeptor-Gen und/oder exo-
genes Capsaicinrezeptor-verwandtes Polypeptid-Gen aufweisen. Das exogene Gen stammt entweder aus ei-
ner anderen Spezies als das Wirtstier oder ist hinsichtlich seiner kodierenden oder nicht-kodierenden Sequenz
modifiziert. Das eingesetzte Gen kann ein Gen der Wildform, ein natlrlich vorkommender Polymorphismus
oder eine genetisch manipulierte Sequenz sein, z. B. jene bereits beschriebenen mit Deletionen, Substitutio-
nen oder Insertionen in den kodierenden oder nicht-kodierenden Regionen. Die eingefihrte Sequenz kann fir
ein Capsaicinrezeptor-Polypeptid und/oder ein Capsaicinrezeptor-verwandtes Polypeptid kodieren. Wenn das
eingeflhrte Gen eine kodierende Sequenz ist, ist sie Ublicherweise mit einem konstitutiven oder induzierbaren
Promotor, der konstitutiv oder induzierbar sein kann, oder anderen regulatorischen Sequenzen, die zur Expres-
sion im Wirtstier erforderlich sind, funktionsfahig verbunden.

[0160] Spezifische Konstrukte von Interesse sind u. a. Anti-Sense-Polynucleotide, die flir Capsaicinrezeptor
oder Capsaicinrezeptor-verwandtes Polypeptid kodieren, oder ein Ribozym auf der Basis einer Capsaicinre-
zeptor- oder Capsaicinrezeptor-verwandten Polypeptidsequenz, die die Capsaicinrezeptor-Expression bzw.
die Expression von Capsaicinrezeptor-verwandtem Polypeptid blockiert. Derartige Anti-Sense-Polynucleotide
oder Ribozyme blockieren auch die Expression dominant-negativer Mutationen und die Uberexpression des
entsprechenden Gens. Von Interesse ist ferner die Expression von Konstrukten, die fir Capsaicinrezeptor-
oder Capsaicinrezeptor-verwandte Polypeptide in einem Wirt kodieren, worin das Capsaicinrezeptor- und/oder
Capsaicinrezeptor-verwandte Polypeptid, fir das das Konstrukt kodiert, aus einer anderen Spezies stammt als
die Spezies des Wirts, in dem es exprimiert wird (z. B. Expression eines Human-Capsaicinrezeptors in einer
transgenen Maus). Ein detektierbarer Marker, z. B. lac Z, kann im Locus des Capsaicinrezeptor- oder Capsai-
cinrezeptor-verwandten Polypeptids eingesetzt sein, wo Hochregulierung der Expression des entsprechenden
Gens zu einer leicht detektierbaren Anderung des Phanotyps fiihrt. Konstrukte unter Einsatz einer Promotor-
region des Capsaicinrezeptor-Gens oder Capsaicinrezeptor-verwandten Polypeptid-Gens in Kombination mit
einem Reporter-Gen sind ebenfalls von Interesse. Konstrukte mit einer Sequenz, die fur ein geklrztes oder
modifizieres (z. B. mutiertes) Capsaicinrezeptor- oder Capsaicinrezeptor-verwandtes Polpeptid kodiert, sind
ebenfalls von Interesse.

[0161] Die modifizierten Zellen oder Tiere eignen sich zur Untersuchung der Funktion und Regulation von
Capsaicinrezeptor- und Capsaicinrezeptor-verwandtem Polypeptid. Solche modifizierten Zellen oder Tiere eig-
nen sich auch z. B. zur Untersuchung der Funktion von Capsaicinrezeptor- und Capsaicinrezeptor-verwandten
Polypeptiden sowie zur Analyse der Entwicklung nozizeptiver Neuronen. Tiere kdnnen in funktionellen Studien,
Medikamenten-Screening usw. verwendet werden, um beispielsweise die Wirkung eines Medikamentenkandi-
daten auf die Capsaicinrezeptor-Funktion oder auf Symptome zu ermitteln, die mit Krankheit oder Zustanden
einhergehen, die man mit Capsaicinrezeptor-Funktion assoziiert (z. B. Capsaicinrezeptor-Defekte oder veran-
derte Capsaicinrezeptor-Aktivitdt). Durch Vorsehen von Expression von Capsaicinrezeptor-Polypeptid
und/oder Capsaicinrezeptor-verwandtem Polypeptid in Zellen, in denen es normalerweise nicht produziert wird
(z. B. ektopische Expression), kann man Veranderungen des Zellverhaltens herbeifiihren.

[0162] DNA-Konstrukte fiir die homologe Rekombination umfassen zumindest einen Abschnitt des Capsai-
cinrezeptor-Gens (oder des Capsaicinrezeptor-verwandten Polypeptid-Gens) mit der erwlinschten geneti-
schen Modifikation sowie Regionen von Homologie mit dem Ziellocus. DNA-Konstrukte fur Zufallsintegration
missen keine Regionen von Homologie enthalten, um Rekombination zu mediieren. In geeigneter Weise sind
Marker fur positive und negative Auswahl eingeschlossen. Verfahren zur Erzeugung von Zellen mit
Ziel-Gen-Modifikationen durch homologe Rekombination sind auf dem Gebiet der Erfindung bekannt. Zahlrei-
che Techniken fir das Transfizieren von Saugetierzellen sind in Keown et al., Methods in Enzymology 185,
527-537 (1990) beschrieben.

[0163] Fidr embryonale Stammzellen (ES-Zellen) kann eine ES-Zelllinie verwendet werden, oder es kénnen
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embryonale Zellen frisch aus einem Wirt gewonnen werden, z. B. aus einer Maus, einer Ratte, einem Meer-
schweinchen usw. Solche Zellen werden auf einer geeigneten Fibroblast-Nahrschicht oder in Gegenwart ge-
eigneter Wachstumsfaktoren geziichtet, z. B. in Gegenwart von Leukdmie-inhibierendem Faktor (LIF). Wenn
ES-Zellen transformiert sind, kdnnen sie fiir die Produktion transgener Tiere herangezogen werden. Nach der
Transformation werden die Zellen auf eine Nahrschicht in einem zweckmaligen Medium aufplattiert. Zellen mit
dem Konstrukt kédnnen durch Verwendung eines selektiven Mediums detektiert werden. Nachdem man den
Kolonien ausreichend Zeit fir das Wachstum gegeben hat, werden sie herausgegriffen und hinsichtlich des
Auftretens homologer Rekombination oder Integration des Konstrukts analysiert. Positive Kolonien kénnen
dann fir die embryonale Manipulation und Blastozysten-Injektion verwendet werden. Blastozysten stammen
aus 4- 6 Wochen alten superovulierten Weibchen. Die ES-Zellen werden trypsinisiert und die modifizierten Zel-
len in das Blastocoel der Blastozyste injiziert. Nach der Injektion werden die Blastozysten in jedes Cornu uteri
pseudotrachtiger Weibchen rickgefuhrt. Man lasst dann die Weibchen ihre Jungen austragen und gebéaren,
wobei die resultierenden Wirfe auf Zellmutanten mit dem Konstrukt gescreent werden. Indem man einen un-
terschiedlichen Phénotyp der Blastozyste und der ES-Zellen vorsieht, kann chimare Nachkommenschaft pro-
blemlos detektiert werden.

[0164] Die chimaren Tiere werden auf die Gegenwart des modifizierten Gens gescreent. Chimare Tiere, die
die Modifikation aufweisen (normal chimare Mannchen) werden mit Tieren der Wildform gekreuzt, um Hetero-
zygten zu produzieren, und die Heterozygoten werden gepaart, um Homozygoten zu produzieren. Wenn die
Genanderungen an einem Punkt wahrend der Entwicklung letal enden, kdnnen Gewebe oder Organe als allo-
gene oder kongene Transplantate oder in In-vitro-Kultur aufrechterhalten werden.

[0165] Die Erforschung genetischer Funktion kann Nicht-Saugetiermodelle verwenden, insbesondere jene
unter Verwendung von Organismen, die biologisch und genetisch gut charakterisiert sind, z. B. C. elegans, D.
melanogaster und S. cerevisiae. Beispielsweise kénnen Transposon- (Tc1-) Insertionen im Nematod-Homolog
eines Capsaicinrezeptor-Gens oder einer Promotorregion eines Capsaicinrezeptor-Gens gebildet werden. Die
Capsaicinrezeptor-Gen-Sequenzen kdnnen dazu dienen, definierte genetische Lasionen Knockout zu unter-
ziehen oder zu komplementieren, um die physiologischen und biochemischen Wege zu verfolgen, die an der
Funktion neurcnaler Zellen beteiligt sind. Es ist allgemein bekannt, dass Human-Gene Mutationen in niederen
eukaryotischen Modellen komplementieren.

Biosensor-Membranen mit Capsaicinrezeptor-Polypeptiden

[0166] Infolge des Ansprechens von Capsaicinrezeptor-Polypeptiden auf Warme kénnen Capsaicinrezep-
tor-Polypeptide in einem Biosensor zur Detektion von Temperaturschwankungen verwendet werden. Der Bio-
sensor verwendet elektrochemische Messung eines lonenstroms Uber eine Lipidmembran (oder ein anderes
Medium) mit einem darin inkorporierten Capsaicinrezeptor-Polypeptid. Nach Stimulierung des Capsaicinre-
zeptor-Polypeptids durch Warme erleichtert das Capsaicinrezeptor-Polypeptid die Bewegung von lonen (z. B.
Calcium) Gber die Membran, die dann als Strom&nderung Uber die Lipid-Doppelschicht detektiert wird. Die
Temperatur und/ oder Veranderung der Temperatur kann mit der relativen Zunahme der Leitfahigkeit Gber die
Doppelschicht infolge von Capsaicinrezeptor-Polypeptid-Aktivierung korreliert werden.

[0167] Es ist allgemein bekannt, dass amphiphile Moleklle in L&sung zur Aggregation gebracht werden koén-
nen, um zwei- oder dreidimensionale geordnete Anordnungen wie z. B. Monoschichten, Mizellen, schwarze
Lipidmembranen und Vesikel oder Liposome zu bilden, welche Vesikel ein einzelnes Kompartiment oder mul-
tilamellar sein kénnen und mehrere Kompartimente aufweisen kénnen. Die Membran kann jede geeignete
Kombination an Lipiden, langkettigen (C12-C24) organischen Verbindungen sowie Kunststoffmaterialien oder
ahnlichen Polymeren zwecks physikalischer Verstarkung enthalten. Verfahren und Zusammensetzungen zur
Herstellung von Lipid-Doppelschichten, die ein Protein von Interesse inkorporieren, sowie Verfahren und Zu-
sammensetzungen zur Herstellung der elektrischen und mechanischen Komponenten von Biosensoren sind
auf dem Gebiet der Erfindung allgemein bekannt (siehe z. B. US-Patent 5.328.847 (DUnnmembransensor mit
biochemischem Schalter); US-Patent 5.443.955 (Rezeptormembranen und lonencarriereinlaufsystem);
US-Patent 5.234.566 (Sensitivitdt und Selektivitat von lonenkanal-Biosensormembranen); US-Patent
5.047.977 (digitale Biosensoren und Verfahren zu ihrer Verwendung); und US-Patent 5.156.810 (Biosensoren
unter Verwendung elektrischer, optischer und mechanischer Signale), welche Publikationen alle hierin durch
Verweis aufgenommen sind und die einen Uberblick (iber die Herstellung und Verwendung von Biosensoren
gebe, die einen Rezeptor von Interesse inkorporieren (d. h. Capsaicinrezeptor).

[0168] Biosensoren der Erfindung umfassen zumindest eine Lipidmembran, wobei die Membran zumindest
ein Capsaicinrezeptor-Polypeptid enthalt. Da Capsaicinrezeptor-Polypeptide funktionieren kénnen, wenn sie
mit Ligand (z. B. Capsaicin) oder einem anderen Effektor, der Capsaicinrezeptor-Aktivitat mediiert (z. B. War-
me), in Kontakt gebracht werden, ist die Orientierung des Capsaicinrezeptors in der Membran flr die Funktion
des Biosensors praktisch nicht entscheidend.

[0169] Herkédmmliche mikroelektronische Konfigurationen dienen dazu, Energie flir den Sensor zuzufiihren,
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eine konstante direkte Stromspannung Uber die Doppelschicht vor der Warmedetektion bereitzustellen und
den lonenstromanstieg hach Capsaicinrezeptor-Aktivierung aufgrund eines Temperaturwechsels zu messen.
Es kann aufierdem wiinschenswert sein, in der Detektionselektronik eine Vorkehrung fur die Bestimmung der
Membranintegritat auf der Basis des elektrischen Rauschens vorzusehen, das ein ausgeldstes Stromsignal
begleitet.

[0170] Im Allgemeinen wird Warme unter Verwendung des Biosensors der Erfindung detektiert, indem eine
Anderung der Leitfahigkeit iber die Capsaicinrezeptor-Polypeptid enthaltende Doppelschicht detektiert wird.
Beispielsweise ist die Capsaicinrezeptor-Polypeptid-Lipid-Doppelschicht so ausgebildet, dass eine erste Fla-
che der Lipid-Doppelschicht (die ,Warmedetektionsflache") mit einer Pufferldsung von neutralem pH-Wert in
Kontakt steht und ein ausgewahltes Kation enthalt, das zum Transport durch den Capsaicinrezeptor fahig ist
(z. B. jedes Kation wie z. B. Calcium oder Magnesium, vorzugsweise Natrium), wahrend eine zweite Flache
der Capsaicinrezeptor-Polypeptid-Lipid-Doppelschicht mit einem neutralen pH-Pufter in Kontakt steht, der eine
Konzentration des ausgewahlten Kations aufweist, die deutlich geringer ist als die Konzentration des ausge-
wahlten Kations im Puffer, in dem die Warmedetektionsschicht der Doppelschicht eingetaucht ist. Nachdem
die Warmedetektionsschicht der Doppelschicht einem Temperaturwechsel ausgesetzt wurde, vereinfacht die
Warme die Capsaicinrezeptor-Funktion insofern, als der Transport des ausgewahlten Kations (ber die Doppel-
schicht erméglicht wird, was zu einer Anderung der Leitfahigkeit (iber die Doppelschicht fiihrt. Die Anderung
der Leitfahigkeit wird dann mit einem Temperaturwechsel korreliert.

[0171] Die nachstehenden Eispiele sollen die vorliegende Erfindung veranschaulichen und ihren Schutzum-
fang keinesfalls einschranken.

BEISPIELE
Beispiel 1: Expressionsklonieren von fiir Ratten-Capsaicinrezeptor kodierender DNA

[0172] Wahrend elektrophysiologische Tests in Xenopus-Oozyten verwendet wurden, um cDNA zu erhalten,
die fOr eine Vielzahl an Zelloberflachen-Rezeptoren und lonenkanalen kodieren (Brake et al., Nature 371,
519-523 (1995)), erwies sich dieser Ansatz beim Identifizieren eines Capsaicinrezeptor-Klons als erfolglos. Es
wurde eine Saugetierzellen-Expressions-Klonierungsstrategie basierend auf der Fahigkeit von Capsaicin ent-
wickelt, einen Zufluss von Calciumionen in sensorische Neuronen auszuldsen. Zunachst wurde eine Nage-
tier-Dorsalwurzelganglion-Plasmid-cDNA-Bibliothek in pCDNAS3 (Invitrogen) konstruiert, wobei dies im We-
sentlichen gemaf dem Verfahren von Brake et al., s. 0., erfolgte. Ein Gemisch polyadenylierter RNA aus neu-
geborenen (P1) Ratten und den Dorsalwurzelganglien ausgewachsener Mause wurde dazu verwendet, cDNA
des ersten Strangs unter Einsatz eines oligo-(dT)-Primers zu erzeugen, der eine Not1-Restriktionsstelle ent-
hielt. Nach der Synthese des zweiten Strangs und der Befestigung von BstX1-Adapatoren wurde die cDNA mit
Not1 verdaut. cDNA und BstX1/Not1-linearisierte pcDNA3 wurden jeweils auf Kaliumacetat-Gradienten gerei-
nigt, miteinander ligiert und in DHSa-Bakterien durch Elektroporation transformiert. Die resultierenden 2,4 x
10° unabhangigen bakteriellen Klone wurden in 144 Pools unterteilt und bei —-80°C gelagert.

[0173] HEK293- (humanembryonale Nieren-) Zellen, die das grofie SV40-T-Antigen konstitutiv exprimieren,
wurden in Medium A (DMEM, erganzt mit 10% Rinderfétenserum (Hyclon), Penicillin, Streptomycin und L-Glu-
tamin) bei 37°C und 5% CO, gehalten. AulRer wo dies anders angefihrt ist, wurden transiente Transfektionen
mit nahezu konfluenten Zellen durchgefihrt, die mit 3,2 x 10%/35 mm Gewebekulturschale erneut plattiert wur-
den. Nach 24 h wurde das Medium mit 1 ml Medium B (DMEM, erganzt mit 10% dialysiertem Kalbsfétenserum,
Penicillin, Streptomycin und L-Glutamin) ersetzt. Nach 2 h bei 37°C wurden die Zellen mit 12 pg Plasmid-DNA
unter Verwendung eines Calciumphosphat-Fallungssets (Specialty Media) transfiziert. Am nachsten Tag wur-
den die Zellen einmal mit Phosphat-gepufferter Salzlésung (PBS) mit 1 mM EDTA gespdlt, von den Platten ab-
gewaschen, durch Zentrifugation gesammelt (200 x 5 g, 5 min, 22°C), in Medium B resuspendiert und erneut
auf mit Polyornithin beschichtete Deckglaschen aufplattiert. Unter diesen Bedingungen erwarb jede Zelle Plas-
mide, die flr etwa 200 unterschiedliche cDNA kodieren.

[0174] Zwischen 6 und 24 Stunden spater wurden die Zellen mit fura-2 (30 min bei 37°C) in CIB-Puffer (mM:
130 NaCl, 3 KCl, 2,5 CaCl,, 0,6 MgCl,, 1,2 NaHCO,, 10 Glucose, 10 Hepes, pH 7,45), umfassend 10 pyM fura-2
Acetoxymethylester und 0,02% Pleuronsaure (Molecular Probes), beladen, dann zweimal mit CIB gespllt. Es
erfolgte ratiometrische Calcium-Bildgebung unter Einsatz eines Nikon Diaphot-Fluoreszenzmikroskops, das
mit einem variablen Filterrad (Sutter Instruments) und einer intensivierten CCD-Kamera (Hamamatsu) ausge-
stattet war. Duale Bilder (bei 340 nm und bei 380 nm Anregung, 510 nm Emission) wurden gewonnen und ra-
tiometrische Pseudo-Farbbilder wahrend des Experiments Uberwacht (Metafluor-Bildgebungssoftware, Uni-
versal Imaging). Zellen wurden anfanglich in 200 ml CIB abgebildet, bevor 200 ml CIB mit Capsaicin im Zwei-
fachen der erwiinschten Konzentration zugesetzt wurden. Nach den Reizen wurden die Zellen 60 bis 120 s
lang beobachtet. Fir jeden Bibliothekspool wurde ein mikroskopisches Feld (300-500 Zellen) in jedem von
acht Napfen untersucht.
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[0175] Wahrend die mit den meisten der untersuchten Pools oder mit pcDNAS3 alleine transfizierten Zellen kei-
ne Capsaicin-Reaktionsfahigkeit zeigten, wiesen 1 bis 5% der mit einem der cDNA-Bibliothekspools transfizier-
ten Zellen eine starke Zunahme der zytoplasmatischen Calciumkonzentrationen nach Capsaicin-Behandlung
auf. cDNA aus diesem Pool wurde in kleinere Pools unterteilt, und diese Subpools wurden in HEK293-Zellen
retransfiziert. In mit einigen dieser Subpools transfizierten Zellpopulationen reagierte eine sogar noch grofere
Zellfraktion auf Capsaicin — ein Indiz daflir, dass eine flr Capsaicinrezeptor kodierende cDNA innerhalb der
Population angereichert worden war. Der Vorgang der Pool-Unterteilung und der erneuten Tests wurde fortge-
setzt, bis ein einzelnes Plasmid isoliert wurde, das mehr als 70% der transfizierten Zellen Capsaicin-Reakti-
onsfahigkeit verlieh. Der Klon, der Capsaicin-Reaktionsfahigkeit verlieh, enthielt ein 3 kb groRes cDNA-Insert.

Beispiel 2: Sequenzieren und Charakterisieren von fur Capsaicinrezeptor kodierender cDNA

[0176] Das 3 kb cDNA-Insert wurde unter Einsatz eines automatisierten Sequenzierers (ABl) sequenziert.
Homologie-Suchen erfolgten im Abgleich mit der nichtredundanten Genbank-Datenbank und einer EST-Da-
tenbank (dbest) unter Zuhilfenahme der Suchprogramme blastn, blastx und tblastx. Die Hydrophilie wurde un-
ter Einsatz des Hopp-Woods-Algorithmus und einer FenstergréfRe von 10 x 47 berechnet. Das Insert wurde als
Rattenursprung bestimmt, indem Sequenzieren einer unabhangigen cDNA (isoliert aus einer Ratten-DRG-Bi-
bliothek) und eines PCR-Produkts (abgeleitet aus Mause-DRG-cDNA) erfolgte. Die Sequenz des isolierten fir
Ratten-Capsaicinrezeptor kodierenden Polynucleotids (SEQ.-ID Nr. 1) und ihre entsprechende Aminosaurese-
quenz (SEQ.-ID Nr. 2) sind aus Fig. 1 ersichtlich. Da eine Vanilloidgruppe eine wesentliche chemische Kom-
ponente von Capsaicin- und Resiniferatoxin-Strukturen darstellt, wird die vorgeschlagene Wirkungsstelle die-
ser Verbindungen allgemeiner als Vanilloidrezeptor bezeichnet (Szallasi, Gen. Pharmac. 25, 223-243 (1994)).
Demzufolge wurde die neu klonierte cDNA VR1 (fur Vanilloidrezeptor-Untertyp 1) genannt. Der Ausdruck ,Cap-
saicinrezeptor" umfasst hierin VR1, ist aber nicht darauf beschrankt.

[0177] Die fur VR1 kodierende cDNA enthalt einen aus 2514 Nucleotiden bestehenden offenen Leserahmen,
der fur ein Protein mit 838 Aminosauren mit einer vorhergesagten Molekiilmasse von 95 kD kodiert (Fig. 1 und
2A). Die Hydrophilieanalyse belegt, dass VR1 ein polytopes Protein ist, das sechs transmembrane Doménen
(als ,TM" bezeichnet und als schraffierte Kastchen in Fig. 1 dargestellt; laut Prognose grofltenteils 3-Faltblatt
(siehe Fig. 1B)) enthalt, wobei sich ein kurzer zusatzlicher hydrophober Abschnitt zwischen den transmemb-
raen Regionen 5 und 6 befindet (leicht schraffierter Bereich). Das aminoterminale hydrophile Segment (432
aa) enthalt eine relativ Prolin-reiche Region, an die sich drei Ankyrin-Wiederholungsdomanen (offene Kéast-
chen) schlielRen. Der Carboxylterminus (154 aa) enthalt keine erkennbaren Motive.

[0178] Eine Homologiesuche der Proteindatenbanken lieferte keine signifikanten Ahnlichkeiten zwischen
VR1 und den Mitgliedern der Familie mutmallicher ,Speicheroperierter" Calciumkanale (SOC), deren prototy-
pischen Mitglieder die retinalen Drosophila-Proteine RTP und RTPL 32, 33 enthalten (Fig. 1C). Es wurde vor-
geschlagen, dass die Mitglieder dieser Familie den Eintritt von extrazellularem Calcium in Zellen als Reaktion
auf den Schwund intrazellularer Calciumlager 34 mediieren. Diese Proteine ahneln VR1 in Bezug auf ihre vor-
hergesagte topologische Organisation und die Gegenwart mehrerer aminoterminaler Ankyrin-Wiederholungen
33. Es besteht auch eine auffallige Aminosauresequenz-Ahnlichkeit zwischen VR1 und SOC innerhalb und an-
grenzend an die sechste transmembrane Region, einschlieflich der kurzen hydrophoben Region zwischen
den transmembranen Domanen 5 und 6, die zum lonen-Permeationsweg 33 beitragen kann. Auf3erhalb dieser
Regionen weist VR1 wenig Sequenzahnlichkeit mit SOC auf, was den Schluss zulasst, dass VR1 ein entfernter
Verwandter dieser Familie von Kanalproteinen ist. Angesichts der hohen Permeabilitdt von VR1 gegenlber
Calciumionen berlcksichtigten die Anmelder trotzdem die Moéglichkeit der Funktion als SOC.

[0179] Eine EST-Datenbank-Homologiesuche (EST = expressed sequence tag = exprimierter Sequenzmar-
ker) zeigte mehrere Humanklone mit hohem Grad an Ahnlichkeit mit VR1 sowohl auf Ebene des Nucleotids als
auch auf Ebene der vorhergesagten Aminosauren (Fig. 1C). Drei dieser partiellen cDNA (unabhangig aus un-
terschiedlichen Quellen isoliert) kodieren flr Sequenzen in der Nahe der vorhergesagten VR1-Poren-Loop und
der sechsten transmembranen Domane. Wie aus Fig. 2C ersichtlich, ist die Ahnlichkeit eines dieser Klone
(hVR, Genbank-Zugriffsnummer T12251) mit der entsprechenden Region von VR1 extrem hoch (68% Amino-
saure-ldentitat und 84% Ahnlichkeit innerhalb der dargestellten Region), was nahe legt, dass es sich wahr-
scheinlich um den Human-VR1-Ortholog oder einen eng verwandten Untertyp handelt. Human-EST-Klone, die
anderen Domanen von VR1 entsprechen, weisen vergleichbare Ahnlichkeitsgrade auf (nicht gezeigt) und
kénnten Fragmente des gleichen Humantranskripts darstellen.

Beispiel 3: VR1 wirkt nicht als Speicher-operierter Calciumkanal (SOC)
[0180] Die Aminosauresequenz-Ahnlichkeiten zwischen VR1 und SOC legen nahe, dass der Capsaicinrezep-

tor als SOC funktionieren kénnte. Um dies zu untersuchen, wurden Calcium-abhangige nach innen gerichtete
Strome in VR1-exprimierenden Oozyten mit Schwund an intrazelluldrem Calcium in Einklang mit auf dem Ge-

30/97



DE 699 10 538 T2 2004.06.24

biet der Erfindung bekannten Verfahren analysiert.

[0181] Zusammenfassend gesagt wurden cRNA-Transkripts aus Not1-linearisierten VR1-cDNA-Templaten
mittels T7-RNA-Polymerase 17 synthetisiert. Defollikulierte Xenopus laevis-Oozyten wurden mit 0,5-5 ng
VR1-cRNA injiziert. Vier bis sieben Tage nach der Injektion wurden zwei Elektronen-Spannungsklemmen-Auf-
zeichnungen durchgeflhrt (E, , = 60 mV fir IC4-Kurve und thermische Stimulationsexperimente sowie —40
mV flr alle anderen Experimente), wobei ein Geneclamp 500-Amplifikator (Axon Instruments) und ein MacLab
A/D-Wandler (Maclab) zum Einsatz kamen. Die Aufzeichnungskammer wurde mit einer Rate von 2 ml/min mit
Frosch-Ringer-Lésung, umfassend (mM) 90 NaCl, 1,0 KCl, 2,4 NaHCO,, 0,1 BaCl,, 1,0 MgCl, und 10 HEPES,
pH 7,6, bei Raumtemperatur perfundiert. Vor der Durchfiihrung von SOC-Tests wurden Oozyten 1-2 h lang in
Calcium-freier, Barium-freier Frosch-Ringer-Lésung, die 1 mM EGTA und 1 uM Thapsigargin enthielt, inkubiert.
Wahrend der Spannungsklemmen-Aufzeichnung wurden diese Oozyten intermittierend Frosch-Ringer-Lésung
mit 2 mM Ca* und ohne EGTA ausgesetzt, um Calcium-abhéngige Stréme zu detektieren (15 s-Pulse in
2-min-Intervallen) (Petersen et al., Biochem 311, 41-44 (1995)).

[0182] In mit Wasser injizierten Vergleichsoozyten wurde klarer Schwund-induzierter Strom beobachtet, wie
dies bereits beschrieben wurde (Petersen et al., s. 0.). In VR1-exprimierenden Oozyten wurden keine quanti-
tativen oder qualitativen Unterschiede hinsichtlich dieser Reaktion beobachtet (nicht dargestellt). AuRerdem
hatte die Anwendung von SKF 96365 (20 uM), eines Inhibitors des Schwund-stimulierten Calcium-Eintritts
(Merrit et al., Biochem. J. 271, 515-522 (1990), keine Auswirkung auf die Capsaicin-induzierten Stréme in
VR1-exprimierenden Oozyten. Somit scheint VR1 unter diesen Bedingungen kein funktioneller SOC zu sein.

Beispiel 4: Sensorische Neuronen-spezifische Expression von Capsaicinrezeptor

[0183] Die Verteilung von VR1-Transkripts in neuronalen und nicht-neuronalen Rattengeweben wurde durch
Northern-Blot- und 1n-situ-Hybridisierungsanalysen beurteilt. Ausgewachsene Sprague-Dawley-Ratten wur-
den durch Erstickung in CO, getdtet und Gewebe frisch zerteilt. Poly-A+-RNA wurde entweder durch Lyse in
Guanidiniumisothiocyanat, gefolgt von Reinigung auf oligo-dT-Cellulose oder mit dem FastTrack-Set (Invitro-
gen). Etwa 2 ug jeder Probe wurden durch ein 0,8% Agarose-Formaldehyd-Gel elektrophoresiert, auf eine Ny-
lonmembran Ubertragen (Hybond N, Amersham) und mit einer *P-markierten Sonde (stellt die gesamte
VR1-cDNA dar) hybridisiert. Blots wurden unter Bedingungen hoher Strenge gewaschen und autoradiogra-
phiert. Nach dem Sondieren mit Capsaicinrezeptor-cDNA wurden die gleichen Filter mit einem radiomarkierten
cyclophilinen cDNA-Fragment als Vergleich erneut sondiert (z. B. um bezlglich relativer RNA-Ladung zwi-
schen Proben zu korrigieren).

[0184] Fdir die In-situ-Hybridisierungs-Histochemie wurden ausgewachsene Sprague-Dawley-Rattenweib-
chen anasthesiert und mit 4% Paraformaldehyd in PBS perfundiert. Dorsalwurzenganglien, Trigeminalganglien
und Rickenmark wurden zerteilt, in flissigem N, gefroren, in OCT-einbauendes Medium eingebettet und auf
einem Kryostat zerschnitten. Die Abschnitte (15 pm) wurden verarbeitet und bei 55°C Uber Nacht mit einer Di-
goxigenin-markierten cRNA (erzeugt durch In-vitro-Transkription eines 1 kb-Fragments der VR1-cDNA (nt
1513-2482)) unter Verwendung des Genius-Sets (Boehringer Mannheim) sondiert. Die Abschnitte wurden mit
an alkalische Phosphatase konjugierten Anti-Digoxigenin-Fab-Fragmenten gemal den Anleitungen des Her-
stellers entwickelt.

[0185] Sowohl die Northern-Blot-Analyse als auch die In-situ-Hybridisierungs-Histochemie zeigten, dass
VR1-Transkripte selektiv innerhalb der Dorsalwurzel- und Trigeminalganglien exprimiert werden. Eine
MRNA-Spezies von etwa 4 kb wurde prominent in Trigeminal- und sensorischen Dorsalwurzelganglien expri-
miert (es wurde aufgezeigt, dass beide Capsaicin-sensitive Neuronen aufweisen). Dieses Transkript fehlte in
allen anderen untersuchten Geweben (einschliefilich Rickenmark und Gehirn). Eine viel kleinere RNA-Spezi-
es (etwa 1,5 kb) wurde in der Niere detektiert, aber es ist unklar, ob dieses Transkript fir ein funktionelles
VR1-Protein kodieren kénnte.

[0186] Die In-situ-Hybridisierung zur Beurteilung des Zellmusters von VR1-Expression innerhalb sensori-
scher Ganglien zeigte, dass VR1 vor allem in einer Untergruppe von Neuronen mit kleinem Durchmesser in-
nerhalb der Dorsalwurzel- und Trigeminalganglien exprimiert wurde. Dies stimmt mit der Beobachtung tberein,
dass die meisten Capsaicin-sensitiven Neuronen Zellkdrper relativ kleiner bis mittlerer Gréfie aufweisen (Hol-
zer, Pharmacol. Rev. 43, 143-201 (1991); Jansco et al., Nature 270, 741- 743 (1977)). Im Gegensatz zur pra-
dominanten Expression von VR1-Transkripten in Neuronen des Dorsalwurzelganglions wurde kein sichtbares
Signal im angrenzenden Hirnhorn des Riickenmarks beobachtet. Wahrend Bindungsstellen fir radiomarkier-
tes Resiniferatoxin im Hirnhorn detektiert wurden, geht man davon aus, dass diese Stellen auf prasynaptischen
Enden liegen, die aus primaren Nozizeptoren innerhalb angrenzender Dorsalwurzelganglien ragen (Holzer
1991, s. 0.). Die Ergebnisse unterstiitzen diese Vermutung.
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Beispiel 5: Beurteilung von VR1-Pharmakologie in Xenopus-Oozyten

[0187] Um die pharmakologischen Eigenschaften des klonierten Capsaicinrezeptors mit jenen der nativen
Vanilloidstellen in sensorischen Ganglien zu vergleichen, wurde VR1 in Oozyten exprimiert und in einer Voll-
zellen-Spannungsklemmen-Analyse verwendet, um seine elektrophysiologischen Reaktionen auf eine Viel-
zahl an Vanilloid-Agonisten (Capsaicin, Resiniferatoxin) und -Antagonisten (Capsazepin) quantitativ zu unter-
suchen. VR1 wurde in Xenopus-Oozyten wie oben (Beispiel 3) exprimiert, aulRer dass CaCl, (2 mM) anstelle
von BaCl, verwendet wurde, als die Capsazepin-Hemmungskurve erstellt wurde. Die Agonisten Capsaicin und
Resiniferatoxin wurden hintereinander auf den gleichen VR1 exprimierenden Xenopus-Oozyten aufgebracht.
Membranstréme wurden in der Vollzellen-Spannungsklemmen-Konfiguration aufgezeichnet (V, 4 = -40 mV).

[0188] Die Ergebnisse der Capsaicin- und Resiniferatoxin-Studien sind in Fig. 10A-10B veranschaulicht. Die
Balken stehen fir die Dauer der Agonisten-Zufuhr. Bei negativen Haltepotenzialen produzierte die Capsaicin-
oder Resiniferatoxin-Exposition dosisabhangige nach innen gerichtete Strom-Reaktionen in VR1-epxrimieren-
den Oozyten, jedoch nicht in Wasser-injiziierten Vergleichszellen. Wie dies in sensorischen Neuronen beob-
achtet wurde (Winter et al., Brain Res. 520, 131-140 (1990); Liu et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 9, 738-741
(1994)), kehrten Capsaicininduzierte Stromreaktionen nach Entfernung von Agonist rasch zur Grundlinie zu-
rick, wahrend sich die Resiniferatoxin-Reaktionen sogar nach verlangerter Auswaschdauer oft nicht erholen
konnten. Halbmaximale wirksame Konzentrationen fiir diese Agonisten lagen innerhalb einer Grélenordnung
jener, die fir native Vanilloidrezeptoren angefihrt wurden (Oh et al., s. 0.; Bevan et al., Br. J. Pharmacol. 107,
544-552 (1992)), wobei Resiniferatoxin etwa 20fach wirksamer ist als Capsaicin (EC,, = 39,1 nM bzw. 711,9
nM). Aus diesen Analysen abgeleitete Hill-Koeffizienten (1,95 bzw. 2,08) legen nahe, dass die volle Aktivierung
des Rezeptors die Bindung mehr als eines Agonistenmolekiils umfasst, was ebenfalls mit bereits beschriebe-
nen Eigenschaften nativer Vanilloidrezeptoren Ubereinstimmt (Oh et al., s. 0.; Szallasi, Gen. Pharmac. 25,
223-243 (1994)).

[0189] Wie aus den Fig. 11A und 11B ersichtlich, wurden Capsaicin-induzierte Reaktionen in VR1-exprimie-
renden Oozyten durch den kompetitiven Vanilloidrezeptor-Antagonisten Capsazepin bei Konzentrationen (IC4,
= 283,5 nM) blockiert, die native Rezeptoren hemmen (Fig. 10A-10B). Die Stromspur zeigt, dass die Blockie-
rung der Capsaicin-Aktivitat (cap; 0,6 pM) durch Capzazepin (cpz; 10 uM) reversibel ist. Ein weiteres pharma-
kologisches Merkmal von Vanilloidrezeptoren ist ihre Sensitivitat gegeniber dem nicht-kompetitiven Antago-
nisten Rutheniumrot (RR; 10 uM), das Capsaicin-induzierte Reaktionen (cap; 0,6 uM) ebenfalls reversibel blo-
ckierte ( Fig. 11A). Die Reaktionen auf Resiniferatoxin (50 nM) wurden durch Capsazepin (5 pM) oder Ruthe-
niumrot (10 pM) ebenfalls reversibel antagonisiert (nicht dargestelit).

Beispiel 6: Patch-Clamp-Analyse rekombinanter Capsaicinrezeptoren, die in HEK293-Embryonierenzellen ex-
primiert werden

[0190] Der in Beispiel 1 klonierte rekombinante Capsaicinrezeptor wurde in Studien unter Anwendung der
Patch-Clamp-Analyse in Capsaicinrezeptor-exprimierenden HEK-293-Zellen weiter charakterisiert.
HEK293-Zellen wurden mit einem Vergleichsvektor transfiziert (cDNA3 ohne eine fiir Capsaicinrezeptor kodie-
rende Sequenz). Die Patch-Clamp-Aufzeichnungen erfolgten mit transient transfizierten HEK293-Zellen bei
22°C. Eine Standard-Badlésung fiur die Vollzellen-Aufzeichnungen enthielt (mM) 140 NaCl, 5 KCI, 2 MgCl,, 2
CaCl,, 10 HEPES, 10 Glucose, pH 7,4 (eingestellt mit NaOH). In Calcium-freier Badlésung wurde CaCl, ent-
fernt und 5 mM EGTA zugesetzt.

[0191] Fdir Substitutionsexperimente mit einwertigen Kationen wurde — nach dem Erhalten der Vollzellen-Kon-
figuration in Vergleichsbadldsung — die Badldsung geandert auf (mM): 140 NaCl (oder KCl oder CsCl), 10 Glu-
cose und 10 HEPES (eingestellt auf pH 7,4 mit NaOH, KOH bzw. CsOH) und das Umkehrpotential unter Ver-
wendung von Spannungsanstiegen gemessen. Fur Permeabilitdtsexperimente mit zweiwertigen Kationen wur-
de die Badlésung geéndert auf (mM): 110 MgCl, (oder CaCl,), 2 Mg(OH), (oder Ca(OH),), 10 Glucose, 10 HE-
PES, pH 7,4 (eingestellt mit HCI).

[0192] Die Badlésung fir Outside-out-Patch-Aufzeichnungen und die Pipettenlésung fir In-
side-out-Patch-Aufzeichnungen enthielt (mM) 140 NaCl, 10 HEPES, pH 7,4 (eingestellt mit NaOH). Die Bad-
l6sung fur Inside-out-Patch-Aufzeichnungen und die Pipettenlésungen fir Outside-out-Patch-Aufzeicnungen
und lonen-Substitutionsexperimente enthielten (mM) 140 NaCl, 10 HEPES, 5 EGTA, pH 7,4 (eingestellt mit Na-
OH). Die Pipettenldsung far Vollzellen-Aufzeichnungen enthielt (mM) 140 CsClI (oder 130 CsAspartat und 10
NaCl), 5 EGTA, 10 HEPES, pH 7,4 (eingestellt mit CsOH). Die Flissigkeits-Verbindungsstellen-Potentiale wur-
den direkt in getrennten Experimenten gemessen; sie Gberschritten bei den verwendeten Lésungen nicht 3 mV,
und es wurde keine Korrektur bezliglich dieses Offsets vorgenommen.

[0193] Die die Vollzellen-Aufzeichnung betreffenden Daten wurden bei 20 kHz erhoben und bei 5 kHz zwecks
Analyse gefiltert (Axopatch 200-Amplifier mit pPCLAMP-Software, Axon Instruments). Die die Einzelkanal-Auf-
zeichnung betreffenden Daten wurden bei 10 kHz erhoben und bei 1 kHz gefiltert. Die Permeabilitatsverhalt-

32/97



DE 699 10 538 T2 2004.06.24

nisse fur einwertigen Kationen zu Na (P,/P,,} wurden wie folgt berechnet: P, /P, = exp(AV . F/RT), worin V,
das Umkehrpotential ist, F die Faraday-Konstante ist, R die universelle Gaskonstante ist und T die absolute
Temperatur ist. Fiir Messungen zweiwertiger Permeabilitdt wurde P,/P,, wie folgt berechnet: P,/P,, = [Na],
exp(AV, F/RT)(1 + exp(AV, F/RT))/4[Y?],. Die lonenaktivitats-Koeffizienten von 0,75 (Natrium) und 0,25 (Cal-
cium oder Magnesium) wurden als Korrekturfaktoren verwendet.

[0194] Fig. 3 zeigt die Ergebnisse der Vollzellen-Spannungsklemmen-Analyse von Capsaicinrezeptor expri-
mierenden HEK293-Zellen bei —60 mV unter Verwendung einer mit CsAspartat geflllten Pipette. Diese Daten
zeigen einen nach innen gerichteten Kationen spezifischen Strom, der nur wahrend der Capsaicin-Behandlung
vorhanden ist (die Zeitdauer, wahrend der Capsaicin vorhanden war (1 uM), ist durch den Balken oberhalb des
Graphen angezeigt) und sich mit kurzer Latenz nach Zufuhr von Capsaicin in das Bad entwickelte. Es wurden
keine derartigen Stréme in Mock-transfizierten Vergleichszellen beobachtet. Fig. 4 zeigt die Spannungsschritte
(400 ms) von =100 mV auf +40 mV (vertikale Linien in Fig. 3) in erweitertem Zeitmalistab. Die Stréme in Ab-
wesenheit von Capsaicin (a) wurden von den in Anwesenheit von Capsaicin erhaltenen Strdmen (b) subtra-
hiert. Diese Analyse der Daten zeigte einen zeitunabhangigen, Rezeptor-abhangigen Strom. In Calcium-freiem
Medium war der Capsaicin-induzierte Strom ebenfalls zeitunabhangig — sowohl beim konstanten Haltepotential
von -60 mV (Fig. 3) als auch wahrend der Spannungsschritte von —100 auf +40 mV (in 20 mV-Inkrementen;
Fig. 4). Diese Eigenschaft ermdglichte die Charakterisierung von Capsaicin-meduerten Strdmen unter statio-
naren Reaktionsbedingungen in nachfolgenden Experimenten. Die sich aus diesen Daten ergebenden Verhalt-
nisse zwischen Strom und Spannung zeigen, dass solche Reaktionen eine auffallige nach aulien gerichtete
Berichtigung aufweisen, die jener dhnelt, die man in kultivierten Dorsalwurzelganglium-Neuronen beobachtet
(Fig. 3; Oh et al., s. 0.). Da die in diesen Experimenten verwendete Badlésung hauptsachlich aus Natriumchlo-
rid bestand, wahrend die Patch-Pipette mit Casiumaspartat gefiillt war, zeigt das becbachtete Umkehrpotential
nahean 0 mV (E., = 0,5+ 0,9 mV; n = 13), dass die Capsaicin-mediierte Reaktion die Offnung eines Kation-se-
lektiven Kanals umfasst.

[0195] In sensorischen Neuronen werden Vanilloid-induzierte Stréme durch ein Gemisch ein- und zweiwerti-
ger Kationen getragen (Bevan et al., Trends Pharmacol. Sci. 11, 330-333 (1990); Oh et al., s. 0.; Wood et al.,
J. Neuroscience 8, 3208-3220 (1988)). Dieses Phanomen wurde in VR1-exprimierenden S&ugetierzellen
durch eine Reihe von lonen-Substitutionsexperimenten untersucht, um die relativen Beitrdge verschiedener
Kationen zu Capsaicin-induzierten Strémen in VR1-exprimierenden Zellen zu erforschen. Die Strom-Span-
nungs-Verhaltnisse (festgelegt fir Zellen, die in L&dsungen variierender kationischer Zusammensetzungen ein-
getaucht sind (Fig. 5; Na* (mit a beschriftet), K" (mit b beschriftet), Cs™ (mit ¢ beschriftet), Mg™ (mit d beschrif-
tet) oder Ca™ (mit e beschriftet))) zeigten, dass VR1 unter einwertigen Kationen nicht unterscheidet, aber eine
auffallige Praferenz fiir zweiwertigen Kationen an den Tag legt. Der Austausch von extrazellularem NaCl (140
mM) mit aquimolarem KCI oder CsCl sorgte fir keine signifikante Verschiebung des Umkehrpotentials (E,, =
-0,7£12mV,n=8;-1,5mV,n=9; 43 +£09 mV,n=8.P/P,,=0,94; P./P,, =0,85). Der Austausch von
extrazellularem NaCl mit isotonischem (112 mM) MgCl, oder CaCl, verschob E,, auf 14,4 + 1,3 mV (n = 3) bzw.
243+2,3mV (n=7). Wie in Fig. 5 zusammengefasst, zeigten die Daten somit, dass die Capsaicinrezeptor-ex-
primierenden Zellmembranen die folgenden relativen Kationen-Permeabilitdtswerte fir den Capsaicin-aktivier-
ten Strom besafen: Ca™ > Mg™ » Na'~K'~Cs". Diese sehr hohe relative Permeabilitat von VR1 gegeniiber
Calciumionen (P, /Py, = 9,60; Py, /Py, = 4,99) ist hoher als jene, die man fir die meisten nicht-selektiven Kat-
ionenkanale beobachtet, und vergleichbar mit Werten, die fiir Glutamatrezeptoren vom NMDA-Typ ermittelt
wurden (P../Py, = 10,6; Mayer et al., J. Physiol. 394, 501-527 (1987)), die fur diese Eigenschaft bekannt sind.
Bei allen untersuchten Badldsungen wurde eine nach aullen gerichtete berichtigte Strom-Spannungs-Bezie-
hung beobachtet, obwohl dieses Merkmal in MgCl,- oder CaCl,-enthaltenden Badlésungen weniger auffallig
war.

[0196] In kultivierten sensorischen Neuronen zeigten elektrophysiologische Analysen von Vanilloid-induzier-
ten Reaktionen, dass sie kinetisch komplex sind und bei kontinuierlicher Vanilloid-Exposition desensibilisieren
(Liu et al., s. 0.; Yeats et al., J. Physiol. 446, 390P (1992)). Die elektrophysiologische Desensibilisierung (die
Aspekten physiologischer Desensibilisierung infolge von Vanilloiden in vive zugrunde liegen kann) scheint teil-
weise von der Gegenwart von extrazellularem Calcium abzuhangen (Yeats et al., s. 0.; Holzer, Pharmacol. Rev.
43, 143-201 (1991)). Um die Calcium-Abhangigkeit der Capsaicin-Reaktionsfahigkeit VR1-exprimierender
Zellen zu untersuchen, wurden Vollzellen-Stromreaktionen sowohl in Calcium-haltiger Standardbadlésung als
auch in Calcium-freier Lésung analysiert (Fig. 6A—6F). Capsaicin (1 pM) wurde alle 5 min aufgebracht; CsCl
wurde als Pipettenldsung verwendet. Die Verhaltnisse der Stromgrofie am Ende der dritten Zufuhr zum Peak
der ersten Zufuhr waren 95,3 = 2,6% (n = 3) in Calcium-freier L6sung und 13,0 + 4,3% (n = 5) in Calcium-hal-
tiger L&sung (T-Test; p < 0,00001). In Abwesenheit von extrazelluldrem Calcium zeigten Capsaicin-induzierte
Reaktionen in VR 1-transfizierten Zellen wenig oder Gberhaupt keine Desensibilisierung wahrend langerer Ago-
nisten-Zufuhr oder im Falle hintereinander erfolgender Agonisten-Exposition (4,7 + 2,3% Abnahme zwischen
der ersten und der dritten Zufuhr, n = 5). Im Gegensatz dazu bestanden die in Calcium-haltiger Badlésung her-
vorgerufene Reaktionen aus zumindest zwei voneinander verschiedenen Komponenten: aus einer desensibi-
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lisierenden (87 t 4,3% Abnahme zwischen der ersten und der dritten Zufuhr, n = 5) und einer relativ nichtde-
sensibilisierenden. Somit kénnen die Desensibilisierung und die Mehrphasenkinetik von Vanilloid-aktivierten
Reaktionen aulerhalb eines neuronalen Kontexts reproduziert und aufgrund ihrer Abhangigkeit von Calci-
um-Umgebungswerten voneinander unterschieden werden.

[0197] Das Verhalten der VR1-Reaktion wurde auch in aus transfizierten Zellen exzidierten Membran-Pat-
ches untersucht. Inside-out- (I/O-) oder Outside-out- (O/O-) Patches wurden aus VR1-transfizierten Zellen ex-
zidiert und in symmetrischem 140 mM NaCl bei den angegebenen Haltepotentialen mit Capsaicin (1 uM) in der
Badlésung analysiert. Die gestrichelte Linien in den in Fig. 7 gezeigten Daten zeigen den geschlossenen Ka-
nalzustand an. In anderen Patches wurden mehrere gleichzeitige Kanaldffnungen beobachtet. Die grofien und
gut aufgeldsten Stréme einheitlicher Amplitude, die man nur in Gegenwart von Capsaicin beobachtet (Fig. 7),
deuten auf die Gegenwart von lonenkanalen mit Capsaicin-Gates innerhalb dieser Patches hin, deren Aktivie-
rung nicht von I8slichen zytoplasmatischen Komponenten abhangt. Die Stromspannungskurve mittlerer Ein-
zelkanalamplituden (£ s. e. m.; Fig. 8), die anhand der Daten von Fig. 7 errechnet wurde, weist eine auffallige
nach auf3en gerichtete Berichtigung auf. Die Strom-Spannungs-Beziehung auf Einzelkanal-Ebene war im We-
sentlichen identisch mit der in der Vollzellen-Konfiguration festgelegten, was auf die nach aulien gerichtete Be-
richtigung und das Umkehrpotential in der Ndhe von 0 mV unter ahnlichen ionischen Bedingungen zuriickzu-
fuhren war. Einheitliche Leitfahigkeiten von 76,7 pS bei positiven Potentialen und 35,4 pS bei negativen Po-
tentialen wurden mit Natrium als alleinigem Ladungstrager beobachtet. Diese Einzelkanal-Eigenschaften spie-
geln jene wider, die bereits fur native Vanilloidrezeptoren beschrieben wurden (Oh et al., s. 0.; Forbes et al.,
Neurosci. Lett. Suppl. 32, S3 (1988)).

[0198] Es wurde vorgeschlagen, dass die Vanilloid-Wirkungsstelle méglicherweise nicht auf die extrazellulare
Seite der Plasmamembran beschrankt ist (aufgrund der lipophilen Beschaffenheit dieser Verbindungen) (Ja-
mes et al., in: Capsaicin in the Study of Pain (Wood Hg.), S. 83-104 (Academic Press, London, 1993)). Inter-
essanterweise konnte Capsaicin identische Reaktionen hervorrufen, wenn es beiden Seiten eines aus einer
VR1-exprimierenden Zelle exzidierten Patches zugesetzt wurde (Fig. 7) — dies stimmt mit der Vorstellung tber-
ein, dass Vanilloide in die Lipid-Doppelschicht eindringen oder sie Uberqueren kdnnen, um ihre Wirkungen zu
mediieren. Eine weniger wahrscheinliche, jedoch formal konsistente Erklarung ist, dass Vanilloidrezeptoren
funktionell &quivalente Capsaicin-Bindungsstellen auf beiden Seiten der Plasmamembran besitzen.

[0199] Diese Daten belegen, dass sich der klonierte Capsaicinrezeptor in der Patch-Clamp-Analyse sehr 8hn-
lich verhalt wie der Capsaicinrezeptor der Wildform.

Beispiel 7: Verwendung von rekombinantem Capsaicinrezeptor zur Quantifizierung von Vanilloid-Konzentrati-
onen

[0200] Wie dies schon seit Jahren bekannt ist, variieren die relativen Scharfegrade von Pfefferschoten-Vari-
anten dullerst stark, was teilweise auf ihren unterschiedlichen Vanilloidgehalt zuriickzufihren ist. Verfahren zur
Klassifizierung von Pfefferschoten hinsichtlich ihrer relativen Schéarfe beruhten auf subjektiven psychophysika-
lischen Tests, wobei die Werte in Scoville-Einheiten angefihrt sind (Scoville, J. Am. Pharm. Assoc. 1, 453-454
(1912)), oder auf biochemischen Bestimmungen des Capsaicingehalts (Woodbury, J. Assoc. Off. Anal. Chem.
63, 556-558 (1980)). Es wurde die Frage weiter erforscht, ob die elektrophysiologische Reaktion des klonierten
Vanilloidrezeptors auf Pfefferschotenextrakte im Verhaltnis zur Fahigkeit dieser Pfefferschoten steht, Schmer-
zen zu verursachen.

[0201] Eswurden mehrere Arten scharfer Pfefferschoten (15 g; grine Thai-Pfefferschote, Poblano verde, Ha-
banero und Wachs) gemahlen und Gber Nacht bei Raumtemperatur mit 50 ml absolutem Alkohol extrahiert.
Losliche Extrakte wurden 15fach durch Vakuumtrocknung konzentriert und dann 1000fach in Frosch-Rin-
ger-Lésung fiir den elektrophysiologischen Test verdinnt. Aquivalente Fraktionen (normalisiert auf Pfeffer-
schotengewicht) wurden hinsichtlich ihrer Fahigkeit untersucht, den in Xenopus-Oozyten exprimierten rekom-
binanten Capsaicinrezeptor zu aktivieren. Die Capsaicinrezeptor-Aktivierung wurde unter Anwendung eines
Zwei-Elektroden-Spannungsklemmen-Tests ermittelt, um die durch jeden Pfefterschotenextrakt hervorgerufe-
nen Strdme quantitativ zu messen. Die Reaktionen wurden auf die Reaktion auf reines Capsaicin hormalisiert
(10 UM, eingestellt auf 100). Die Daten sind aus Fig. 11 ersichtlich (jeder Wert stellt einen Durchschnitt vier
unabhangiger Bestimmungen jeweils aus getrennten Oozyten dar; 30 s Zufuhr). Die relative Reaktion des klo-
nierten Rezeptors auf die Pfefferschotenproben und den Capsaicin-Vergleich sind im Histogramm zu sehen,
wobei reprasentative Stromspuren rechts von jedem Balken im Histogramm dargestellt sind. Die Extrakte rie-
fen in Wasser-injizierten Zellen keine Reaktion hervor.

[0202] Die relativen Reaktionen von Capsaicinrezeptor auf die Pfefferschotenextrakte korrelieren mit der re-
lativen Scharfe jeder Pfefferschote (bestimmt durch konventionelle Analysen und Scoville-Scharfeeinheiten).
AuBerdem Korrelierten die unterschiedlichen Scharfegrade dieser Pfefferschotenvarianten (bestimmt durch
subjektive psychophysikalische Bewertungen; Berkeley et al., Peppers: A Cookbook, S. 1-120, Simon and
Schuster, New York, USA, 1993) mit ihrem Wirkungsgrad als Aktivatoren von VR1.
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Beispiel 8: Capsaicin fuhrt zum Tod von VR1-exprimierenden Zellen

[0203] Capsaicin ist weithin als Neurotoxin bekannt, das selektiv primare afferente Nozizeptoren in vitro und
in vivo zerstért (Jansco et al., Nature 270, 741-743 (1977); Wood et al., J. Neurosciece 8, 3208-3220 (1988)).
Um zu bestimmen, ob diese selektive Toxizitat nur das Ergebnis der Spezifitdt der Rezeptorexpression ist oder
ob sie von weiteren Eigenschaften sensorischer Neuronen oder ihrem Milieu abhangt, wurde die Fahigkeit von
Capsaicin, Vanilloidrezeptoren-exprimierende nicht-neuronale Zellen zu téten, in vitro untersucht.
HEK293-Zellen wurden entweder mit Vektor alleine (pcDNA3), Vanilloidrezeptor-cDNA, 1 : 50 verdinnt in
pCDNA3 (VR1 1: 50), oder Vanilloidrezeptor-cDNA alleine (VR1) transient transfiziert. 14 Stunden spater wur-
de Kulturmedium mit Capsaicin-haltigem Medium (3 pM, ausgefillte Balken) oder Vehikel (Ethanol 0,3%,
nicht-ausgefiillte Balken) ersetzt (Fig. 12). Nach 7 Stunden bei 37 °C wurde der Prozentsatz toter Zellen mittels
Ethidiumhomodimer-Einfarbung ermittelt. Die Daten stellen den Mittelwert + s. e. m. von Dreifachbestimmun-
gen aus einem reprasentativen Experiment dar. Die Sterne stehen fir eine signifikante Differenz gegentber
den mit Ethanol behandelten Zellen (T-Test, p < 0,0001). Es wurden dhnliche Ergebnisse in drei unabhangigen
Experimenten erzielt.

[0204] Wie aus Fig. 12 ersichtlich, wurde innerhalb einiger Stunden der kontinuierlichen Capsaicin-Exposition
der Tod zahlreicher der mit VR1 transfizierten HEK293-Zellen festgestellt; dies wurde morphologisch und durch
Verwendung von Vitalfarbung bestimmt. Im Gegensatz dazu wurden mit Vektor alleine transfizierte Zellen
durch diese Behandlung nicht getétet. Der Zelltod war durch auffallige zytoplasmatische Schwellung, Koales-
zenz des zytoplasmatischen Inhalts und schlussendlich durch Lyse gekennzeichnet. Somit kann VR1-Expres-
sion in einem nicht-neuronalen Kontext die Zytotoxizitat, die man bei mit Vanilloid behandelten sensorischen
Neuronen becobachtet, reproduzieren. Die Einfarbung mit Hoechst-Farbstoff 33342 zeigte keine Hinweise auf
Kernfragmentierung, die oft mit apoptotischem Zelltod 28 assoziiert ist (nicht dargestellt). Insgesamt stimmen
diese Beobachtungen mit nekrotischem Zelltod infolge exzessiven lonenzuflusses Uberein, so wie dies fur Va-
nilloid-induzierten Tod von Nozizeptoren (Bevan et al., Trends Pharmacol. Sci. 11, 330-333 (1990)), Gluta-
mat-induzierte Exzitotoxizitat (Choi, Prog. Brain Res. 199, 47-51 (1994)) und Neurodegeneration infolge kon-
stitutiv aktivierender Mutationen verschiedener lonenkandale (Hong et al., Nature 367, 470-473 (1994); Hess,
Neuron 16, 1073-1076 (1996)) vorgeschlagen wurde.

Beispiel 9: Wasserstoffionen potenzieren die Wirkung von Capsaicin auf VR1

[0205] Eine Reduktion von Gewebe-pH infolge von Infektion, Entzindung oder Ischamie kann Schmerzen in
Saugetieren bewirken. Diese Wirkung wurde der Fahigkeit von Protonen zugeschrieben, Anregungskanale auf
der Oberflache nozizeptiver Neuronen zu aktivieren. Es wurde berichtet, dass eine Untergruppe dieser Reak-
tionen Eigenschaften mit jenen teilt, die durch Vanilloide hervorgerufen werden — beispielsweise eine dhnliche
Kinetik, lonenselektivitat und Antagonismus durch Rhuteniumrot (Bevan et al., Trends Neurosci. 17, 509-512
(1994)). AuBerdem wurde gezeigt, dass unterhalb der Schwelle gelegene Konzentrationen von Wasserstoffi-
onen die Wirkung niedriger Konzentrationen von Capsaicin in sensorischen Neuronen potenzieren kénnen
(Petersen et al., Pain 54, 37-42 (1993); Kress et al., Neurosci. Lett. 211, 5-8 1996). Es wurde daher vorge-
schlagen, dass Protonen méglicherweise als endogene Aktivatoren oder Modulatoren von Vanilloidrezeptoren
dienen (Bevan et al. 1994, s. 0.).

[0206] Um diese Méglichkeit zu untersuchen, wurden die Wirkungen von Wasserstoffionen auf den klonierten
Vanilloidrezeptor unter Verwendung des Oozyten-Expressionssystems analysiert. Capsaicin (0,3 uM) wurde
wahrend der gesamten Versuchsdauer (angezeigt durch die Pfeile in Fig. 13) verabreicht (V, , =—-40 mV). Der
pH-Wert der Badlésung wurde wahrend des Experiments gedndert (angezeigt durch die horizontalen Balken
in Fig. 13). VR1-exprimierende Oazyten wiesen keine Reaktionen auf die Badlésung (pH 6,3) ohne Capsaicin
auf, Wasser-injizierte Oozyten zeigten keine Reaktionen auf Capsaicin oder die Badldsung bei pH 6,3 (nicht
dargestellt). Die Stromreaktionen aus den 9 unabhangigen VR1-exprimierenden Oozyten sind in Fig. 14 zu-
sammengefasst. Der graue Abschnitt jedes Balkens zeigt den durch Capsaicin bei pH 7,6 induzierten Spitzen-
strom an, wahrend der schwarze Abschnitt den durch Veranderung des pH-Werts auf 6,3 hervorgerufenen zu-
satzlichen Strom darstellt.

[0207] Die abrupte Reduktion des pH-Werts der Badlésung (von 7,6 auf 5,5) reichte nicht aus, um VR1 in Ab-
wesenheit von Capsaicin zu aktivieren (weniger als 10% der auf diese Weise behandelten VR1-exprimieren-
den Oozyten wiesen einen starken nach innen gerichteten Strom auf (nicht dargestellt)), was nahe legt, dass
Wasserstoffionen alleine dieses Protein nicht wirkungsvoll aktivieren kdnnen. Als nachstes wurde die Wirkung
von Capsaicin und des pH-Werts auf VR1-Aktivierung untersucht. VR1-exprimierende Oozyten wurden mit ei-
ner submaximalen Konzentration an Capsaicin (500 nM) bei pH 7,6 behandelt (Fig. 13). Sobald ihre Stromre-
aktionen ein relativ stabiles Plateau erreichten, wurden die Oozyten einer L&sung ausgesetzt, die die gleiche
Konzentration von Capsaicin bei pH 6,3 besald. Unter diesen Bedingungen nahm der nach innen gerichtete
Strom rasch auf einen neuen Plateauwert zu, dessen GréRenordnung bis zu Sfach hoher ist als jene des ers-
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ten. Nach Rickfuhrung auf pH 7,6 sank die Oozytenreaktion auf ihren anfanglichen Plateauwert, und nach der
Entfernung von Capsaicin kehrte sie zur Grundlinie zurlick. Diese Potenzierung wurde nur mit untersattigten
Konzentrationen an Agonist beobachtet, da reduzierter pH-Wert die Reaktionen auf 10 pM Capsaicin nicht er-
héhte (nicht dargestellt). Diese Ergebnisse fassen erkennen, dass zwar Wasserstoffionen alleine zur Aktivie-
rung von VR1 nicht ausreichen, aber die Capsaicin-induzierten Reaktionen deutlich potenzieren kénnen.

Beispiel 10: Vanilloidrezeptor wird durch schadliche Warme aktiviert

[0208] Es wurden die Wirkungen erhdhter Temperaturen auf die VR 1-Aktivitat bei Calciumzufluss, Leitfahig-
keit und Capsaicin- und RR-Reaktionsfahigkeit untersucht.

a) Wirkung der Warme auf intrazellulares Calcium

[0209] Die Wirkung von Warme auf VR1-Aktivitat beim Mediieren von Calciumzufluss wurde unter Verwen-
dung von transfizierten HEK293-Zellen und mittels des oben beschriebenen Screeningverfahrens mit Zufluss
von fluoreszierendem Calcium untersucht. Die Zellen wurden mittels mikroskopischer fluoreszierender Calci-
um-Bildgebung vor und unmittelbar nach der Zugabe von erwarmtem Calcium-Bildgebungspuffer analysiert
(300 ml CIB bei 65°C wurde auf Zellen aufgebracht, die sich in 150 ml CIB bei 22°C befanden). Unter diesen
Bedingungen wurden die Zellen transient einer Spitzentemperatur von ~45°C ausgesetzt.

[0210] Wahrend die mit Vektor alleine transfizierten Zellen nur eine milde, diffuse Anderung an zytoplasmati-
schem freiem Calcium aufwiesen, zeigte ein grolRer Anteil der VR1-exprimierenden Zellen Sekunden nach Be-
ginn der Warmebehandlung eine deutliche Erhéhung des Calciumwerts. Die Reaktionen flauten innerhalb we-
niger Minuten ab, und eine nachfolgende Exposition mit Capsaicin fihrte zu einer charakteristischen Calcium-
reaktion — ein Hinweis darauf, dass die Reaktion auf Warme ein spezifisches Signalisierungsereignis und keine
Folge nicht-spezifischer Membranstérung oder Beeintrachtigung der Zellintegritat ist.

b) Auswirkung der Warme auf Leitfahigkeit

[0211] Es erfolgte Vollzellen-Patch-Clamp-Analyse (V4 = 60 mV) von VR1-transfizierten HEK293-Zellen,
um die Frage zu klaren, ob spezifische Warme-induzierte Membranstrome mit diesem Phanomen assoziiert
sind. Die Temperatur des Badmediums wurde von 22°C auf 48°C (Warme) angehoben und dann auf 22°C
rickgeflhrt; anschlieBend wurde Capsaicin (0,5 pM) dem Bad zugesetzt. Die ionischen Bedingungen waren
identisch mit jenen, die fir die Daten von Fig. 2 beschrieben sind. Es wurden vor, zwischen und wahrend der
Reaktionen Spannungsanstiege durchgefihrt (-100 auf +40 mV in 500 ms).

[0212] Da die Zellen einem raschen Temperaturanstieg (22°C auf 50°C in 25 s, Gberwacht mit einem im Bad
befindlichen Thermistor) ausgesetzt wurden, entstanden starke nach innen gerichtete Stréme (791 + 235 pA
bei 60 mV; n = 9), die typischerweise eine dhnliche Amplitude aufwiesen wie die durch eine nachfolgende Auf-
bringung von Capsaicin bei 500 nM hervorgerufenen (Fig. 15A). Sowohl Warme- als auch Vanilloid-induzierte
Reaktionen zeigten nach aulien gerichtete Berichtigung, was den Schluss zulasst, dass sie durch die gleiche
Funktionseinheit mediiert werden ( Fig. 15B). Im Vergleich dazu waren thermisch aktivierte Reaktionen der
Vektor-transfizierten Vergleichszellen viel geringer und wiesen keine Berichtigung auf (131 £ 23 nA, n = 8). Dar-
Uber hinaus desensibilisierte die Warmereaktion in Vektor-transfizierten Zellen wahrend der Reizzufuhr, wah-
rend dies bei der kleinen thermischen Reaktion in den Vektor-transfizierten Vergleichszellen nicht der Fall war.
Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass VR1 als thermischer Wandler dient — entweder an sich oder in Ver-
bindung mit anderen Zellkomponenten.

c) Warmeaktivierung von VR1 in Oozyten

[0213] Um zu bestimmen, ob VR1 dhnliche Reaktionen auf Warme in einer unterschiedlichen Zellumgebung
mediieren kdnnte, wurde die Warmeaktivierung von VR1 im Oozytensystem getestet. Oozyten, injiziert entwe-
der mit VR1-cRNA oder Wasser, wurden der Zwei-Elektroden-Spannungsklemme (V,,, = —60 mV) ausgesetzt,
wahrend die Temperatur des Perfusionspuffers von 22,7°C auf den angegebenen Wert gehoben und dann 60
s lang konstant gehalten wurde. Die GrélRenordnungen der resultierenden nach innen gerichteten Stréme sind
in Fig. 16 als Mittel £ S. E. M. dargestellt (VR1, n = 8; Wasser, n =6, unabhangige Zellen). Der Stern zeigt eine
signifikante Differenz gegentiber Wasser-injizierten Oozyten an (T-Test, p < 0,0005).

[0214] In den Wasser-injizierten Vergleichsoozyten fihrte die akute Erhéhung der Perfusat-Temperatur einen
kleinen nach innen gerichteten Strom, der linear bis 50°C anstieg (Fig. 16). VR1-exprimierende Oozyten wie-
sen ahnliche Reaktionen bei Temperaturen bis zu 40°C auf, doch oberhalb dieser Schwelle waren ihre Reak-
tionen deutlich starker als jene der Vergleiche. Somit stimmt sogar in diesem Nicht-Saugetier-Zusammenhang
das VR1-mediierte Temperaturreaktionsprofil mit jenem fiir thermale Nozizeptoren gut Gberein (Fields, s. 0.).
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d) Hemmung von VR1-Warmeaktivierung durch Rutheniumrut

[0215] Um ferner zu ermitteln, ob Warme spezifisch durch einen Capsaicinrezeptor wirkt, wurde die Fahigkeit
von Rutheniumrot, die Warme-mediierte Reaktion zu hemmen, in VR1-exprimierenden Oozyten im oben be-
schriebenen System getestet. Die Stromspuren in Fig. 17 wurden anhand reprasentativer VR1- oder Was-
ser-injizierter Oozyten (V,,, = =60 mV) wahrend aufeinander folgender Zufuhren der angegebenen Reize er-
stellt.

[0216] VR1-injizierte Oozyten wiesen die folgenden mittleren Reaktionen mit nach innen gerichtetem Strom
auf (£ s. e. m.; n = 5): Capsaicin (1 uM), 1221 £ 148 nA; Warme (50°C), 2009 + 134 nA; Warme plus Rutheni-
umrot (10 pM), 243 = 47 nA. Die Hemmung durch Rutheniumrot war signifikant (88 + 2%, n = 5; gepaarter
T-Test, p < 0,0001). Es wurde keine Verringerung der Stromreaktion beobachtet, wenn aufeinander folgende
Warmepulse in Abwesenheit von Rutheniumrot verabreicht wurden. Wasser-injizierte Oozyten zeigten keine
Reaktion auf Capsaicin und viel geringere Reaktionen auf Warme (338 + 101 nA, n = 5). Rutheniumrot hemmte
diese Reaktionen um nur 21 + 26% (n = 5; gepaarter T-Test, P < 0,1).

[0217] Diese Daten belegen, dass VR1 direkt an dieser thermischen Reaktion beteiligt ist; die Zufuhr von Ru-
theniumrot reduzierte die Reaktion von VR1-exprimierenden Oozyten auf Warme signifikant (88 £ 2%; n = 5),
wahrend die weniger stark ausgepragte Reaktion in Vergleichszellen um nur 21 + 26% reduziert wurde (n = 5)
(Fig. 17). Insgesamt unterstiitzen diese Beobachtungen klar die Hypothese, dass VR1 durch schadliche, aber
nicht harmlose Warme aktiviert wird.

Beispiel 11: Chromosomale Lokalisation und Isolation des Mause-VR1-Gens

[0218] Die chromosomale Lokalisation des Mause-VR1-Gens wurde mittels fluoreszierender In-situ-Hybridi-
sierung (FISH) in Einklang mit auf dem Gebiet der Erfindung bekannten Verfahren bestimmt. Zusammenfas-
send gesagt wurde ein bakterielles kinstliches Chromosom, das ein 90-100 kb Insert genomischer M&u-
se-DNA, die flr Abschnitte des Mause-VR1-Gens kodiert, enthielt, durch PCR-Analyse und Southern-Hybridi-
sierung unter Verwendung aus Ratten-VR1 stammender Sonden isoliert. Das Insert wurde mit Digoxigenin
markiert und auf Metaphasen-Spreads von Mause-Chromosomen aufgebracht. Fluoreszierend markierte An-
ti-Digoxigenin-Antikérper wurden dann dazu verwendet, die Position auf den Chromosomen zu visualisieren,
an die das VR1-Gen hybridisierte.

[0219] Das VR1-Gen wurde bis zur B3-Bande von Mause-Chromosom 11 abgebildet, etwa 49% des Wegs
von der heterochromatisch-euchromatischen Grenze zum Telomer von Chromosom 11. Diese Region des
Mause-Chromosoms ist zu Human-Chromosom 17 syntenisch, insbesondere die Regionen 17p11-13, 17pter
und 17gter. Es ist daher wahrscheinlich, dass sich das Human-VR1-Gen innerhalb dieser analogen Regionen
auf dem Human-Chromosom befindet.

[0220] Das Mause-VR1-Gen wurde gemaf auf dem Gebiet bekannter Verfahren sequenziert. Die Nucleotid-
sequenz (SEQ.-ID Nr. 10) und die Aminosauresequenz (SEQ.-ID Nr. 11) von Mause-VR1 sind in der nachste-
henden Sequenzauflistung angefiihrt. Die Ratten- und Mause-VR1-Aminosauresequenzen sind zu mehr als
95% identisch.

Beispiel 12: Identifikation von Capsaicinrezeptor-verwandtem Polypeptid VRRP-1

[0221] Eine Genbank-Datenbanksuche unter Verwendung von VR1 ergab einige Humanund Mause-EST-Se-
quenzen, die VR1 dhnelten. Die Anordnung dieser EST-Sequenzen legte nahe, dass sie alle mit Aushahme
einer (siehe unten) fir identische und sehr dhnliche Gene kodieren — ein Indikator dafiir, dass sie Fragmente
der Humanund M&useversionen des VR1-Gens darstellen. In allen analysierten Regionen waren die vorher-
gesagten Sequenzen der kodierten Mause- und Humanproteine miteinander hochgradig identisch, doch nur
zu etwa 50% mit dem Ratten-VR1 identisch. Da Mause-VR1-Protein dem Ratten-VR1-Protein zu mehr als 50%
ahnelt, schlossen die Anmelder daraus, dass diese EST-Sequenzen fur Human- und Mauseversionen eines
verwandten Proteins kodieren missen, das als VRRP-1 bezeichnet wurde. VRRP-1 ist ein Beispiel flr die im
Schutzbereich der Erfindung enthaltenen Capsaicinrezeptor-verwandten Poiypeptide.

[0222] Abschnitte der VRRP-1-Gene aus Mausegehirn, Rattengehirn und Human-CCRF-CEM-Zellen wurden
unter Verwendung von PCR-Primern kloniert (GAC CAG CAA GTA CCT CAC (SEQ.-ID Nr. 12) und C TCC
CAT GCAGCC CAGTTT ACT TCC TCC ACC CTG AAG CAC CAG CGC TCA (SEQ.-ID Nr. 13)), die auf dem
Konsens von Human- und Mause-EST-Sequenzen basierten. Eine Ratten-VRRP-1-cDNA voller Lange wurde
aus einer Rattengehirn-cDNA-Bibliothek unter Verwendung des Ratten-PCR-Produkts als radiomarkierte Son-
de isoliert. Die Ratten-VRRP-1-cDNA (SEQ.-ID Nr. 3; Aminosduresequenz SEQ.-ID Nr. 4) ist zu etwa 49% mit
Ratten-VR1 auf Aminosdure-Ebene (SEQ.-ID NR. 2 (Ratten-VR1 und 4 (Ratten-VRRP-1)) und zu 59% auf Nu-
cleotid-Ebene (SEQ.-ID Nr. 1 (Ratten-VR1) und 3 (Ratten-VRRP-1 )) identisch.

[0223] VRRP-1 scheint nicht durch Capsaicin oder Warme aktiviert zu sein. Vorlaufige Hinweise deuten dar-
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auf hin, dass VRRP-1 moglicherweise mit VR1 in Wechselwirkung steht.
Beispiel 13: Identifikation von Human-Capsaicinrezeptor VR1

[0224] Der Vergleich von VR1 mit VRRP-1 und anderen Sequenzen in der Genbank-Datenbank zeigte, dass
vR1 und VRRP-1 viel enger miteinander verwandt sind als andere klonierte Sequenzen — mit einer Ausnahme.
Eine einzelne Human-EST-Sequenz (Zugriffisnummer AA321554; SEQ.-ID Nr. 8) aus Hu-
man-CCRF-CEM-Lymphzellen kodiert fiir eine Aminosauresequenz (SEQ.-ID Nr. 9), die mit der vorhergesag-
ten extremen Carboxy-terminalen Domane von Ratten-VR1 zu zumindest 71% identisch und ihr zu zumindest
80% ahnelt (Aminosaurereste 774-838 von SEQ.-ID Nr. 2; siehe Region 2 der schematischen Darstellung in
Fig. 18). Ferner sind Ratten-VR1 (SEQ.-ID Nr. 1) und Human-EST-AA321554 (SEQ.-ID Nr. 8) zu 75% iden-
tisch auf Nucleotid-Ebene. AuBerdem enthalt EST AA321554 ein Stopcodon an der gleichen Position wie das
Stopcodon in Ratten-VR1. Im Gegensatz dazu besteht zwar Homologie zwischen einem Abschnitt von EST
AA321554 und dem Carboxy-Terminus von Ratten-VRRP-1 (siehe Region 1 in Fig. 18), doch das Rat-
ten-VRRP-1-Polypeptid ist kirzer als das Ratten-VR1-Polypeptid und das Protein, aus dem EST AA321554
abgeleitet zu sein scheint. Sogar in Region 1 besteht groflere Homologie zwischen Ratten-VR1 und EST
AA321554 als zwischen Ratten-VR1 und Ratten-VRRP-1 oder zwischen Ratten-VRRP-1 und EST AA 321554.
Daher stellt die Human-EST-Sequenz AA321554 die Humanversion (Ortholog) von Ratten-VR1 dar.

[0225] Es wurden auf der Humansequenz basierende PCR-Primer konstruiert, um dieses Fragment aus
cDNA (isoliert aus CCRF-CEM-Zellen oder aus der cDNA sensorischer Humanganglien) zu amplifizieren. Das
resultierende Fragment wird als Sonde verwendet, um eine genomische Human-DNA-Bibliothek zu screenen,
um eine Human-VR1-cDNA-Sequenz voller Lange aus CCRF-CEM-Zellen oder der cDNA sensorischer Hu-
manganglien zu gewinnen. Unter Verwendung des resultierenden genomischen Human-VR1-Fragments wird
die chromosomale Lokalisierung des VR1-Gens durch FISH bestatigt. Die Funktion des Polypeptids, fir das
durch das Human-VR1-Gen kodiert ist, wird mittels der oben beschriebenen funktionellen Tests bestatigt.

Beispiel 14: Identifikation des Human-Capsaicinrezeptor-verwandten Polypeptids VRRP-1

[0226] Ratten-VRRP-1-Sequenzen wurden dazu verwendet, die Genbank-Datenbank zwecks Identifikation
von Capsaicinrezeptor-verwandten Polypeptiden aus anderen Organismen zu screenen. Das Screenen iden-
tifizierte mehrere Human- und Mause-EST-Sequenzen mit Homologie zu drei getrennten Regionen von Rat-
ten-VRRP-1, welche Regionen als Regionen A, B und C bezeichnet werden. Regionen A, B und C stellen Ab-
schnitte der VRRP-1-Sequenz dar, in denen die fir Human- und Mause-VRRP-1 kodierenden EST versammelt
sind (gelistet von &' bis 3'). Region A reicht von etwa Rest 580 bis etwa Rest 850; Region B reicht von etwa
Nucleotid-Rest 960 bis etwa Rest 1730; und Region C reicht von etwa Nucleotid-Rest 1820 bis etwa Rest 2505
in der Ratten-VRRP-1-Nucleotidsequenz. Eine Zusammenfassung der Human- und Mause-EST-Sequenzen,
die jeder dieser Regionen entsprechen, findet sich in nachstehender Tabelle:

Tabelle: Ratten-VRRP-1 entsprechende Human- und Mause-EST-Sequenzen

Ratten-VRRP-1~Re- Ratten-VRRP-1- Ratten-VRRP-1-
gion A (Genbank- .|Region B (Gen- Region C (Gen-
Zugriffsnummer) bankzugriffs-. bankzugriffs-
nummer) nummer
Human | H20025, AA236416, H51393, { AA281349, W44731, | W92895, T12251,
ESTs AA236417, H27879, H50364, | N23395, W38665, | AA304033, N35179,
N21167, AA461295, N26729, | AA357145, N24224 AA281348
H21490, H49060 :
Hause W82502, W53556 AA139413 AA476107, AA015295,
ESTs AA274980

[0227] Diese Human- und Mause-EST-Sequenzen kdnnen dazu dienen, eine Konsens-Nucleotidsequenz fir
jede der Regionen A, B und C zu bestimmen. Die Konsens-Nucleotidsequenzen fir Human-VRRP-1 fir Regi-
on A (SEQ.-ID Nr. 5), Region B (SEQ.-ID Nr. 6) und Region C (SEQ.-ID Nr. 7) sind im nachstehenden Sequenz-
protokoll angefiihrt. Die Konsenssequenzen kénnen dazu dienen, PCR-Sonden zu konstruieren, um ein Frag-
ment zu isolieren, das fir VRRP-1 voller Lange kodiert; dies erfolgt mittels auf dem Gebiet der Erfindung all-
gemein bekannter Verfahren.
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Beispiel 15: Klonieren und Sequenzieren von Human-VRRP-1

[0228] Die Ratten-VR1-Nucleotid- und -Proteinsequenzen wurden dazu verwendet, die Genbank-Datenban-
ken auf verwandte Sequenzen zu durchsuchen. Es fanden sich einige EST-Sequenzen, die Homologie zu Rat-
ten-VR1 aufwiesen. Diese stammten aus Human- und Mausequellen. Diese Sequenzen wurden miteinander
und mit Ratten-VR1 ausgerichtet, und es stellte sich heraus, dass alle aufier einer der Humansequenzen fir
das gleiche Protein zu kodieren schien und dass dieses Protein mit dem Protein, fiir das die Mausesequenzen
kodieren, stark homolog war. Die vorhergesagten Sequenzen dieser Human- und Mause-Proteine waren zu
etwa 50% mit dem Ratten-VR1-Protein identisch, aber viel enger miteinander verwandt.

[0229] Unter Verwendung der Human- und Mause-EST-Sequenzen wurden PCR-Primer konstruiert, die dann
auf einer aus Rattengehirn stammenden cDNA verwendet wurden, um ein fir den Grolteil dieses mutmafRli-
chen Proteins kodierendes DNA-Fragment zu amplifizieren. Dieses Fragment wurde radiomarkiert und als Hy-
bridisierungssonde verwendet, um eine cDNA voller LAnge aus einer Rattengehirn-cDNA-Bibliothek zu isolie-
ren. Die cDNA (Ratten-VRRP-1) kodiert fir ein Protein von 761 aa (SEQ.-ID Nr. 3), das zu 49% identisch mit
dem Ratten-VR1-Protein und zu 74% identisch mit dem Human-VRRP1-Protein (SEQ.-ID Nr. 23) ist (vorher-
gesagt anhand verfigbarer EST-Sequenzen). Ratten-VRRP-1-mRNA wird in sensorischen Ganglien und an-
deren Geweben wie z. B. Gehirn, Riickenmark, Milz, Lunge und Dinndarm exprimiert.

[0230] Die Human- und Mause-EST-Sequenzen dienten zur Konstruktion von PCR-Primern, die die Amplifi-
kation der Human-VRRP-1-Sequenz aus einer Human-cDNA-Quelle ermdglichen wiirden. Unter Einsatz von
cDNA aus Human-CCRF-CEM-Zellen wurde ein Fragment der Human-VRRP-1-cDNA amplifiziert und se-
quenziert, wodurch ihre Identitat mit einer Untergruppe der angefihrten EST-Sequenzen bestatigt wurde. An-
schlieffend wurden PCR-Primer (gerichtet gegen die 5- und 3'-Enden der vorhergesagten Hu-
man-VRRP-1-Sequenz) dazu verwendet, aus CCRF-CEM-abgleiteter cDNA eine DNA-Bande von etwa 2500
bp zu amplifizieren; dies ist die korrekte GréfRe fir die Human-cDNA (vorhergesagt anhand der Anordnung der
Human-EST-Sequenzen mit Ratten-VRRP-1). Die Human-cDNA wurde dann unter Anwendung auf dem Ge-
biet der Erfindung bekannter Standardverfahren sequenziert. Die DNA-Sequenz von Human-VRRP-1 (VR2)
ist als SEQ.-ID Nr. 35 bereitgestellt, die abgeleitete Aminosauresequenz als SEQ.-ID Nr. 36.

Beispiel 16: Klonieren von Hihner-VR1-Homologen

[0231] Degenerierte Oligonucleotide wurden auf der Basis der Aminosauresequenz von Ratten-VR1 konstru-
iert. Die Oligonucleotide ODJ3885 und ODJ3887, die VR1-Aminosaureresten 638-644 bzw. 676-682 entspra-
chen, wurden als Primer fiir PCR mit genomischer Kiiken-DNA als Templat verwendet.

0DJ3885 (SEQ ID NO:28)~ 5 TT(TC)AA(AG)TT(TC)AC(GATC)AT (ATC)GG (GATC)ATG
0DJ3887 (SEQ ID NO:29)5’ CAT{GATC)A(GA) (GATC)GC(GAT)AT (GATC)A(GA)CAT (RG)TT

[0232] Es ergaben sich Produkte von etwa 130 bp, die dann isoliert und in den Vektor pT-Adv (Clontech) ligiert
wurden. Die Inserts in mehreren dieser Plasmidklone wurden sequenziert. Die Produkte aus genomischer Ki-
ken-DNA fielen in zwei Klassen:

eines, das auch einem sehr engen Homolog entsprach, und ein anderes, das einem etwas starker divergieren-
den Homolog entsprach.

CVR-PCR1l (SEQ ID NO:30)

TTCAAGTTCACGATTGGGATGGGTGACCTGGATT 'TCATGAACATGCCAGATTCAGATACTTTGTCATGCTTCTG
CTGCTGCTTTTTGTGATCCTCACCTACATCCTTTTGCTCAACATGCTTATAGCCCTTATA

CVR-PCR2 (SEQ ID NO:31) :
TTCAAGTTCACTATTGGGATGGGAGACCTGLAGTTTACAGAGAACTACAGGT TCAAGTCTGTGTTTGTCATCCTT
TTGGYTCTCTATGTCATCCTTACGTACATCCTCCTGCTCAATATGCTTATAGCCCTAATG

[0233] Ein 150 bp grolies EcoRI-Fragment mit CRV-PCR2 wurde als Hybridisierungssonde verwendet, um
Klone aus einer cDNA-Bibliothek aus RNA zu screenen (isoliert aus Kiilkenembryonen-Dorsalwurzelganglien
(DRG)). Mehrere hybridisierende Plasmide wurden identifiziert. Zwei dieser entsprachen einem wahrscheinli-
chen Kiiken-Ortholog von Ratten-VR1. Das Insert eines dieser pCVR2 wurde in seiner Gesamtheit sequenziert
(SEQ.-ID Nr. 24). Die abgeleitete Proteinsequenz (SEQ.-ID Nr: 25) zeigt eine Aminosaureidentitat mit Rat-
ten-VR1 von 67%. Die Nucleotid-Anordnung der kodierenden Regionen von Ratten- und Kiiken-VR1-cDNA
weist ebenfalls 67 Identitat auf. Elektrophysiologische und Calcium-Bildgebungs-Analysen von mit pCVR2
transfizierten HEK293-Zellen zeigen, dass das kodierte Protein auf Protonen und hohe Dosen des Vanilloids,
Reiniferatoxin, aber nicht auf Capsaicin und auf Erwarmungs-Arbeitsvorschriften, die Ratten-VR1 aktivieren,
reagiert.
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Beispiel 17: Klonieren eines Human-Vanilloidrezeptors

[0234] Eine PCR-Reaktion unter Einsatz von ODJ3885 und ODJ3887 mit genomischer Human-DNA als Tem-
plat erzeugte ein 130 bp groflRes Produkt. Diese Bande wurde gereinigt und zu pT-Advkloniert. Die Inserts meh-
rerer Klone wurden sequenziert, und es stellte sich heraus, dass sie alle fir einen sehr engen Homolog oder
Ortholog von Ratten-VR1 kodieren. Die Nucleotidsequenz (SEQ.-ID Nr. 26) ist zu 91% mit der entsprechenden
Region von Ratten-VR1 identisch. Die abgeleitete Proteinsequenz liber diesem 45-Codon-Segment ist mit je-
ner von Ratten-VR1 identisch.

[0235] Unter Anwendung dieser neuen Anordnung wurden zusatzliche PCR-Primer konstruiert, um die Amp-
lifikation gréRerer Segmente von VR 1-homologen Sequenzen aus Human-cDNA-Quellen zu erméglichen. Die
Primer ODJ4018 (entspricht VR1-Aminosaureresten 423-429) und ODJ3767 (stammt aus der Sequenz von
Human-EST AA321554) dienten in einer PCR-Reaktion als Templat-cDNA aus Human-DRG.

ODJ4018 (SEQ ID NO:32) 5’ TA(TC) TT(TC) AA(TC) TT(TC) TT(TC) GT(GATC) TA 3’
ODJ3767 (SEQ ID NO:33) 5’ AAA AGG GGG ACC AGG GC 3’

[0236] Die resultierenden Produkte wurden durch Gel-Elektrophorese getrennt und auf Nylonmembranen
zwecks Hybridisierung mit einer 150 bp-Sonde aus der vorherigen PCR-Analyse bertragen. Ein hybridisieren-
des Fragment von etwa 1100 bp wurde somit identifiziert. Dies ist die Gré3e, die man aufgrund der Position
dieser Primer in der Ratten-VRI-Sequenz erwarten kann.

[0237] Das Fragment wird fur die Sequenzanalyse kloniert. Die Daten der resultierenden Sequenz dienen da-
zu, Primer fir das Klonieren einer Human-cDNA voller Lange zu konstruieren, die dieser Sequenz entspricht.
Dies erfolgt mittels des RACE PCR-Klonierungsverfahrens (Frohman, M. A. Methods Enzymol. 218, 340-358
(1993)), kann aber auch unter Einsatz von Primern erfolgen, die aus der Sequenz des kleinen PCR-Fragments
HVR-PCR1 abgeleitet sind.

Beispiel 18: Klonieren und Sequenzieren eines Human-Vanilloidrezeptors (VR1)

[0238] Um Sequenzen zu erhalten, die dem Human-Ortholog von Ratten-VR1 entsprechen, wurde ein Seg-
ment genomischer Human-DNA identifiziert, das in hVR-PVR1 vorhandene Sequenzen enthielt. Diese geno-
mische DNA wurde aus einer Bibliothek von BAC-Plasmidklonen isoliert, die groRe Segmente genomischer
Human-DNA enthielt (Shizuya et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89, 8794-8797 (1992); Produkt von Genomic
Systems, Inc.); dies erfolgte mittels Oligonucleotid-PCR-Primern, die aus der fir hVR-PVR1 bestimmten Se-
gquenz abgeleitet waren. PCR-Reaktionen unter Verwendung von Oligonucleotiden ODJ4079 (GGCGACCTG-
GAGTTCACTGAG (SEQ.-ID Nr. 37)) und ODJ4080 (GAGCAGGAGGATGTAGGTGAG (SEQ.-ID Nr. 38)) als
Primer sowie unter Verwendung von genomischer Human-DNA als Templat fuhrte zum erwarteten 92 bp-Pro-
dukt. Ein Produkt der gleichen GrélRe wurde auch unter Einsatz von cDNA aus CCRF-CEM als Templat erhal-
ten — es handelt sich hier um eine Human-Zelllinie, aus der die EST-Sequenz Nr. 24046 stammt. Diese
EST-Sequenz schien mit einem engen Homolog oder Ortholog von Ratten-VR1 Ubereinzustimmen.

[0239] Unter Verwendung dieser Primer zum Screenen einer Human-BAC-Bibliothek durch PCR lieferte Ge-
nemes Systems zwei BAC-Plasmidklone 20614 und 20615.

[0240] Diese zwei Klone wurden durch Restriktionsverdau und Southern-Blotting mittels der oben beschrie-
benen VR1-Hybridisierungssonden weiter analysiert. Die Kontrolle des Musters der Restriktionsfragmente un-
ter Verwendung mehrerer unterschiedlicher Restriktions-Endonucleasen zeigte, dass diese zwei Klone wahr-
scheinlich identisch waren. Um zu bestatigen, dass diese Plasmide tatsachlich VR1-verwandte Sequenzen
enthielten, wurden Southern-Blots aus diesen Verdauen hybridisiert und mit unterschiedlichen VR1-Hybridisie-
rungssonden inkubiert. Die Blots wurden zundchst an ein 3*P-markiertes 150 bp EcoRI-Fragment aus
hVR-PCR1 hybridisiert. Ein einzelnes Fragment aus jedem Verdau hybridisierte mit dieser Sonde.

[0241] Im Fall eines Pstl-Verdaus besal} das hybridisierende Fragment eine Gréfie von etwa 250 bp. Die Pro-
dukte des Pstl-Verdaus dieses BAC-Plasmids wurden in Pstl-verdauten pBluescriptSK+ ligiert. Die resultieren-
den Ligationsprodukte dienten zum Transformieren von Zellen des E.-coli-Stamms DHSa. Die resultierenden
Transformanten wurden durch Hybridisierung mit der gleichen hVR-PCR1-Sonde gescreent. Das Insert eines
dieser Klone, hVR1-P1, wurde sequenziert. Die Ergebnisse zeigten, dass es groRRe Ahnlichkeit mit Ratten-VR1
aufwies und hVR-PCR1 entsprach. Die Anordnung des Exon-Abschnitts dieses Inserts mit rVR1-cDNA ist
nachstehend dargestellt.
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* hVR1-P1: 1 ctgcagcttccagatgttcttgctctecctgtgegatcttgttgacagtctcacccatgag
TEELREERR R bR e ni e veeey v enrerer bbbt
rVR1: 2180 ctgcagcttccagatgttcecttgctctecttgtgcaatettgttgacggtctcacccatgag

hVR1-P1: 61 ggcgatgagcatgttgagcaggaggatgtaggtgagaattacataggccagcagcaggat
AR RN R N A R R R R RN R R AN O R RN R R AN B AR RN
rVR1: 2120 agcaatgagcatgttgagcagaaggatgtaggtgagaatcacataggccagtaacaggat

hVR1-P1: 121 gatgaagacagccttgaagtcatagttctcagtgaactccaggtcgecccatgecgatggt

RN NN R RN AR RN R R R R R RN R AR R RR RN NRR RN
rVR1: 2060 gatgaagacagccttgaagtcgtagttctcagtgaactccaggtcgeccatgecgatggt

hVR1-P1: 181 gaacttgaacagctccaggcaggtggagtacaggetgttgtaggag (SEQ ID NO:39)
PEURTELTREEE ey 1 vebnr bbb nerery gl :
rVR1: 2000 gaacttgaacagctccagacatgtggaatacaggctgttgtaagag (SEQ ID NO:40)

[0242] Um VR-1-verwandte Sequenzen auf diesem BAC-Plasmidinsert weiter zu lokalisieren, wurden
Southern-Blots unter Einsatz eines 1008 bp groRen Nhel-Fragments aus der rVR1-cDNA als Hybridisierungs-
sonde durchgefiihrt. Dieses Fragment enthalt fast den gesamten 5'-Abschnitt der r'VR1-Kodiersequenz. In die-
sem Fall erzeugte jeder Verdau ein oder mehrere Fragmente, die stark mit dieser Sonde hybridisierten. Insbe-
sondere lieferte der HindlllI-Verdau zwei Hybridisierungsfragmente von etwa 12 kbp und 18 kbp. Das 18 kbp
grofRe Fragment hybridisierte auch mit der hVR-PCR1-Sonde - ein Indikator daflr, dass das 12 kbp-Fragment
wahrscheinlich das 5'-Ende der fiir hVR1 kodierenden Region enthielt. Diese Fragmente wurden zwecks wei-
terer Analyse in pBluescriptSK+ subkloniert. Man erhielt drei resultierende Klone. Die Klone hVR1-H1 und
hVR1-H2 enthielten das 12 kbp-Fragment, das in entgegengesetzten Orientierungen insertiert war. Klon
hVR1-N3 enthielt ein 18 kbp Insert. Die Sequenzreaktionen unter Verwendung von aus Vektor stammenden
Primern lieferten keine VR1-verwandten Sequenzen, was nahe legt, dass diese Endsegmente entweder In-
trons oder 5'- oder 3'-flankierenden Sequenzen entsprachen. Eine Sequenzierreaktion von hVR1-H3 unter Ver-
wendung des Primers CCRF2, der aus der EST-24046-Sequenz stammte, wurde ebenfalls durchgefuhrt. Die
resultierenden Sequenzdaten zeigten, dass hVR1-H3 VR1-verwandte Sequenz enthielt, die mit der in
EST24046 vorhandenen identisch zu sein schien. Die Anordnung dieser zwei Sequenzen ist nachstehend dar-
gestellt.

HVR1-H3: 1 aagacctcagcgtcctctggcttcagagaccctgnaaaactgtcgcagataaacttecte

(R RN N AN O A RN N R RN R R RN R R R RN RN
EST24046:168 aagacctcagcgtcctetggctttagagaccctg-aaaactgtcgcagataaacttcctce

HVR1-H3: 61 gggctgagcanactgcctatctcgagcacttgcctctcttaaaagggggaccagggcaaa
PLELEERIY vrier et rrrrr ey e v bk eyl
EST24046: 109 gggctgagcagactgcctatntcgagnacttgcctctcttaaaagggggaccagggcaaa

HVR1-H3: 121 gttcttccagtgtctgectgaaact 145 (SEQ ID NO:41)

RN NN RN R R
EST24046: 49 gttcttccagtgtctgcctgaaact 25 (SEQ ID NO:42)

[0243] Um Sequenzen am 5'-Ende der kodierenden Human-VR1-Region im genomischen Klon zu identifizie-
ren, wurde ein 1500 bp-BamHI-Fragment aus hVR1-H1 in pBluescriptSK+ subkloniert. Das Insert in einem der
resultierenden Klone, hVR1-B2, wurde unter Einsatz von Vektor-basierten Primern (T3 und T7) sequenziert.
Die Sequenz aus einem Ende dieses Klons wies — wie sich dies in der Nucleotid-Anordnung oder im Anord-
nungsvergleich der abgeleiteten Proteinsequenz dieses Klons mit jener von rVR1 zeigte — eine VR1-verwandte
Sequenz auf. Die Kontrolle dieser nachstehend angefihrten Anordnungen ergab, dass der translationelle Be-
ginn der kodierenden hVR1-Region wahrscheinlich an Position 14 dieser Sequenz angeordnet ist.
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HVR1-B2: 55 cccactccaaaaggacacctgcccagaccccctggatggagaccctaactccaggeccace

R N R RN N e N e RN NN ARE R R A RN R

rVR1: 122 cccaccccaagagaactcctgectggaccctccagacagagaccctaactgcaagcecace

HVR1-B2: 115 tccagccaagccccagctctccacggccaagageccgcacceggetetttgggaagggtga

RN R N N N N AR AN AN N RO NN RN
rVR1: 182 tccagtcaagccccacatcttcactaccaggagtcgtaccecggetttttgggaagggtga

HVR1-B2: 175 ctcggaggaggctttcccggtggattgecctcacgaggaaggtgagetggactcectgeee

RN e e R N R A AR R B N SR R R AR R R R
rVR1: 242 ctcggaggaggcctctcccectggactgeccttatgaggaaggegggctggettectgece

HVR1-B2: 235 gaccatcacagtcagccctgttatcaccatecagaggee 273 (SEQ ID NO:44)

RN R N R R R RN R RN
rVR1: 302 tatcatcactgtcagctctgttctaactatecagaggec 340 (SEQ ID NO:45)

HVR1-B2: 14 MKKWSSTDLGAAADPLQKDTCPDPLDGDPNSRPPPAKPQLSTAKSRTRLFGKGDSEEAFP
M++ +S D + P Q+++C DP D UPN +PPP KP +-T +SRTRLFGKGDSEEA P
rVR1: 1 MEQRASLDSEESESPPQENSCLDPPDRDPNCKPPPVKPHIFTTRSRTRLEFGKGDSEEASP

HVR1-B2: 194 VDCPHEEGELDSCPTITVSPVITIQRPRXRP 286 (SEQ ID NO:45)
+DCP+EEG L SCP ITVS V+TIQRF P
rVR1: 61 LDCPYEEGGLASCPIITVSSVLTIQRPGDGP 91 (SEQ ID NO:46)

[0244] Unter Verwendung dieser Sequenzinformation wurden zwei Primer konstruiert, um die Produktion ei-
ner Human-VR1-cDNA unter Einsatz von RT-PCR aus polyA+-RNA (isoliert aus der CCRF-CEM-Zelllinie) zu
ermdglichen. Die zwei Primer ODJ4157 (AGAAATGGAGCAGCACAGACTTGG) (SEQ.-ID Nr. 47) und
0ODJ4162 (TCACTTCTCCCCGGAAGCGGCAG) (SEQ.-ID Nr. 48) wurden als Primer in einer PCR-Reaktion
mit CCRF-DEM-cDNA als Templat verwendet. Ein Produkt von etwa 2500 bp war das Ergebnis dieser Reakti-
on. Southern-Blot-Analyse dieses Produkts mittels einer hWVR-PCR1-Hybridisierungssonde ergab, dass dieses
Produkt tatsachlich VR1-verwandt war. Das Produkt wurde durch praparative Agarosegel-Elektrophorese ge-
reinigt und in den Vektor pT-Adv (Clontech) subkloniert. Mehrere Klone wurden isoliert und vier davon DNA-Se-
guenzanalyse unterzogen. Die resultierende DNA-Sequenz von Human-VR1 ist als SEQ.-ID Nr. 33 bereitge-
stellt, die daraus abgeleitete Aminosauresequenz als SEQ.-ID Nr. 34.

[0245] Alle hierin angeflhrten Verdffentlichungen und Patente sind durch Verweis aufgenommen. Fachleuten
auf dem Gebiet der Erfindung sind verschiedene Modifikationen und Variationen des beschriebenen Systems
und Verfahren der Erfindung bekannt, ohne vom Schutzumfang und Geist der Erfindung abzuweichen. Obwohl
die Erfindung unter Bezugnahme auf konkrete bevorzugte Ausfiihrungsformen beschrieben wurde, ist zu be-
achten, dass die hierin beanspruchte Erfindung nicht unzulassig auf diese spezifischen Ausfiihrungsformen
beschrankt ist. Es sind verschiedene Modifikationen der beschriebenen Durchfihrungsarten der Erfindung far
Fachleute auf dem Gebiet der Molekularbiologie oder verwandten Gebieten offenkundig und im Schutzumfang
der nun folgenden Patentanspriiche enthalten.

[0246] Vor einer Beschreibung der vorliegenden Nucleotid- und Polypeptidsequenzen ist zu beachten, dass
die Erfindung keinesfalls auf die hierin angeflihrten Methodologien, Arbeitsvorschriften, Zelllinien, Vektoren
und Reagenzien beschrankt ist, die alle naturlich variieren kdnnen. Es ist ferner zu beachten, dass die hierin
verwendete Terminologie nur der Beschreibung bestimmter Ausfihrungsformen dient und keinesfalls den
Schutzumfang der vorliegenden Erfindung einschrankt, der nur durch die beiliegenden Patentanspriche ein-
geschrankt ist.

[0247] Zu betonen ist aullerdem, dass sich die hierin und in den Ansprlichen verwendeten Artikel wie ,ein",
.eine" oder ,eines" bzw. ,der", . die" und ,das" — sofern nicht anders angefiihrt — auf mehrere damit bezeichnete
Dinge beziehen. Somit bezieht sich der Ausdruck ,eine Wirtszelle" auch auf eine Vielzahl solcher Wirtszellen,
und der Ausdruck ,der Antikérper" bezieht sich auch auf einen oder mehrere Antikdrper oder Aquivalente da-
von, die Fachleuten auf dem Gebiet der Erfindung bekannt sind.

[0248] Sofern nicht anders definiert, besitzen alle hierin erwahnten fachlichen und wissenschaftlichen Aus-
driicke jene Bedeutung, die von Fachleuten auf dem Gebiet der Erfindung gemeinhin verstanden wird. Obwohl
beliebige Verfahren, Vorrichtungen und Materialien, die den hierin erlduterten dhneln oder entsprechen, in der
praktischen Durchfuhrung der Erfindung zum Einsatz kommen kénnen, werden nun die bevorzugten Verfah-
ren, Vorrichtungen und Materialien beschrieben.

[0249] Alle hierin angefuhrten Publikationen sind durch Verweis aufgenommen, um z. B. die Zelllinien, Vek-
toren und Methodologien zu beschreiben und zu offenbaren, die in den Publikationen erldutert werden und sich
im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung als geeignet erweisen kdnnten. Die hierin besprochenen
Verdéffentlichungen sind nur aufgrund ihrer Offenbarung vor dem Einreichdatum der vorliegenden Anmeldung
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angeflihrt. Nichts hierin darf als Eingestandnis aufgefasst werden, dass die Anmelder nicht dazu berechtigt wa-
ren, eine solche Offenbarung aufgrund einer friiheren Erfindung mit einem friilheren Datum zu versehen.

cagctccaag gcacttgctc catttggggt gtgcctgcac ctagetggtt gcaaattggg
ccacagagga tctggaaagg atg gaa caa cgg gct agce tta gac tca gag gag
Met Glu Gln Arg Ala Ser Leu Asp Ser Glu Glu

tct
Ser

gac
Asp

agg
Arg

cce
Pro
60
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Sequenzprotokoll

<110> Julius, David J.

Caterina, Michael J.

Brake, Anthony J.

<120> NUCLEIC ACID SEQUENCES ENCODING

CAPSAICIN RECEPTOR AND CAPSAICIN RECEPTOR-RELATED
POLYPEPTIDES AND USES THEREOF

<130> 9076/0B4PCT

<140> Unassigned
<141> 1999-01-22

<150> 60/072,151
<151> 1998-01-22

<160> 48

<170> FastSEQ for Windows Version 3.0

<210> 1

<211> 2880
<212> DNA
<213> PR. rattus

<220>
<221> CDS

<222> (81)...(2594)
<223> VRl capsaicin receptor

<400> 1

gag tcc cca ccec caa
Glu Ser Pro Pro Gln

15

cct aac tgce aag cca
Pro Asn Cys Lys Pro

30

agt cgt acc cgg ctt
Ser Arg Thr Arg Leu
45

ctg gac tgc cct tat
Leu Asp Cys Pro Tyr

65

1

gag
Glu

cct
Pro

tte
Phe
50

gag
Glu

aac
Asn

cca
Pro
35

999
Gly

gaa
Glu

tcc
Ser
20

gtc
vVal

aag
Lys

ggec
Gly

5
tgc ctg

Cys Leu

aag ccc
Lys Pro

ggt gac
Gly Asp

ggg ctg
Gly Leu
70

43/97

gac
Asp

cac
His

tcg
Ser
55

gct
Ala

cct
Pro

atc
Ile
40

gag
Glu

tce
Ser

cca
Pro
25

tte
Phe

gag
Glu

tgc
Cys

gac
Asp

act
Thr

gee
Ala

cct
Pro

10

aga

acc
Thr

tct
Ser

atc
Ile
75

60
113

161

209

257

305



ate
Ile

gcc
Ala

ccc
Pro

agt
Ser

aag
Lys
140

ace
Thr

acc
Thr

cag

Gln

gca
Ala

ttg
Leu
220

ttc
Phe

ctg
Leu

ctg
Leu

act
Thr

agt
Ser

ccg
Pro

aac
Asn
125

aag
Lys

tgt
Cys

atc
Ile

tet
Phe

ctg
Leu
205

gtg
val

aag
Lys

tce
Ser

cag
Gln

gtc
val

gte
val

agg
Arg

110

tgc
Cys

cgc
Arg

ctg
Leu

gct
Ala

gtc
Val
190

cac

His

gag
Glu

aaa
Lys

ctg
Leu

aac
Asn
270

agc
Ser

agg
Arg
95

cte
Leu

cag
Gln

ctg
Leu

cta
Leu

ctg
Leu
175

aat
Asn

atec
Ile

aat
Asn

acc
Thr

gct
Ala
255

tce
Ser

tct
Ser
80

ccg
Pro

tat

Tyr

gag
Glu

act
Thr

aaa
Lys
160

ctc
Leu

gcé‘

Ala

gcc-

Ala

gga
Gly

aaa
Lys
240

gcg
Ala

tgg
Trp
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gtt
Val

tca
Ser

gat
Asp

ctg
Leu

gac
Asp
145

gcc
Ala

ctg
Leu

age
Ser

att
Ile

gca
Ala
225

ggg
Gly

tgc
Cys

cag
Gln

~ta
Leu

t;C
Ser

cge
Arg

gag
Glu
130

agc
Ser

atg
Met

gac
Asp

tace

gaa
Glu
210

gat

Asp

agg
Arg

acc
Thr

cct
Pro

act
Thr

cag
Gln

agyg
Arg
115

agc
Ser

gag
Glu

ctc
Leu

gtt
val

aca

"Thr

1985

cgg
Arg

gtc
Val

cct
Pro

aac
Asn

gca
Ala
275

atc
Ile

gac
Asp
100

age

Ser

ctg
Leu

tte
Phe

aat
Asn

gcce
Ala
180

gac

'ASp

cgg
Arg

cag
Gln

ggc
Gly

cag
Gln
260

gac
Asp

cag
Gln
85

tce

Serxr

atc
Ile

ctg
Leu

aaa
Lys

ctg
Leu
165

cgg
Arg

agc

‘Ser

aac
Asn

gct
Ala

tte
Phe
245

ctg

Leu

atc
Ile

agg
Arg

gtc
vVal

tte
Phe

cce
Pro

gac
Asp
150

cac
His

aag
Lys

tac
Tyx

atg
Met

gcg
Ala
230

tac

Tyx

gce
Ala

agc
Ser

44/97

cct
Pro

tcc
Ser

gat
Asp

tte
Phe
135

cca
Pro

aat
Asn.

aca
Thr

tac
Tyx

acg
Thr
215

gct
Ala

ttt
Phe

att
Ile

gce
Ala

g9g9
Gly

gct
Ala

gct
Ala
120

ctg

Leu

gag
Glu

999
Gly

gac
Asp

aag
Lys

200

ctg’

Leu

aac

Asn

ggt
Gly

gtg
Val

cgg
Arg
280

gat
Asp

ggt
Gly
105

gtg
val

cag
Gln

aca
Thx

cag
Gln

agc
Ser
185

ggc
Gly

gtg
val

999
Gly

gag
Glu

aag
Lys
265

gac
Asp

gga
Gly
90

gag
Glu

gct
Ala

agg
Arg

gga
Gly

aat
Asn
170

ctg
Leu

cag
Gin

acc
Thr

gac
Asp

ctg
Leu
250
tte

Phe

tca
Ser

cct
Pro

aag
Lys

cag .

Gln

agc
Ser

aag
Lys
155

gac
Asp

aag
Lys

aca
Thr

ctc
Leu

tte
Phe
235

ccc

Pro

ctg
Leu

gtg
val

353

401

449

497

545

593

641

689

737

785

833

881

929



ggc
Gly

gac
Asp
300

999
Gly

aag
Lys

gte
Val

cac
His

tee
Ser
380

ctg
Leu

atg:

Met

aga
Arg

tat

ttg
Leu
460

ace

Thx

999
Gly

aac
Asn
285

aac
Asn

gcc
Ala

999
Gly

ttg
Leu

cta
Leu
365

ctt
Leu

gag
Glu

ctt
Leu

o ol of
Phe

atg
Met
445

ccc

Pro

gga
Gly

att
Ile

acg
Thr

acc
Thx

aaa
Lys

ctc
Leu

gcc

Ala’

350

tce
Ser

tat
Tyx

gtg
Val

cte
Leu

gte
Vval
430

atc

Ile

cce
Pro

gag
Glu

caa
Gln

gtg
val

aag
Lys

cte
Leu

acg
Thr
335

tac

agg
Arg

gac
Asp

atc
Ile

gtg
val
415

aag
Lys

ate
Ile

tat
Tyr

atce
Ile

tat

Tyr
495

ctt
Leu

ttc
Phe

cac
His
320

cca
Pro

att
Ile

aag
Lys

ctg
Leu

gct
Ala
400
gaa
Glu

cge
Arg

tte
Phe

aag
Lys

ttg
Leu
480

tte
Phe
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cat gcc
His Ala
290

gtg aca
vVal Tbr
305

ccec acg
Pro Thr

ctg gct
Leu Ala

ctc cag
Leu Gln

ttc acc
Phe Thr
370

tce tgce
Ser Cys
385

tac. agc
Tyx_Ser

cce ttg
Pro Leu

atc tte
Ile Phe

acc gecg
Thx Ala
450

ctg aaa
Leu Lys
465

tct gtg

Ser Vval

ctg cag
Leu Gln

ctg
Leu

agc
Ser

ctg
Leu

ctg
Leu

agg
Arg
355

gaa
Glu

att
Ile

agc
Sexr

aac
Asn

tac
Tyr
435
gct

Ala

aac
Asn

tca
Ser

agg
Arg

gtg
val

atg
Met

aag
Lys

gct
Ala
340

gag
Glu

tgg
Trp

gac
Asp

agt
Ser

cga
Arg
420

ttc
Phe

gce
Ala

acce
Thr

gga
Gly

cga
Arg

gag
Glu

tac

Tyr

ctg
Leu
325

gct
Ala

atc
Ile

gcc
Ala

acc
Thr

gag
Glu
405

ctc
Leu

aac
Asn

tac

Tyr

gtt
val

gga
Gly
485

cca
Pro

500 -

gtg gca

val

aac
Asn
310

gaa
Glu

agce
Ser

cat
His

tat
Tyr

tgt
Cys
350

acc
Thr

cta
Leu

ttc
Phe

tat
Tyx

999
Gly
470

gte

Val

tece
Ser

45/97

Ala
295

gag
Glu

gag
Glu

agt
Sexr

gaa
Glu

999
Gly
375

gaa
Glu

cct
Pro

cag
Gln

tte
Phe

cgg
Arg
455

gac

Asp

tac
Tyr

cte
Leu

gat
Asp

atce
Ile

atc
Ile

g99
Gly

cce
Pro
360

cca
Pro

aag
Lys

aac

Asn

gac
Asp

gte
val
440

cct

Pro

tat
Tyr

tte
Phe

aag
Lys

aac
Asn

ttg
Leu

ace
Thr

aag
Lys
345

gag
Glu

gtg
val

aac
Asn

cgt
Arg

aag
Lys
425

tac
Tyx

gtg
val

tte
Phe

ttc
Phe

agt
Sex
505

aca
Thr

atc
Ile

aac
Asn
330

atc
Ile

tgc
Cys

cac
His

tcg
Ser

cat
His
410

tgg
Trp

tge
Cys

gaa
Glu

cga
Arg

tte
Phe
490

ttg
Leu

gtt
Val

ctg
Leu
315

agg
Arg

999
Gly

cga
Arg

tcc
Ser

gtt
val
395

gac

Asp

gac
Asp

ttg
Leu

ggc
Gly

gte

val
475

cga

Arg

ttt
Phe

977

1025

1073

1121

1169

1217

1265

1313

1361

1409

1457

1505

1553

1601



gtg
val

ctg
Leu

tecc
Ser
540

acc
Thr

atg
Met

ttg
Leu

aat

gac
Asp

gtg
val
525

atg
Met

cga
Arg

atc
Ile

ttt
Phe

aac
Asn

.605

gcc-
Ala
620

gag
Glu

aac

att
Ile

gag
Glu

cag
Gln
700

tgc
Cys

ctg
Leu

tac

Tyr,

ctc
Leu

ace
Thr
685

aga
Axg

agce
Ser
510

tct
Ser

gtg
val

gga
Gly

ctc
Leu

gga
Gly
590

tct
Ser

aag
Lys

ttc
Phe

gac
Asp

acc
Thr
670

gtc

val

gce
Ala

tac

Tyr

gtg
val

ttc
Phe

ttc
Phe

aga
Arg
575

ttt
Phe

ctg
Leu

cca
Pro

aag
Lys

ttc
Phe
655

tac

aac
Asn

ate
Ile

agt
Ser

gta
Val

tecc
Ser

cag
Gln
560

gac
Asp

tce
Ser

cct
Pro

ggt
Gly

ttc.

Phe
640

aag

Lys

atc
Ile

aag
Lys

acc
Thr

gag
Glu

ctg
Leu

ctg
Leu
545

cag
Gln

ctg
Leu

aca
Thr

atg
Met

aac

‘Asn

625

acc
Thr

gct

Ala

ctt
Leu

att
Ile

ate
Ile
705
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ata
Ile

tac
Tyr
530

gce
Ala

atg
Met

tgc
Cys

gct
Ala

gag
Glu
610

tct.

Ser

atc
Ile

gtc
val

ctg
Leu

gca
Ala
690

ctg
Leu

ctt
Leu
515

ttc
Phe

atg
Met

ggc
Gly

cgg
Arg

gtg
val
595

tcc
Ser

tac

Tyr

gge
Gly

tte
Phe

ctc
Leu
675

caa
Gln

gat
Asp

tte
Phe

agc
Ser

ggc
Gly

atc
Ile

ttt
Phe
580

gtg
val

aca
Thr

aac
Asn

atg
Met

atc
Ile
660

aac

Asn

gag
Glu

aca
Thr

Lttt
Phe

caa
Gln

tgg
Trp

tat

Tyr
565

atg
Met

aca
Thr

cca
Pro

agce

Ser

ggc
Gly
645

atce

Ile

atg
Met

age
Ser

gag
Glu

gta
Val

cgc
Arg

acc
Thr
550

gct
Ala

tte
Phe

ctg
Leu

cac
His

ctg
Leu
630

gac
Asp

ctg
Leu

ctc
Leu

aag
Lys

aag
Lys
710

46/97

cag
Gln

aag
Lys
535

aac
Asn

gtc
val

gtc
vVal

att
Ile

aag
Lys
615

tat
Tyxr

ctg
Leu

tta
Leu

att
Ile

aac
Asn
695

age
Ser

tcg ctg ttc

Ser
520

gag
Glu

atg
Met

atg
Met

tac

Tyr

gag
Glu
600

tgc
Cys

tee
Ser

gag
Glu

ctg
Leu

gct
Ala
680

atc
Ile

tte
Phe

Leu

tat
Tyr

ctce
Leu

att
Ile

cte
Leu
585

gat
Asp

cgg
Arg

aca
Thr

ttc
Phe

gece
Ala
665

cte

Leu

tgg
Trp

ctg
Leu

Phe

gtg
val

tac

Tyr

gag
Slu
570

gtg

val

999
Gly

999
Gly

tgt
Cys

act
Thr
650

tat

atg
Met

aag
Lys

aag
Lys

atqg

Met *

gct
Ala
tat
555
aag

Lys

ttc
Phe

aag
Lys

tct
Ser

ctg .

Leu
635

gag
Glu

gtg
val

ggt
Gly

ctg
Leu

tgc
Cys
715

1649

16397

1745

1783

1841

‘1889

1937

1885

2033

2081

2129

2177

2225



tte
Phe
720

aag
Lys

gcc
Ala

agg
Arg

atg
Met

aag
Lys
735

gat
Asp

cct
Pro

gac
Asp

ggec
Gly

acc
Thr

act
Thxr
750

tgg
Trp

aac
Asn

tgg
Trp

aac
Asn
765

ggc
Gly

tgt
Cys

gag
Glu

ggc
Gly

gtt
val

tca
Ser

999
Gly

ggc
Gly
780

cga
Arg

ctg
Leu

gat
Asp

gca
Ala

agc
Ser
800

agg
Arg

cat
His

gtt
val

caa
Gln

ctg
Leu

aag
Lys
815

gat’
Asp

tte
Phe

‘gtt
Val

aag
Lys
830

tcc
Ser

tcaatgecggg gtctttgggt
ccactctgtg cctgcecctagg
gaggtgtgtg ggaattgaga
tctttatgga ctttattaaa
aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa

<210> 2

<211> 838

<212> PRT

<213> R. rattus

<400> 2

Met Glu Gln

1 5

Gln Glu Asn

20

Pro Pro

35

Phe Gly
50

Glu Glu

Pro

Leu

Tyr
65

cge
Arg

gac
Asp

aac
Asn

gtc
Val

aga
Arg
785
act
Thr

tat
Tyr

atg
Met Val

Arg Ala éer Leu
Ser Cys Leu Asp
Val Lys Pro His
Lys Gly Asp Ser

Gly Gly Leu Ala
70
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tct
Ser

aag ctg ctg
Lys Leu Leu
725

ggc
Gly

ttc
Phe

tac
Tyr

tgt
Cys

tgg
Txp
740

cgg
Arg

atc
Ile

aat
Asn
755

acc
Thr

ggt
Gly

gtg
Val

acc
Thr

ctg
Leu

aag
Lys
770

cgc
Arg

agce
Ser

| of ot of
Phe
790

aac
Asn

aac
Asn

tgg
Txp

aag
Lys

cat
His
805

gat
Asp

gcc
Ala

cga
Arg

aga
Arg

ctt
Leu

tece
Ser
820

aag
Lys

acg
Thr

gga.
Gly

aaa
Lys

cca
Pro
835

gtc 999

Gly

gag
Glu

ggtctgctta gggaaccagc
cacatteccta ggacttcggce
tgtgtatcca accatgatct
cagagtgaat ggcaaatctc
aaaaaa

Glu Glu
10
Asp Arg

Asp Ser
Pro
25

Phe

Pro
Ile Thr Thr
40
Glu Glu Ala Ser
55

Pro Ile

75

Ser Cys

47/97

act
Thr

cag gtg ggg ttc
Gln Val Gly Phe
730

gta
val

gtg gac
Val Asp
745

gag
Glu

agg
Arg

cca
Pro

atc
Ile

aac
Asn
760

gag
Glu

gac
Asp

tca
Ser

ctg
Leu

tte
Phe
775

tce
Ser

agg
Arg

ctﬁ
Leu
735

cce
Pro

gce
Ala

ctg
Leu

gtt
val

acc
Thr

gaa
Glu
810

gaa
Glu

cag
Gln

cag
Gln

cca
Pro

gct
Ala

gat
Asp
825

gag
Glu

gag
Glu

taatggacac tatgcaggga

agggttgacg ttatctgggt
gggcctgetg tgggaactgg
ccaaacattt ggctttcaac
tacttggaca cataaaaaaa

Pro Pro
15

Cys

Ser Glu Serxr

Asn Lys
30
Arg

Asp Pro

Ser Thr'Arg

45
Leu

Arg

Pro Asp Cys Pro

60
Ile Ser

80

Thr Val Ser

2273

2321

2369

2417

2465

2513

2561

2614

2674
2734
2794
2854
2880



- Val

Ser

Leu

Asp
145
Ala
Leu
Ser
Ile
Ala
225
Gly
Cys
Gln
His
Val
.305
Pro
Leu
Leu

Phe

Ser
385
Tyr

Pro
Ile
Thr
Leu
465

Ser

Leu

Leu

Ser

Arg

Glu
130
Ser

Met
Asp
Tyr
Glu
210
Asp
Arg
Thr
Pro
Ala

290
Thr

Thr )

Ala
Gln

Thr
370

Cys
Ser
Leu
Phe
Ala
450
Lys

Val

Gln

Thr
Gln
Arg
115
Ser
Glu
Leu
val
Thr
198
Arg
val
Pro
Asn
Ala
275
Leu
Ser
Leu
Leu
Arg
355
Glu

Ile

Ser

Tyr
435
Ala
Asn

Ser

Arg

Ile
Asp
100
Ser
Leu
Phe
Asn
Ala
180
Arg
Gln
Gly
Gln
260
Asp
val
Met
Lys
Ala

340
Glu

Txp
Asp
Serxr
Arg
420
Phe
Ala
Thr

Gly

Arg
500

Gln
85

Ser
Ile
Leu
Lys
Leu
165
Arg
Ser
Asn
Ala
Phe
245
Leu
Ile
Glu
Tyr

Leu

"325

Ala
Ile
Ala
Thr
Glu
405
Leu
Asn
Tyr
Val
Gly

485
Pro
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Arg
Val
Phe
Pro
Asp
150
His
Lys
Tyr
Met
Ala
230
Ala
Ser
val
Asn
310
Glu
Ser
His
Tyr
Cys
390
Thr
Leu
Phe
Tyx
Gly
470

val

Ser

Pro Gly Asp.-Gly

Ser
Asp
Phe
135
Pro
Asn
Thr
Tyx
Thr
215
Ala
Phe
Ile
Ala
Ala
295
Glu
Glu
ser
Glu
Gly
375
Glu
Pro
Gln
Phe
Arg

455
Asp

Tyr

Leu

Ala
Ala
120
Leu
Glu
Gly
Asp
Lys
200
Leu
Asn
Gly

val

Arg

.280

Asp
Ile
Ile
Gly
-Pro
360
Pro
Lys
Asn
Asp
Val

440
Pro

Tyrx
Phe

Lys

Gly
165
val
Gln
Thr
Gln
Ser
185
Gly
val
Gly
Glu
Lys
265
Asp
Asn
Leu
Thr
Lys
345
Glu
Val
Asn
Arg
Lys
425
Tyr
val
Phe

Phe

Ser
505

90
Glu

Ala
Arg
Gly
Asn
170
Leu
Cln
Thr
Asp
Leu
250
Phe
Serxr
Thr
Ile
Asn

330
Ile

cys
His
Ser
His
410
Trp
Cys
Glu
Arg
Phe

490
Leu

Pro
Lys
Gln
Ser
Lys
155
Asp
Lys
Thr
Leu
Phe
235

Pro

Leu
Val
val

Leu
315
Arg
Gly
Arg
Ser
val

395
Asp
Asp
Leu
Gly
val
475

Arg

Phe

48/97

Ala
Pro
Ser
Lys
140
Thr
Thr
Gln
Ala
Leu
220

Phe

Leu

Leu

Gly
Asp

300
Gly

Lys
val

His

Ser
380

Leu
Met

Arg
Tyr
Leu

460
Thr

Gly

Val

Ser
Pro
Asn
125
Lys
Cys
Ile
Phe
Leu
205

Val

Lys

Ser

Gln
Asn
285
Asn
Ala

Gly
Leu
Leu
365

Leu
Glu
Leu
Phe
Met
445

Pro
Gly

Ile

Asp

val
Arg
110
Cys
Arg
Leu
Ala
val
190
His
Glu
Lys

Leu
Asn
270

Thx
Thx
Lys

Leu
Ala

350
Ser

Tyr
Val
Leu
Val
430
Ile
Pro
Glu

Gln

Ser
510

Arg
95

Leu
Gln
Leu
Leu
Leu

175
Asn

Asn
Thx
Ala
255
Ser
val
Lys
Leu
Thx
335
Arg
Asp
Ile
vVal
415
Lys
Ile
Tyx

Ile

Tyr .

485
Tyr

Pro

Glu
Thr
Lys
160
Leu
Ala
Ala
Gly
Lys

240
Ala

Trp
Leu
Phe
His
320
Pro’
Ile
Lys
Leu
Ala
400
Glu
Axrg
Phe
Lys
Leu
480

Phe

Ser



Glu
Leu
Leu
545
Gln
Leu
Thr
Met
Asn
625
Thr
Ala
Leu
Ile
Ile

705

Asp

'.Asq

val
Arg

785
Thrx

Tyr

Met

ggcgttaaac ctgctctgte
gaaagctcgg agcgggecgce
accecteecgg geecgcactte ctectctcagt
gtgatcectag cctgcagttt

Ile

Tyr
530
Ala
Met
Cys
Ala
Glu
610
Ser
Ile
val
Leu
Ala
690

Leu

Ser

Thr

Lys
770

Asn_

Arg

Thr

.Val

Leu
515
Phe
Met
Gly
Arg
vVal

595
Ser

Gly
Phe
Leu
675
Gln
Asp

Gly

Arg

.Asn

755
Arg

Trp
Asp
Gly

Pro
835

<210>
<21l>
<212>
<213>

<220>

Phe
Ser
Gly
Ile
Phe
580
Val
Thx
Asn
Met
Ile
660
Asn
Glu
Thx
Lys
Trp
740
val
Thr
Lys
Arg
Ser

820
Gly

3

Phe

Gln
Trp
Tyr
565
Met
Thr
Pro
Ser
Gly
645
Ile
Met
Ser
Glu
Leu
725
Cys
Gly
Leu
Asn
His
805

Leu

Glu

2736

DNA
R.

<400> 3

DE 699 10 538 T2 2004.06.24

Val
Arg
Thr
550
Ala
Phe
Leu
His
Leu
630
Asp
Leu
Leu
Lys
Lys
710
Leu
Phe
;Ie
Ser
Phe
790
Ala

Lys

Lys

ratt:us'

Gln
Lys
535
Asn
val
Val
Ile
Lys
615
Tyx
Leu
Leu
Ile
Asn
695
Ser
Gln
Arg
Ile
Phe
775
Ala

Thr

Pro

Ser
520
Glu
Met

Met

Tyr

Glu

600
Cys

Ser
Glu
Leu
Ala
680
Ile
Phe

Val

vVal

Asn’

760
Ser

Leu

Gln

Glu

gcegeegeta

Leu
Tyr
Leu
Ile
Leu
585
Asp
Arg
Thr
Phe
Ala

665
Leu

Trp
Leu
Gly
Asp
745
Glu
Leu
val

Gln

Asp
825

Phe Met Leu Vval

val
Tyr
Glu
570
Val
Gly
Gly
Cys

Thr
650

Tyr
Met
Lys
Lys

Phe

730 -

Glu
Asp
Arg
Pro
Glu

810
Ala

Ala

Tyx
555
Lys
Phe
Lys
Ser
Leu
635
Glu
vVal
Gly

Leu

Cys
715
Thr
vVal
Pro
Ser
Leu
795
Glu

Glu

cactgtgtga gacgaacagg
ggaggttcece acagccecat
cccegetgec
caccttggcet

49/97

Ser
540
Thr
Met
Leu
Asn
Ala
620
Glu
Asn
Ile
Glu
Gln
700
Met
Pro
Asn
Gly
Gly
780
Leu

val

Val

tggagggtgg acgacgcaga
tactgtcage gttgagecgce
ggagagccce gctaggcteg
tcagcctgecg gggtcccage

525

Met
Arg
Ile
Phe

Asn
605
Cys

Leu
Tyx
Leu
Thr
€85
Arg
Arg
Asp
Trp

Asn

765

Axrg

Arg

Gln

Phe

Ser
val
Gly
Leu

Gly
590
Ser
Lys
Phe
Asp
Thr
670
val
Ala
Lys

Gly

Thr
750

Cys
Val
Asp
Leu

Lys
830

Val
Phe
Phe
Arg
575
Phe
Leu
Pro
Lys

Phe
655

Tyr
Asn
Ile
Ala

Lys
735

Thr

Glu
Ser
Ala
Lys

815
Asp

Val
Ser
Gln
560
Asp
Ser
Pro
Gly
Phe
640
Lys
Ile
Lys
Thr
Phe
720
Asp
Trp
Gly
Gly
Ser
800
His

Ser

60
120
180
240



.caggcetgec
agctgtaagg
ggctggagac
aaccgeccec
aagtgaacct
agccagatcyg
aactgactgg
acacagaagg
gggtcaatgce
ccctegtcaa
ccatagagaa
acctccgage
agctacctct
agaacccaca
atgctectggt
acgacgggct
ccaaccacca
tcaggcacat
ctgagtggtg
gggaaéagaa
gcatggtggt
caagattctt
cctaccacca
aatccatgct
gccagctgtg
actttgaaat
tcatggagac
acctgcttta
aggtcatcct
ttgctgtagce
acaactccac
ggagcattct
cttteccagga
ttectcaccta
acgttgectga
tggagaatgg
tcggcaccag
attgggctge
tcactggtaa
accatctgce
caggatggag
taaatatttt

cctgcggtat
agcatcctcce
ttecgatgga
catggagtca
caacttcata
gtttgaccgt
actgctagaa
ctccactgga
ctgcatcatg
tgcccagtgce
gaggagcctg
ctgtggccge
ttctectgget
ccagcecggcce
aatgattgca
tctacaaatg
aggcctcaca
tctgcagegyg
ttacggtccet
cteggtgetyg
tttagaacca
cttcaacttc
gccecttececetg
gctgetggge
gtacttttgg
cctctttete

.tgaatggtac

ctacacacgg
tcgagacctg
cctagtaage
agtgacggaa
ggatgcctce
acagctgegt
cgtectgetyg
caacagctgg
ttactggtgg
gggggatggt
ttgggagaag
taaaaagaac
ccttcaggte
tagggaatct
ttttgecataa

<210> 4

<211>
<212>
<213>

<400>
Met Thr Ser
1
Gly Asp Glu

Pro Pro Met
35

761
PRT

R. rattus

4

DE 699 10 538 T2 2004.06.24

gagagaggaa

tr~sectcagga
gatgaagagg
ccattccaga
aagagacctc
gaccgactct
tacctgceget
aagacgtgcc
ccgetgctge
accgatgagt
cagtgcgtga
ttcttccaaa
gcgtgcacca
agcctggagg
gacaactecge
ggggecgegece
cccctgaaac

gaattctcag
gtgcgggtat

gagatcatcg
ctgaacaagc
gcctgctact
gatcagccag
cacattctga
cggecggegece
cttcaggctce
ctacccctge
ggctttcage
ctecegttted
ttgagcagag
cagcccacgg
ctagagctgt
tttcgtgggg
ctcaacatgc
agcatctgga
tgccggagga
accecctgatg
actcttccca
ccaacctcta
ctccagtceccce
tccecageccecac
aaaaaaaaaa

ccttaacatce
tgacttcagc
gcaatgctga
gggaggaccg
Cctaaaaacac
tcagtgtggt
ggaacagcaa
tgatgaaggc
agattgacaa
tctaccaagg
agctgcetggt
agcaccaagg
agcagtggga
ccaccgactce
ctgagaacag
tctgcececac
tagccgeccaa
gaccgtacca
cgctgtacga
cttttcattg
ttetgcagga

tggtctacat

ccatceecte

tcetgettgg
tgtttatctg

tgctcacagt

tagtgttatc

acacaggcat

tgctggtcta

aggceccgaag

tgggccagga

tcaagttcac

tggtcctget

tcattgctct

agttgcagaa
agaaacatcg
agcgctggtg
ccttatctga
aaccggggaa
cctgatggcee
accagaggct
aaaaaa

tccatectcta
ctccageoccce
ggtgaacaag
gaattcctce
ttctgctcece
ctceceggggt
gtacctcact
tgtgctgaac
ggattccgge
ccacagtgcg
agagaatgga
aacttgtttce
tgtggtgacc
cctgggcaac
tgcectggtyg
tgtgcagctt
ggaaggcaaa
gccecttteco
cctgtectet
caagagcccg
gaaatgggat
gttcatcttc
atcaaaagcyg
gggtatttac
gatctcattc
gctgtcceag
cctagtgcetg
ctacagtgtc
cectggtette
tcccaaagec
ggaggagcca
cattggtatg
gttgctgttyg
catgagcgaa
agccatctct
tgaagggagyg
cttcagggtg
ggatccatca
gaacagtgcc
cagatgcagc
actgaatttt

cagaggtttce
ccagctttea
gggaagcagg
cctcagatca
agccagcagg
gtccecgagg
gactctgcat
cttcaggatg
aatcccaagce
ctgcacatcyg
gcggatgtte
tattttggag
tacctcectgy
acagtcctgce
atccacatgt
gaggaaatct
atcgagattt
Ccgaaagttta
gtggacagct
aaccggcacce
cggctcgtcect
accgtcgttg
acttttgggg
ctcttactgg
atggacagct
gtgectgegcet
ggctggctga
atgatccaga
cttttegget
cctgaagata
gctccatatc
ggggagctgg
gcctacgtece
actgtcaacc
gtcttggaga
ctgctgaaag
gaggaagtaa
gggccaggca
tcagaggaag
agcaggctgg
ggtggaaata

Ala Ser Ser Pro Pro Ala Phe Arg Leu Glu Thr Ser Asp

5

10

15

Glu Gly Asn Ala Glu Val Asn Lys Gly Lys Gln Glu Pro

20

25

30

Glu Ser Pro Phe Gln Arg Glu Asp Arg Asn Ser Ser Pro

40

50/97

45

300
360
420
48¢C
540
600
660
" 720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500

1560

1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980

. 2040 -

2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2736



Gln
Ser
65

Phe
Glu
Glu
Gln
Asp
145
Phe
Leu
Arg
Phe
Val
225

Ala

Ala

Gly

Glu
Glu
305
Gly

Pro

Lys

Lys
385
Leu
Leu
Met

Leu

Ile
465

Ile
50

Ala
Ser
Tyr
Gly
Asp

130
Se;r

Gln
Ala
Gly
210
vVal
Thr
Asp
Léu
Ile
290
Gly
Pro
val
Asn
His
370
Trp
Val
Asp
Leu
Leu

450
Ser

Lys
Pro
val
Leu
Ser
115
Gly
Gly
Gln
Cys
Cys
195
Glu
Thr
Asp
Asn
Leu
2758

Ser

Lys

Arg
Ser
355
Arg

Asp

Gln
Leu
435
Gly

Phe

val
Ser
vVal
Axg
100
Thr
val
Asn
Gly
val
180
Gly
Leu
Tyr
Ser
Ser
260
Gln
Asn
Ile
Gln
Val
340

val

Met

Met
Pro
420
Leu

Gln

Met

Asn
Gln

Ser
85

Trp
Gly
Asn
Pro-
His
165
Lys
Arg
Pro
Leu
Leu
245
Pro
Met
His
Glu
Pro
325
Ser
Leu
Val
Leu
Phe
405
Ala
Gly

Leu

Asp

DE 699 10 538 T2 2004.06.24

Leu Asn Phe

Gln
70

Arg
Asn
Lys
Ala
Lys
150
Ser
Leu
Phe
Leu
Leu
230
Gly

Glu

Gly

-Gln

Ile
310
Leu
Leu
Glu
val
val
390
Ile
Ile
His
Trp

Ser
470

55
Glu

Gly
Ser
Thr
Cys
135
Pro
Ala
Leu
Phe
Ser
215
Glu
Asn

Asn

Ala

Pro
val
Lys
Cys
120
Ile
Leu
Leu
Val
Gln
200
Leu
Asn
Thr

Ser

Arg

. 280

Gly
295
Phe
Ser
Tyxr
Ile
Leu
375
Ser
Phe

Pro

Ile

Tyr
455

Tyr

Leu
Arg
Arg
Asp
Ile
360
Glu
Arg
Thr
Ser
Leu
440

Phe

Phe

Ile Lys Arg Pro Pro Lys

Asp
Pro

Tyr
105
Leu
Met
Val
His
Glu
185
Lys
Ala
Pro
val
Ala
265
Leu
Thr
His
Lys
Leu
345
Ala
Pro
Phe
Val
Ser
425
Ile
Trp

Glu

Arg
Glu
S0

Leu
Met
Pro
Asn
Ile
170
Asn
His
Ala
His
Leu
250
Leu
Cys
Pro
Ile
Phe
330
Ser
Phe
Leu

Phe

Val
410
Lys
Leu

Arg

Ile

Phe
75

Glu
Thr
Lys
Leu
Ala
155
Ala
Gly
Gln

Cys

Gln
235

His,

val
Pro
Leu
Leu
315
Thr
Ser
His
Asn
Phe
3595
Ala
Ala
Leu

Arg

Leu
475

51/97

60

Asp Arg Asp

Leu
Asp
Ala
Leu
140
Gln
Ile
Ala
Gly
Thr
220
Pro
Ala
Ile
Thr
Lys
300
Gln
Glu
val
Cys
Lys

380
Asn

Thr
Gly
Arg

460
Phe

Asn Thr

Arg Leu
80

Thr Gly Leu Leu

Ser
val

125
Gln

Cys
Glu
Asp
Thr
205
Lys
Ala
Leu
His
Yal
285
Leu
Arg
Trp
Asp
Lys
365
Leu
Phe
His
Phe
Gly
445

Leu

Leu

Ala
110
Leu
Ile
Thx

Lys

Val
190
Cys

Gln
Ser
Val
Met
270
Gln
Ala
Glu
Cys
Ser
350
Ser
Leu
Ala
Gln
Gly
430
Ile

Phe

Leu

as
Tyr Thr

Asn Leu
Asp Lys

Asp Glu
160

Arg Ser

175

His Leu

Phe Tyr
Trp Asp

Leu Glu

240
Met Ile
255

Tyr Asp
Leu Glu
Ala‘Lys

Phe Ser
320

Tyx Gly
335
Trp Glu

Pro Asn

Gln Glu

Cys Tyr
400

Pro Ser

415

Glu Ser

Tyr Leu
Ile Trp

Glin Ala
480



Leu Leu Thr

Leu Pro
Tyxr
515
Lys

Leu Tyr
Gln
530
Val

Ile
Leu Phe
545
Glu Ala

Glu Gln Pro

Ile Leu

595
Leu Ala
610

Leu

Glu

Leu
625
Leu

Ile Ala

Trp Ser

Asn Gly
675

Leu Lys Vval
6390

Phe

705

Thr Leu

Asn

Leu

Arg Ser

Asp Ala

Leu Ala

Ile Trp

Tyr Txp

Arg Val Glu
Ser‘Giu
Pro Thr Ser

Pro_ Leu Gln
755

Leu Ser
485

Leu

Val
Leu val
500
Thr

Arg Gly

Val Ile Leu

Phe Gly
550

Lys

Leu

Pro
565
Thr Val Gly
580

Ser Leu

Phe Gln Glu
val
630
Ser

Tyr

Met
645
Lys

Leu

Leu
660
Trp Cys

Gly Thr Arg
val
710

Pro

Glu

Asp
. 725
Lys Pro
740

Val Leu

<210> 5
<211> 273
<212> DNA

<213> H.

sapiens

<400> 5

tgcggtctcee
accagcaagt
gatgaaggct
gatcgachgg
ttaccgaggce

<210>
<211>
<212>
<213> H.

cnggggtgte
acctcaccga

gtgctgaacc
gactctggca
cacagcnctce

6

768

DNA
sapiens

<400> 6

DE 699 10 538 T2 2004.06.24

Gln
Leu
Phe
Arg
535
Phe
Ala
Gln
Glu
Gln
615
Leu
Glu
Gln
Axrg
Gly
695
Asn
Ser

Gly

Gln

val
Ser
Gln
520
Asp
Ala
Pro
Glu
Leu
600
Leu
Leu
Thr
Lys
Arg
680
Asp
Trp
Gly
Lys
Ser
760

Leu
Leu
505
His
Leu
val
Glu
Glu
585
Phe
Arg
Thr

Val

Ala
665

Lys

Gly
Ala
Pro
Asn

745
Pro

Arg
490
vVal
Thr
Leu
Ala
Asp
570
Glu
Lys
Phe
Tyr
Asn
650
Ile
Lys
Thr
Ala
Gly

730
Ser

Phe
Leu
Gly
Arg
Leu
555
Asn
Pro
Phe
Arg
val
635
His
Ser
His
Pro

Trp
715
Ile

Ala

Met
Gly
Ile
Phe
540
val
Asn
Ala
Thr
Gly
620
Leu
vVal
Val
Arg
Asp
700
Glu
Thr

Sex

Glu Thr Glu

Trp
Tyr
525
Leu
Ser
Ser
Pro
Ile
605
val
Leu
Ala
Leu
Glu
685
Glu
Lys

Gly

Glu

Leu
510
Ser
Leu
Leu
Thr
Tyr
590
Gly
Val
Leu
Asp
Glu
670
Gly
Arg
Thr

Asn

Glu
750

cccgaggatce
ctcggaatac
ttaaggacgg
atcctcagcec
tgcacatcgce

tggctggact
acagagggct
ggtcaatgcce
cctggtaaat
cat

52/97

tcconagagta
ncnacaggta
tgcattctgce
gcccagtgcea

Txp
495
Asn Leu -

Val Met

Val Tyr

Ser Arg
560
vVal Thr
575
Arg Ser

Met Gly

Leu Leu
Met
640
Ser

Asn

Asn
655
Met Glu

Arg Leu

Cys
Pro

720 .
Lys

Leu

Lys.
73S
Asp His

cctgagcaag
agacgtgcect
cactgctgca
cagatgacta

€0
120
180
240
273



tcggtgagcet
tcctggagaa
tcctgecatge
gcatgtatga
ggacatccgce
tcgrrwttty
ccgaaagttc
gnnyttctnt
aaragceccegn
gaaatgggat
gttcatcttc
cctgaaagcyg
ggggatctac

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>
tgtttcctgg
ctgaacctgc
cagaagccct
ccacagagtc
ggggtatcct
ccttcececaggn
ctgctcacct
cankktcgce
agatggagaa
ttggcactaa
actgggcttc

acccctctce
cccacaccag
cctagtgatg
tgggctectce
aacctgcagg
maggcacatc
accgagtggt
ggacagctgt
accgacaccg
ctgctcatce
amckctgttg
gaggttggaa
ctcctegtgg

7
650
DNA
H.

7
ccatcgagtg
tttactatac
ggtgagcctyg
agtgcagccc
ggwagcctcc
gcagctgcac
acatcctget
actgacagct
tggctattgg

.gccagatggc

atngggagca

<210> 8
<211l> 317
<212> DNA-

<213> - H.

<400> 8

gagcttctece
cccectttta
tgecgacagtt
cttececgggga
cceegttgece
ttgctgceca

ctgcggtcaa
agagaggcaa
ttcagggtct
gaagtgagga
acggggggct
gcatgtt

<210> 9
<21l> 65
<212> PRT
<213> H. sapiens

<400> 9
Ser Phe Ser Leu Arg Ser Ser Arg Val Ser Gly Arg His Trp Lys Asn

1

5

sapiens

DE 699 10 538 T2 2004.06.24

ttggccgett
ccecgecagec
atctcggaca
caagetgggg
atctcacgcc
ctnnsmagcg
ngctannkgg
naggagaact
aatggtegtt
ccaagttctt
cctaccatca
actccatgct
ggcaaaagtg

gtacctgccce
acgtggcttc
agccaggatt
atggagggac
ttggagctct
ttcecgecggea
gctcaacatg
ggagcatctg
tggtgcanga
agcccsgatg
gacgctgcct

sapiens

gcagagtttc
gtctcgaata
ctaaagccag
cgtcacgcag
ctgagggaac

gcaccaagca gtgggatgtg

tgcagnncac
actcagcféa
ccegnectet
tctgnaannt
ggrrktttca
gcotgtecgy
cagtgctgga
ttggagcccce
cttaaacttce
gcctacesng
gctgacgggce
gaaattttgg

ctgcttgtgt
cagcacacag
ggcgececga
aggaggacga
tcaaattcac
tnggtgctgc
ctcatcgccece
gaagctgcag
agaagcagcg
agecgcetggtg
acgcﬁgtgtg

aggcagacac
ggcagtctge
aggacgctga
acagcactgt
acagtgcttt

10

tgactcccag
gaacattgca
gccctacegt
ggccgcecaag
ggactgnagce
gntgtcgctg
gatcattgece
tgaacaaact
ctgtgtaatc
aagaagcagg
cacatcctta
gggggaat

ctgcgctggt
gcatctacag
agctcctaca
gggcaacggg
catcggcatg
tgctgetnct
tcatngagcg
aaagncatct
ggcaggtgtg
cttcagggtn
aggacccgtce

tggaagaact
tcagcccgag
ggtcttcaag
caacactggg
ttcagcagcce

gtaagctacc
ggcaacacag
ctggtgacca
gcnagettga
gagggcaaga
cacctttnne
tnatgacctyg
tttcattngce
gctgcaggen
tgatntacat
ccgeecctcea
tcctgectagg

gctgggetgg
tgtcatgatc
ggccccaatg
gcccagtaca
ggcgagctgg
ggcctacgtn
agaccgtcaa
nntgtcctgg
atgctgancg
gaggaggtga

ttgcecetggt
gaagtttatc
agtcctgccg
ccttaggaga
tcgectggtcet

15

Phe Ala Leu Val Pro Leu Leu Arg Glu Ala Ser Xaa Arg Xaa Arg Gln

20

25

53/97

30

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
768

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
650

60
120
180
240
300
317



Ser Ala Gln

DE 699 10 538 T2 2004.06.24

Pro Glu Glu Val Tyr Leu Arg Gln Phe Ser Gly Ser Leu

ctcccatgca geeccagttta cttectccac cctgaagcac cagegetca

<210> 14
<211> 71

54/97

agacgggaaa
ccattgctct

ccagctacac
ggaacatggc
acggggactt
tgtccctggce

gggcagccetg
t

ctgtattcca
accgagaact
cacctacatc
tgcacaagayg
gaagagtttc
gttcacgeeg
gactacctgg

35 40 i 45
Lys Pro Glu Asp Ala Glu Val Phe Lys Ser Pro Ala Ala Ser Gly Giu
50 33 60
Lys
65
<210> 10
<211l> 471
<212> DNA
<213> M. musculus
<400> 10
cctgcagaag agcancangc gcctgannga cagcgagttc aaagacccag
gacctgtctg ctcaaagcca tgctcaatct gcacaatggg cagaacgaca
gctcctggac attgcecgga agacagatag cctgaagcag tttgtcaatg
agacagctac tacaagggcc agacagcatt acacattgcc attgaaaggc
nctggtgacc ctcttggtgg agaatggagc agatgtccag gectgcectgcetg
cttcnanaaa accaanggga ggcctggctt ctactttggt gagcectgceccce
tgegtgcacc aaccagctgg ccattgtgaa attcctgetg cagaactcect
cagacatcag tggcncggga ttcngtgggce aacacngtgc tgcacnccct
<210> 11
<211> 450
<212> DNA
<213> M. musculus
<400> 11 . . -
caagtgtcgg ggatctgcct tgcagggcca agttaattct ttacaacagce
' catgtctgga getgttcaag ttcaccatcg gcatgggtga cctggagtte
.atgacttcaa ggctgtctt;_édtcétcctg ttactggcct atgtgattet
- cteetgetea acatgetcat tgetctcatg ggcgagactg tcaacaagat
agcaagaaca tctggaagct gcagcgagcc atcaccatcc tggatacaga
ctgaagtgca tgaggaaggc cttccgctcc ggcaagctgc Eécaggtggg
gacggcaagg atgacttccg gtggtgctte agggtggatg aggtgaactg
aacaccaacg tgggcatcat caacgaggac
<210> 12
<211> 18
<212> DNA
<213> R. rattus
<400> 12
gaccagcaag tacctcac
<210> 13
<211> 49
<212> DNA
<213> R. rattus
<400> 13

60
120
180
240
300
360
420
471

-60
120 -
180
240
300
360
420
450

18

49



<212>
<213>
<400>
Glu Leu Phe
1
Asn Tyr Asp
Ile Leu Thr
35
Glu Thr Vval
50
Gln Arg Ala
65
<210>
<21l1>
<212>
<213>
<400>
Glu Leu Phe
1
Gln Leu His
Leu Leu Thr
35,
Glu Thr Vval
50
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Ser Leu Phe
1
Leu Ala Gly
Gly Ser Tyr
35
Ala Met Met
S0
Glu Trp Lys
65
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

Ser Leu Phe
1
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PRT
R. rattus

14

Lys Phe Thr Ile
5

Phe Lys

20

Tyr Ile

Ala Val
Leu Leu

Ile Ala

55
Ile Leu
70

Asn Lys

Ile Thr

15

57

PRT

H. sapiens

15 .

Lys Phe Thr Ile
5

Phe Arg Gly Met

20

Tyr Ile Leu Leu
Asn Sexr Vval Ala
55
16
75
PRT
Caliphora
16
Trp Ala Ser Phe
5
Ile Lys Ser Phe
20
Ser Vsl Ile Asn
Ser Asn Ser Tyx
55
Phe Ala Arg Ser
70
17
75
PRT

'D. melanogaster

17
Trp Ala Ser Phe
5

Gly
Phe
Leu
40

Gln

Gly
val
Leu

40
Thx

Gly
Thr
Ile
40

Gln

Gln

Met
Ile
25

Asn

Glu

Met
Leu
25

Asn

Asp

Leu
Arg
25

Ile
Ile

Leu

Gly Asp Leu Glu
10
Ile Leu Leu Leu

Met Leu Ile Ala
45
Ser Lys Asn Ile
60

Gly Glu Leu Ala
10
Leu Leu Leu Leu

Met Leu Ile Ala
45

val
10
Phe

Asp Leu Val

Trp Ala Leu

val Asn
45
Arg

Leu Leu

Ile Ser Glu
60

Met

75

Trp

Phe Thr Glu
15

Ala Tyr Val

30

Leu Met Gly

Trp Lys Leu

Phe Gln Glu
15

Ala Tyr Vval

30

Leu Met Ser

Ser Phe Asp
15

Leu Met Phe

30

Met Leu Ile

Ala Asp Val

Gly Leu Val Asp Leu Val Ser Phe Asp

10

55/97
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Leu Ala Gly Ile Lys Ser Phe Thr Arg Phe Trp Ala Leu Leu Met Phe

20 . 25 30
Gly Ser Tyr Ser Val Ile Asn Ile Ile Val Leu Leu Asn Met Leu Ile
35 . 40 45
- Ala Met Met Ser Asn Ser Tyr Gln Ile Ile Ser Glu Arg Ala Asp Val
50 55 60
Glu Trp Lys Phe Ala Arg Ser Gln Leu Trp Met
65 70 75
<210> 18
<211> 75
<212> PRT

<213> B. taurus’

<400> 18
Ser Leu Phe Trp Ser Ile Phe Gly Leu Ile Asn Leu Tyr Val Thr Asn
1 5 10 ’ 15
Val Lys Ala Gln His Glu Phe Thr Glu Phe Val Gly Ala Thr Met Phe
20 25 30
Gly Thr Tyr Asn Val Ile Ser Leu Val Val Leu Leu Asn Met Leu Ile
35 40 45
Ala Met Met Asn Asn Ser Tyr Gln Leu Ile Ala Asp His Ala Asp 1le
50 S 55 60
Glu Trp Lys Phe Ala Arg Thr Lys Leu Trp Met
65 70 75
<210> 19 -
.<211l> 61
<212> PRT

<213> C. elegans .-

-<400> 19

Arg Thr Phe Ile Met Thr Ile Gly Glu Phe Ser Val Leu Tyr Arg Glu
1 5 . : 10 15
Met Ser Ala Cys Asp Asn Phe Trp Met Lys Trp Ile Gly Lys Leu Ile
20 25 30
Phe Val Ile Phe Glu Thr Phe Val Ser Ile Leu Gln Phe Asn Leu Leu
35 40 45
Ile Ala Met Met Thr Arg Thr Tyr Glu Thr Ile Phe Leu
50 55 60

<210> 20

<211> 350

<212> DNA

<213> H. sapiens

<220>

<221> CDS

<222> (41)...(350)
<223> Human VR2 cDNA

<400> 20
gagaggtcct ggcetggacnn ngcagectce tectectagg atg ace tca cce tec
Met Thr Ser Pro Ser
1 5

56/97



age tect
Ser Ser

gge tct
Gly Ser

cce atg
Pro Met

ata aga
Ile Arg
55

gat cca
Asp Pro
70

ggt gtc
Gly Val

agc aag
Ser Lys

ceca
Pro

gag
Glu

gag
Glu
40

gtc
val

aac
Asn

ccc
Pro

t

<210>
<2113
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>

gtt
Val

gcg
Ala
25

tca
Ser

aac
Asn

cga
Arg

gag
Glu

21
764
DNA

tte
Phe
10

gac
Asp

cag
Gln

ctc
Leu

jod of of
Phe

gat:
Asp
90
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agg
Arg

aga
Arg

ttc
Phe

aac
Asn

gac
Asp
75

ctg
Leu

H. sapiens

CDs

(3)...(764)

' <400> 21
tc ggt gag cta ccc ctc tct ttg geoce get tge acc aag cag tgg gat
Gly Glu Leu Pro Leu Ser Leu Ala Ala Cys Thr Lys Gln Trp Asp

1

gtg gta
val val

gcc act
Ala Thr

tcg gac
Ser Asp

agce
Ser

gac
Asp

aac
Asn
50

tac
Tyr

tce
Ser
35

tca
Ser

cte
Leu
20

cag

Gln

gct
Ala

5
ctg

Leu

ggc
Gly

gag
Glu

ttg
Leu

gga
Gly

cag
Gln

tac
Tyr
60

cga

Arg

gct
Ala

gag
Glu

aac
Asn

aac
Asn

gag
Glu

aag
Lys

ggc
Gly
45

cga
Arg

gat
Asp

gga
Gly

aac
Asn

aca
Thr

att
Ile
55

aca
Thr

ctg
Leu
30

gag
Glu

aag
Lys

cgg
Axrg

ctt
Leu

cca
Pro

gtc
val
40

gca
Ala

tta

)

Leu-

15

gat
Asp

gac
Asp

gga
Gly

ctc
Leu

cca
Pro
95

cac
His

25
ctg

Leu

ctyg
Leu

gar gga
Asp Gly

ttt
Phe

cgg
Arg

aca
Thr

tte
Phe
80

gag
Glu

10

g99
Gly

aaa
Lys

ggt
Gly
65

aat
Asn

tac

cag ccc
Gln Pro

cat
His

gcc
Ala

gtg acc

val

57/97

Thr

ggce
Gly

agc
Ser

tte
Phe
50

gece
Ala

gcg
Ala

ctg
Leu

gcc
Ala

cta
Leu

agce
Ser
60

caa gaa
Gln Glu
20

ggg ctg
Gly Leu

35

gcc cct
Ala Pro

agt cag
Ser Gln

gtc tcc
Val Ser

agc aag
Ser Lys
100

agc ctg
Ser Leu
30

gtg atg
vVal Met
45

atg tat
Met Tyr

gat
Asp

cct
Pro

cag
Gln

ccg
Pro

cgg
Arg
85

acc
Thr

15

cag
Gln

atce
Ile

gat

Asp

103

151

199

247

295

343

350

47

95

143

191



ggg
Gly

gac
Asp
80

gag
Glu

tte
Phe

aat
Asn

aca
Thr

aar
Xaa
160

.tgc
Cys
175

tcec
Sex
1390

tca
Sexr
205

tgg
Trp

gat
Asp

cte
Leu
65

atc
Ile

ggc
Gly

agg
Arg

g99
Gly

gct
Ala
145

agce
Ser

tgc

Cys

tgt
Cys

gce
Ala

aaa
Lys

cta
Leu

cte
Leu

cgce
Arg

aag
Lys

act
Thr

gece
Ala
130

gtg
val

ccg
Pro

agg
Arg

gta
Val

tac

Tyr

ctc
Leu

cct
Pro

<210>
<211>
<212>
<213> H. sapiens

caa
Gln

aac
Asn

ate
Ile

gaa
Glu
115

tgt
Cys

agg
Arg

acc
Thr

cga
Arg

ate
Ile

cct
Pro

cat
His

cct
Pro
240

22
884
DNA

gct
Ala

ctg
Leu

grr
Xaa
100

gcc
Ala

ccg
Pro

aga
Arg

gac
Asp

aat

Asn.

tga

gaa
Glu

gct
Ala
225

cgt
Arg

DE 699 10 538 T2 2004.06.24

agq_gee

Giy

cag
Gln
85

aty
Xaa

acc
Thr

ggt
Gly

act
Thr

acc
Thx
165

999
Gly
180

tta
Leu

gaa
Glu
210

gect
Ala

999
Gly

Ala
70

gat
Asp

ttc
Phe

ttt
Phe

tgt
Cys

cag
Gln
150

gaa
Glu

atc
Ile

cat
His
195

gca

Ala

gac
Asp

gca
Ala

cge
Arg

cte
Leu

aag
Lys

tcc
Ser

cgc
Arg
13s

tgc
Cys

-tgg

Trp

tge
Cys

gtt
val

ggce
Gly

999
Gly

aaa
Lys

cte
Leu

acg
Thr

gca
Ala

ccg
Pro
120

tgt
Cys

tgg
Trp

tcg
Ser

tca
Ser

cat
His

cgc
Arg

cca
Pro

gtg
val
245

tgc
Cys

cct
Pro

cat
His
105

aaa
Lys

aat
Asn

rra
Xaa

ttt
Phe

tece
Ser

ctt
Leu

ccce
Pro

cat
His
230

gaa
Glu

cct
Pro

ctg
Leu
90

cecte
Pro

gtt
val

gac
Asp

tca
Ser

tgg
Trp
170

cca
Pro
185

cac
His

tca
Ser
215

cct

Pro

att
Ile

58/97

acc
Thr
75

aag
Lys

tgc
Cys

cac
His

ctg
Leu

ttg
Leu
155

agc

Ser

agt
Ser

cge

Arg
200

cct
Pro

tat

ttg
Leu

gtg
val

cty
Leu

aag
Lys

cga
Arg

ggc
Gly
140

cct

Pro

cce
Pro

tct
Ser

tgt
Cys

gaa
Glu

cct
Pro

g9g9
Gly

cag
Gln

gce
Ala

cgg
Arg

gtg
val
125

Lttt

Phe

ttc
Phe

tga

tct
Ser

tgc
Cys

agc
Ser

gct
Ala

999
Gly
250

ctt
Leu

gcc
Ala

gaa
Glu
110

gtg
Val

ctg
Leu

att
Ile

aca
Thr

taa

cta
Leu

gga
Gly

agg
Arg
235

aat
Asn

gaqg
Glu

aag
Lys
95

gtt
Val

gct
Ala

tgg
Trp

tgc
Cys

aac
Asn

act
Thr

cca
Pro

ggt
Gly
220

ggg
Gly

239

287

335

383

431

479

527

575

623

671

719

764
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<220>
<221> CDS

<222> (3)...{764) e \,
<223> Hui.an VR2 cDNA )

<400> 22
tg ttt cct ggc cat cga gtg gta cct gcc cct gect tgt gtc tgc gct 47
Phe Pro Gly His Arg Val Vval Pro Ala Pro Ala Cys Val Cys Ala
1 S 10 15

ggt gct ggg ctg gct gaa cct gect tta cta tac acg tgg ctt cca gca 95
Gly Ala Gly Leu Ala Glu Pro Ala Leu Leu Tyr Thr Trp Leu Pro Ala
20 25 30

cac agg cat cta cag tgt cat gat cca gaa gcc ctg gtg agc ctg agc 143
His Arg His Leu Gln Cys His Asp Pro Glu Ala Leu Val Ser Leu Ser
35 40 45

cag gat tgg cgc ccc gaa gct cct aca ggc ccc aat gec aca gag tcea 191
Gln Asp Trp Arg Pro Glu Ala Pro Thr Gly Pro Asn Ala Thr Glu Ser
50 - 55 : 60

gtg cag ccc atg gag gga cag gag gac gag ggc aac ggg gcc cag tac 239
Val Gln Pro Met Glu Gly Gln Glu Asp Glu Gly Asn Gly Ala Gln Tyr
65 70 75

agg ggt atc ctg gwa gcc ‘tce ttg gag ctc tte aaa ttc ace atc ggc 287
Arg Gly Ile Leu Xaa Ala Ser Leu Glu Leu -Phe Lys Phe Thr Ile Gly
80 : 85 ’ 90 85 -

" .atg géc.gég ctg gec tpb cag gag'cag ctg cac ttc cgc ggc atg gtg 335

. Met Gly Glu Leu Ala Phe Gln Glu Gln Leu HiS Phe Arg Gly Met Val

100 105 110

ctg ctg ctg ctg ctg gcec tac gtg ctg ctc acc tac atc ctg ctg cte 383
Leu Leu Leu Leu Leu Ala Tyr Val Leu Leu Thr Tyr Ile Leu Leu Leu
115 120 125

aac atg ctc atc gecc ctc wtg agc gag acc gtc aac agt gtc gec act 431
Asn Met Leu Ile Ala Leu Xaa Ser Glu Thr Val Asn Ser Val Ala Thr
130 135 140

gac agce tgg agc atc tgg aag ctg cag aaa gcc atc tet gte ctg gag 479
Asp Ser Trp Ser Ile Trp Lys Leu Gln Lys Ala Ile Ser Val Leu Glu
145 150 155

atg gag aat ggc tat tgg tgg tge agg aag aag cag cgg gca ggt gtg 527
Met Glu Asn Gly Tyr Trp Trp Cys Arg Lys Lys Gln Arg Ala Gly Val
160 165 170 175

atg ctg acc gtt ggc act aag cca gat ggc agc ccs gat gag cge tgg 575

Met Leu Thr Val Gly Thr Lys Pro Asp Gly Ser Xaa Asp Glu Arg Trp
180 185 190
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tgc
Cys

cct
Pro

gag
Glu

tct
Ser
240

tte
Phe

acg
Thr

aac
Asn
22¢

gag
Glu

agg
Arg

ctg
Leu
210

cct
Pro

gaa
Glu

gtg
Val
195

tgt

Cys

gtc
Val

aac
Asn

gag
Glu

gag
Glu

ctg
Leu

tat
Tyr

gag
Glu

gac
Asp

gct
Ala

gtg
val
245
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gtg
val

ccg
Pro

tcc
Ser
230

cce
Pro

aac
Asn

tca
Ser
215

cct

Pro

gtc
val

tgg gct
Trp Ala
200

ggg gca
Gly Ala

cce aag
Pro Lys

cag ctc
Gln Leu

tca tgg
Ser Trp

ggt
Gly

gag
Glu

cte
Leu
250

tggcccagat gcagcaggag gccagaggac agagcagagg
tggctcectggg gtcccagtga attctggtgg caaatatata

Met
Gly
Glx
Lys
Gly
65

Asn
Tyr
Gly
Asp
Ser
145
Gln
Ala
Gly

val
225

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Thr
Gly
Ser

Phe

.50

Ala
Ala
Leu
Ser
Gly
130
Gly
Arg
Cys
Xaa
Glu

210
Ser

Ser
Gln
Gly
35

Ala
Ser
val
Ser
Thr
115
val
Asn
Gly

Val

Xaa

‘195

Leu

Tyr

23
727
PRT

H. sapiens

23
Pro

Glu
20

Leu
Pro
Gln
Ser
Lys
100
Gly
Asn
Pro
His
Lys
180
Xaa

Pro

Leu

Ser
Asp
Pro
Gln
Pro
Arg
85

Thr
Lys
Ala
Gln
Ser
165
Leu
Xaa

Leu

Leu

Ser

Gly

Pro

Ile
Asp
70

Gly
Serxr
Thx
Cys
Pro
150
Ala
Leu
Xaa

Ser

Glu
230

Ser
Ser
Met
Arg
55

Pro
val
Lys
Cys
Ile
135
Leu

Leu

val

Leu
215
Asn

Pro
Glu
Glu
40

val
Asn
Pro
Tyx
Leu
120
Leu
val
His

Glu

Xaa Xaa

200
Ala

Pro

vVal Phe
10

Ala Asp

25

Ser Gln

Asn Leu
Arg Phe
Glu Asp
90

Leu Thr
105

Met Lys
Pro Leu

Asn Ala

Ile Ala
170

Asn Gly

185

Xaa Xaa

Ala Cys

His Gln

Arg
Arg
Phe
Asn
Asp
75

Leu
Asp
Ala
Leu
Gln
155
Ile
Ala
Xaa

Thr

Pro
235

60/97

gtc
val

gat
Asp
235

cag
Gln

atctttccaa ccacatctgce
ttttcactaa mmwmaaaaac

Leu
Gly

Gln

60 -

Axg
Ala
Sexr
val
Gln
140
Cys
Glu
Asn
Xaa
Lys

220
Ala

gag
Glu

cct
Pro
220

gag
Glu

tcc
Ser

Glu
Lys
Gly
45

Axg
Asp
Gly
Glu
Leu
125
Ile
Thr
Lys
val
Xaa
205

Gln

Serxr

cag acg

Gln Thr

205

cga act
Arg Thr

gat ggt
Asp Gly

aac tga
Asn *

Thr Leu
15
Leu Asp
30 .
Glu Asp

Lys Gly
Arg Leu

Leu Pro
95

Tyr Thr
110

Asn Leu
Asp Arg
Asp Asp
Arg Ser

175
His Ala

1380
Xaa Xaa

Trp Asp

Leu Gln

ctg
Leu

cte
Leu

gcc
Ala

Asp
Phe
Argqg.
Thr
Phe
80

Glu
Glu
Lys
Asp
Tyr
160
Leu
Arg
Xaa

val

Ala
240

623

671

719

764

824
884



Thr
Asp
Leu
Ile
Gly
305
Ser
Met
Xaa
Pro-
Gln

385
Cys

Asn

Tyr

Asn

Asp

Leu
Arg
290
Lys
Gly
Gly
Xaa
Asp
370
Ala
Asn
Thr
Ser

Leu

. 450

Xaa
465.
vVal
Ala
Asp
Pro
Glu
545
Leu
Glu
Val

Ser

Leu
625

Pro

Xaa
Pro

Leu

Ser
Serxr
Gln
275
Asn
Ile
Leu
Pro
Xaa
355
Axg
Lys
Leu
Leu
Met
435
Leu
Xaa

Ala

Leu

.rm

Pro
Thr
530
Asp
Glu
Gln
Leu
Glu
610
Gln

Arg

Asp

Glu
515
Gly
Glu
Leu
Leu
Leu
595
Thx
Lys

Lys

Gly

Gln
Ala
260
Ala
Leu
Xaa
Lys
val
340
Xaa
His
Trp
Xaa
Lys
420
Leu
val
Xaa
Pro

Tyr

500

Ala
Pro
Gly
Phe
His
580
Thr
Val
Ala
Lys

Ser
660

Gly
245
Glu
Gly
Gln
Ile
Pro
325
Arg

Xaa

405
Lys

Leu
Gly

Xaa

Ala-

485
Thr

Leu

Asn
Asn
lys

565
Phe

Tyr
Asn
Ile
Gln

645
Pro

Asn
Asn
Ala
Asp
Phe
310
Pro
val
Xaa
Met
Leu
390
Met
Gln
Thr
Gln
Xaa
470
Cys
Trp
val
Ala
Gly
550
Phe
Arg
Ile
Ser
Ser
630

Arg

Asp
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Thr
Ile
Arg
Leu
295
Xaa
Phe
Xaa
Xaa
val
375
Leu
Phe
Ala
Gly
Lys

455
Xaa

val

Leu
Ser
Thr
535
Ala
Thr
Gly
Leu
val
615
val

Ala

Glu

val
Ala
Leu
280
Thr
Arg
Pro
Xaa
Xaa
360
Val
Ile
Ile
Ala
His
440
Trp
Xaa
Cys
Pro
Leu
520
Glu
Gln
Ile
Met
Leu
600
Leu

Gly

Arg

Leu
Leu
265
Cys
Pro
His
Arg
Xaa
345
Xaa
Leu
Pro
Phe
Pro
425
Ile

Lys

Xaa

Ala

Ala
505
Ser
Ser
Tyxr
Gly
val
585
Leu
Thr

Glu

vVal

Trp
665

His Ala Leu Val

250
Val

Pro
Leu
Ile
Lys
330
Xaa
Xaa
Glu
Lys
Thx
410
His
Leu
Phe
Xaa
Gly
490
His
Gln
Val
Arg
Met

570
Leu

Asp
Met
Met

650
Cys

Thr
Thr
Lys
Leu
315
Phe
Xaa
Xaa
Pro
Phe
395
Ala
Leu
Ile
Trp
Phe
475
Ala
Arg
Asp
Gln
Gly
555
Gly
Leu
Met
Ser
Glu
635

Leu

Phe

61/97

Ser
vVal
Leu
300
Ala
Thr
Xaa
Xaa
‘Leu
380

Phe
val

Lys

Leu
Xaa

460

Pro

Gly
His

Txp

Pro
540

Ile

Glu
Leu
Leu
Trp
620

Asn

Thr

Arg

Met
Gln
285
Ala
Ser
Glu
Xaa
Xaa
365
Asn
Len
Ala
Ala
Leu
445
Xaa
Gly
Leu
Leu
Arg
525
Met
Leu
Leu
Leu
1le
605
Serx
Gly

val

val

Met

Tyr
270
Leu
Ala
Gly
Trp
Xaa
350
Xaa
Lys
Asn
Tyr
Glu
430
Gly
Xaa
His
Ala
Gln
510
Pro
Glu
Xaa
Ala
Leu
530
Ala
Ile
Tyr
Gly

Glu
670

Ilc. Ser

255
Asp

Glu
Lys
Lys
Trp
335
Xaa
Xaa
Leu
Phe
His
415
val
Gly
Xaa
Arg
Glu
495
Cys
Glu
Gly
Ala
Phe
575

Ala

Leu
Trp
Trp
Thr

655
Glu

Gly
Asp
Glu
Phe
320
Leu
Xaa
Xaa
Leu
Leu
400
Gln
Gly
Ile

Xaa

val

480 |

Pro
His
Ala
Gln
Ser

560
Gln

Tyr
Xaa
Lys
Trp
640

Lys

val



Ser
Pro

705
Val

1
gaa
Glu
ctg
Leu

cca
Pro

gat
Asp

Trp
Gly
690

Pro

Gln

aAla
675
Ala
Lys

Leu

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

Ser Trp Glu Gln Thr Leu Pro Thr Leu Cys Glu Asp Pro
680
Gly Val Pro Arg Thr Leu Glu Asn Pro Val Leu Ala Ser
700

Glu Asp Glu Asp Gly Ala Ser Glu Glu Asn Tyr Val Pro
720

Leu Gln Ser Asn

725

24

2845
DNA
chicken

Cbs

710

695

(121) ...(2649)
chicken VR1 c¢DNA

<400> 24
ttcctataga acagagggag tttgctgaga ctggactatt
ttgcaatatt tggtgatcgg acggagggac acagaaaact
atg tct tcc att ctt gag aag atg aag aaa ttt
Met Ser Ser Ile Leu Glu Lys Met Lys Lys Phe

gaa
Glu

géa
Glu

tce
Ser
50

tgt
Cys

65 .

cac
His

999
Gly

gaa
Glu

ctg
Leu

aaa
Lys

aaa
Lys

tct
Ser

aca

Thx

35

aaa
Lys

gac

Asp

atg
Met

ctt
Leu

gct
Ala
115

5

gaa gtg
Glu Val
20 .

get gac
Ala Asp

agc aac
Ser Asn

aag gac
Lys Asp

gca cct
Ala Pro
85

cac aag
His Lys
100

ttc aaa
Phe Lys

aca
Thr

aac
Asn

atc
Ile

atg
Met
70

tect
Ser

ctc
Leu

ttt

Phe

gat
Asp

ctc
Leu

ttt
Phe
55

gct

Ala

gtc
val

ctg
Leu

tat
Tyx

gaa
Glu

cag
Gln
40

gca
Ala

cca
Pro

ate
Ile

tca
Ser

gac
Asp
120

cac
His
25

ggt
Gly

aga

Arg

atg
Met

aaa
Lys

aca
Thr
105

cge
Arg

715

10

acg gat
Thr Asp

aca ttc
Thr Phe

cgt gga
Arg Gly

gac tcc
Asp Ser
75

ttt cat
Phe His
90

gac tcc
Asp Ser

aga agg
Axrg Arg

62/97

ctgcagaaga caggatattt
tgaaaggctyg cttgttcatc

685
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ggc agt tct gac
Gly Ser Ser Asp Ile

999
Gly

agc
Ser

cgg
Arg
60

ttt
Phe

gcc
Ala

atc
Ile

atc
Ile

gaa
Glu

aac
Asn
45

tte
Phe

tac
Tyr

aat
Asn

aca
Thxr

ttt
Phe
125

gac
Asp
30

aag

Lys

gtg
Val

cag
Gln

atg
Met

ggc
Gly
110

gat
Asp

15

tca
Ser

gtg
val

atg
Met

atg
Met

gag
Glu
95

tge

Cys

gect
Ala

ata

gca
Ala

cag
Gln

gag
Gly

gat

Asp
80

agg
Arg

tct
Ser

gta
val

60
120
168

216

264

312

360

408

456

504



gcc
Ala

agg
Arg
145

999
Gly

aat
Asn

ctg
Leu

cag
Gln

aaa
Lys
225

gag
Glu

ctg
Leu

ttt
Phe

tecc
Ser

act
Thr
305

atc

Ile

aac
Asn

cga
Arg
130

acc
Thr

aaa
Lys

gat
Asp

aaa
Lys

act
Thr
210

ctc
Leu

ttc
Phe

cce
Pro

ctc
Leu

atg
Met
290

aag

Lys

ctt
Leu

aaa
Lys

ggc
Gly

ttg
Leu

acc
Thr

acc
Thr

gag
Glu
195

gca
Ala

ttg
Leu

ttc
Phe

ctg
Leu

ctt
Leu
275

ggc
Gly

gat
Asp

ggt
Gly

aaa
Lys

agce
Ser

aag
Lys

tgc
Cys

atc
Ile
180

ttt
Phe

ctce
Leu

gtc
Val

agg
Arg

tce
Ser
260

gag
Glu

aat
Asn

aat
Asn

gce
Ala

g99
Gly
340

aca
Thr

cat
His

tta
Leu
165

ccc
Pro

gta
val

cac
His

cag
Gln

aaa
Lys
245

ctg
Leu

aac
Asn

atg
Met

acc
Thr

aaa
Lys
325

ctg
Leu

aag
Lys

ctc
Leu
150

ctg
Leu

ttg
Leu

aat
Asn

att
Ile

aat
Asn
230

atc
Ile

gect
Ala

cece
Pro

gtt
val

aag
Lys
310

ata

Ile

act
Thr
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gat ctg ctg ctc

gac
Asp
135

aca

Tbr

aaa
Lys

ctg
Leu

gca
Ala

gcc
Ala
215

gga

Gly.

aaa
Lys

gcc
Ala

tac

Tyr

ctg
Leu
295

tte

Phe

aat
Asn

cca
Pro

ctg
Leu

gat
Psp

gcc
Ala

ctg
Leu

gaa
Glu
200

att
Ile

gca
Ala

999
Gly

tgc
cys

cag
Gln
280

cat

His

gtt
val

cct
Pro

tta
Leu

gat
Asp

gat
Rsp

atg
Met

gat
Asp
185

tat
Tyr

gag
Glu

gat
Asp

aaa
Lys

acc
Thyx
265

gct
Ala

act
Thr

acg
Thr

atc
Ile

acg
Thr
345

Asp Leu

gaa ttc
Glu Phe
155

ctg aat
Leu Asn
170

att gca
Ile Ala

act gac
Thr Asp

aga agg
Arg Arg

gtt cat
val His
235

cct ggt
Pro Gly
250

aat cag
Asn Gln

gct gac
Ala Asp

ctg gtg
Leu Val

aag atg
Lys Met
315

ctg aag
Leu Lys
330

ttg gca
Leu Ala

63/97

Leu

Y
140

aaa
Lys

cta
Leu

aag
Lys

aac
Asn

aac
Asn
220

gca
Ala

ttte
Phe

cte
Leu

att
Ile

gag
Glu
300

tac

Tyr

ttg
Leu

gcc
Ala

Leu

gaa
Glu

cat
His

aaa
Lys
tat
205
atg

Met

aga
Arg

tat

tgc
Cys

gct
Ala
285

atc

Ile

aat
Asn

gaa
Glu

aaa
Lys

tat
Tyr

cca
Pro

gat
Asp

act
Thr
190

tac

Tyr

tac
Tyr

gca
Ala

ttt
Phe

att
Ile

cta
Leu

gaa
Glu

999
Gly
175

gga
Gly

aaa
Lys

ctyg
Leu

tgt
Cys

gga
Gly
255

gtg
Val

270 -

gct
Ala

gca
Ala

aac
Asn

gaa
Glu

aca
Thr
350

gag
Glu

gat
Asp

ata
Ile

ctc
Leu
335

g99
Gly

aat
Asn

act
Thr
160

aaa
Lys

act
Thr

ggc.
Gly

gta
Val

999
Gly
240

gag
Glu

aaa
Lys

gac
Asp

aat
Asn

ttg
Leu
320

acec

Thr

aag
Lys

552

600

648

696

744

792

840

888

936

984

1032

1080

1128

1176



ata
Ile

tgc
Cys

cat
His
385

tca
Ser

gag
Glu

gac
Asp

att
Ile

' aag
.Lys
. 465

Lttt
Phe

tet
Phe

acg
Thr

ttg
Leu

tat
Tyr
545

999
Gly

aga

370

tca
Ser

gtg
val

atg
Met

cga
Axg

cat
His
450

999
Gly

cga
Arg

ttc
Phe

ctg
Leu

ctec
Leu
530

gtg
val

att
Ile
355

cac

His

tct
Ser

ctt
Leu

ctg
Leu

ttt
Phe
435

atc’
Ile

gac

Asp

gtg

Val

aga
Arg

ata
Ile
515

ctc

Leu

gct
Ala

tte
Phe

ttg
Leu

ctt
Leu

gaa
Glu

ctg’

Leu
420

gtc

vVal

agc
Ser

aag
Lys

act
Thr

999
Gly
500

gtt

Val

ctg
Leu

tcc
Sex

gct
Ala

tct
Ser

tat
Tyx

att
Ile
405

gta
val

aag
Lys

atc
Ile

cct:

Pro
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tac

L o RS
N

agg
Arg

gac
Asp
350

att
Ile

gag
Glu

cac
His

ctec
Leu

ccc

Pro

" 470

gga
Gly
485

ata

Ile

gac
Asp

agc
Ser

atg
Met

gag
Glu

cag
Gln

agt
Ser

tct
Ser

gtc
Val
550

atc

- Ile

aag
Lys
375

ctg
Leu

gcc
Ala

cce
Pro

tta
Leu

acc
Thr
455

tte
Pheé

ata
Ile

tat
TYyr

t:.ac
TYyX

gtg
Val
535

tte
Phe

ctc
Leu
360

tte
Phe

tce
Ser

tac
Tyr

ctt
Leu

ttt
Phe
440

aca
Thr

gect

Ala-

ctg
Leu

ttt
Phe

agt
Ser
520

gtg
Val

tce
Ser

aga
Arg

act
Thr

tgc
Cys

agt
Ser

aac
Asn
425

tac
Tyr

gct
Ala

jod of
Phe

agt
Ser

gtg
Val
505

gaa

Glu

ctg
Leu

ttg
Leu

cga
Arg

gaa
Glu

ata
Ile

agt
Ser
410

agg
Arg

tte
Phe

gce
Ala

ggt
Gly

gta
vVal
490

cag

Gln

gtt
Val

tac
Tyr

get
Ala

gag
Glu

tgg
Trp

gac
Asp
395

gaa
Glu

cta
Leu

aac
Asn

tac
Tyr

cac
His
475

ttg
Leu

agg
Arg

ctt
Leu

tte
Phe

ctg
Leu
555

64/97

atc
Ile

gct
Ala
380

aca
Thr

aca
Thr

ctg
Leu

tte
Phe

tac

Tyr
460

agce
Ser

dgga
Gly

cgc
Axg

ttce
Phe

tgt
Cys
540

ggc
Gly

aaa
Lys
365

tat
Tyr

kgt
Cys

cca
Pro

caa
Gln

tte
Phe
445

aga
Arg

act
Thr

gga
Gly

cca
Pro

ttc
Phe
525

ggc
Gly

tgg
Trp

gat
Asp

gga
Gly

gag
Glu

aat
Asn

gac
Asp
430

gta
val

_cct

Pro

999
Gly

ctg
Leu

tca
Ser
510

gtt
Val

cag
Gln

gct
Ala

cct
Pro

cct
Pro

aaa
Lys

cgt
Arg
415
aag
Lys

tat
Tyx

gtg
val

gaa
Glu
tat
495
ttg

Leu

cac

His

gaa
Glu

aac
Asn

gaa
Glu

gtc
val

aat
Asn
400
cat

His

tag
Trp

gca
Ala

cag
Gln
tat
480
tte

Phe

aag
Lys

tct

Ser

ctg
Leu

atg
Met
560

1224

1272

1320

1368

1416

1464

1512

.1560

1608

1656

1704

1752

1800



cta
Leu

att
Ile

cta
Leu

gat
Asp

agc
Ser
625

_tgc

Cys

aca
Thr

tat

atg .
Met

aaa
Lys
705

aac

Asn

ate
Ile

gaa
Glu

gat
Asp

tac
Tyr

gca
Ala

gta
val

gac
Asp
610

cat
His

ttg
Leu

gag
Glu

gtc
val

gga
Gly
6390

cte
Leu

tgt
Cys

aca
Thx

gty
Val

cct
Pro
770

tac
Tyr

aag
Lys

tte
Phe
595

aat
Asn

acg
Thr

gaa
Glu

aac
Asn

atc
Ile
675

gaa
Glu

cag
Gln

ttg
Leu

cct
Pro

aac
Asn
755

999
Gly

acc

Thr

atg
Met
580

cte
Leu

gag
Glu

aaa
Lys

ctt
Leu
tac
660
ctt

Leu

act
Thr

agg
Arg

agg
Arg

gat
Asp
740

tgg
Txp

tgc
Cys

cgt
Arg
565

atc
Ile

ttg
Leu

g99
Gly

cga
Arg

tte
Phe
645

agg
Arg

acg
Th;

gtg
vVal

cce
Pro

cge
Arg
725

ggc
Gly

tcc
Ser

tct
Ser
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ygc tte
Gly Phe

cta aga
Leu Arg

gga ttt
Gly Phe

cag gac
Gln Asp
* 615

ggc cgc
Gly Arg
630

aag ttc
Lys Phe

ttc aag
Phe Lys

tac atc
Tyr Ile

agc aaa
Ser Lys
695

atc acg
Ile Thr
710

tca ttce
Ser Phe

caa gat
Gln Asp

acg tgg
Thr Trp

ggt gac
Gly Asp
775

cag
Gln

gac
Asp

tcc
Ser
600

aca
Thx

aca
Thx

act
Thx

tct
Ser

cte
Leu
680

att
Ile

atc
Ile

cga
Arg

gaE
Asp

aat
Asn
760

ctc
Leu

cag
Gln

tta
Leu
585

aca

Thr

aat
Asn

tcc
Ser

att
Ile

gtg
val
665
ctg

Leu

gca
Ala

ttg
Leu

tct
Ser

tac
745
aca

Thr

aaa
Lys

atg
Met
570

tgt
Cys

gct
Ala

agc
Ser

tat
Tyr

999
Gly
650

ttt
Phe

ctc
Leu

cag
Gln

gat
Asp

gga
Gly
730

aga

Arg

aat
Asn

cga
Axrg

ggc
Gly

cge
Arg

gtg
val

tct
Ser

aac
Asn
635

atg
Met

gte
val

aat
Asn

gag
Glu

att
Ile
715

aaa

Lys

tgg
Trp

ttg
Leu

aat
Asn

65/97

att
Ile

tte
Phe

gtg
val

gaa
Glu
620

agt
Ser

gga
Gly

atc
Ile

atg
Met

agc
Ser
700

gaa
Glu

aga
Arg

tge
Cys

ggc
Gly

cce
Pro
780

tac
Tyr

atg
Met

act
Thr
605

tat
Tyr

ctg
Leu

gac
Asp

ctt
Leu

ctt
Leu
685

aag
Lys

aac
Asn

gtc
val

ttt
Phe

ata
Ile
765

agt
Ser

tct
Ser

ttt
Phe
590

tta
Leu

gcce
Ala

tat
Tyr

ctg
Leu

ttg
Leu
670

att

Ile

age
Ser

agc
Ser

ttg
Leu

aga
Arg
750

atc
Ile

tac

Ty,

gtc
Val
575

gtc
Val

att
Ile

cga
Arg

tat
Tyr

gag
Glu
655

gtt

val

gca
Ala

atc
Ile

tac

gtg
val
735

gtt
val

aac
Asn

tgt
cys

atg
Met

tat
Tyr

gaa
Glu

tgc
Cys

acc
Thr
640

cte
Phe

cte
Leu

ctg
Leu

tgg
Trp

ttg
Leu
720

gga
Gly

gat

Asp

gaa
Glu

att
Ile

1848

1896

1944

1992

2040

2088

2136

2184

2232

2280

2328

2376

2424

2472



aag
Lys
785

tta

Leu

ate
Ile

gag
Glu

cct
Pro

aga
Arg

aaa
Lys

aca
Thr

ggt
Gly

gat
Asp

tta
Leu

ttg
Leu
835

aga
Arg

gga
Gly

aaa
Lys
820

aag
Lys

gtt
val

agc
Ser
805

ccc
Pro

gaa
Glu

tca
Ser
790

agg
Arg

att
Ile

tcg
Ser
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999
Gly

aga
Arg

ttg
Leu

ctt
Leu

aaa
Lys

gaa
Glu

gaa
Glu

cca
Pro
840

aat
Asn

gaa
Glu

cct
Pro
825

aag
Lys

tgg
Trp

aca
Thr
810

tat

Tyr

tca
Ser

aaa
Lys
795

cca

Pro

tat
TyT

gtc
val

ggttaattct agttgtttgt gttggttctt acaaggagga
taagagcggg gatttatgga aaaaggccaa agaagctagg
tcattaagta tcttgaataa actacttgtt gtttaaaaaa

Met
Glu
Leu
Pro
Asp
65
His
Gly
Glu
Ala
Axg
145
Gly
Asn

Leu

Gln

<210>
<211>
<21l2>
<213>

<400>

Ser
Glu
Glu
Ser
50

Cys
Leu
Lys
Lys
Arg
130
Thr
Lys
Asp
Lys

Thr
210

Ser
Ser
Thr
35

Lys
Asp
Met
Leu
Ala
115
Gly
Leu
Thr

Thr

Glu
188
Ala

25
843
PRT

chicken

25
Ile
Glu
20
Ala
Ser
Lys
Ala
His
100
Phe
Ser
Lys
Cys
Ile
180

Phe

Leu

Leu
Val
Asp
Asn
Asp
Pro
85

Lys
Lys
Thx
His
Leu
165
Pro

val

His

Glu

Thr

Asn
Ile
Met
70

Ser
Leu
Phe
Lys
Leu
150
Leu
Leu

Asn

Ile

Lys
Asp.
Leu
Phe
55

Ala
val
Leu
Tyr
Asp
135
Thr
Lys
Leu

Ala

Ala
215

Met
Glu
Gln
40

Ala
Pro
Ile
Ser
Asp
120
Leu
Asp
Ala
Leu
Glu

200
Ile

Lys

Lys

., 10

His
25

‘Gly

Arg
Met
Lys
Thr
105
Arg
Asp
Asp
Met
Asp

185

Glu

Thr
Thr
Arg
Asp
Phe
90

Asp
Arg
Asp
Glu
Leu
170
Ile

Thr

Arg

Phe
Asp
Phe
Gly
Ser
75

His
Ser
Arg
Leu
Phe
155
Asn
Ala

Asp

Arg

66/97

act ttg gtt cca

Thr Leu

aaa cta
Lys Leu

gag cca
Glu Pro

tgatcttttg tttttaagaa

caattaaaac gcttccttea
aaatgactgt gtgcaaggat

Val

cca
Pro

gag
Glu
830

Pro

gaa
Glu
815

gat
Asp

ctt
..-eu
800

gaa

Glu

tgt
Cys

aaaaaaaaaa aaaaaa

Gly Ser
Gly Glu

Ser Asn
45

Arg Phe

60

Phe Tyr

Ala Asn
Ile Thr

Ile Phe
125

Leu Leu

140

Lys Glu

Leu His
Lys Lys
Asn Tyx

205

Asn Met
220

Ser
Asp
30

Lys

val

Gln

Met
Gly
110
Asp
Tyr
Pro

Asp

Thr
190
Tyr

Tyx

Asp
15

Ser.
val
Met
Met
Glu
95

Cys
Ala
Leu
Glu
Gly
175
Gly

Lys

Leu

Ile

Ala .

Gln
Gly
Asp
80

Arg
Ser
val
Asn
Thr
160
Lys
Thr

Gly

val

2520

2568

2616

2669

2729
2789
2845



Lys
225
Glu
Leu

Phe

Ser
Thx

305
Ile

Ile
Cys
His
385
Ser
Glu
Asp
Ile
Lys
465
Phe
Phe
Thr

Leu

Tyx
545
Leu
Ile
Leu
Asp
Ser

. 625
Cys

Leu
Bhe
Pro
Leu
Met
290
Lys
Leu
Lys

Gly

Leu
Phe
Leu
Leu
275
Gly
Asp
Gly
Lys

Ile

"355

Arg
370
Ser
val
Met
Arg
His
450
Gly
Arg
Phe

Leu

Leu

"530
Val-

Tyr
Ala
Val
Asp
610
His

Leu

His
Ser
Leu
Leu
Phe
435
Ile
Asp
Vval
Arg
Ile
515
Leu
Ala
Tyr
Lys
Phe
585
Asn

Thr

Glu

val
Arg
Ser
260
Glu
Asn
Asn
Ala
Gly
340
Phe
Leu
Leu
Glu
Leu
420
val
Ser
I;ys
Thx
Gly
500
val
Leu
Ser
Thr
Met
580
Leu
Glu

Lys

Leu

Gln
Lys
245
Leu
Asn
Met
Thr
Lys
325
Leu
Ala
Ser
Tyr
Ile
405
val

Lys

‘Ile

Pro

Gly
485

Ile

Asp
Ser
Met
Arg
565
Ile
Leu
Gly

Arg

Phe
645

Asn
230
Ile
Ala
Pro
val
Lys
310
Ile
Thr
Tyr
Axrg
Asp
390
Ile
Glu
His
Leu
Pro
470
Glu
Gln
Ser
Ser
val
550
Gly
Leu
Gly

Gln

Gly
630
Lys
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Gly
Lys
Ala
Tyr
Leu
295
Phe
Asn
Pro
Ile
Lys
375
Leu
Ala
Pro
Leu
Thr
455
Phe
Ile
TYr
Tyr
Val
535
Phe
Phe
Axg
Phe
Asp
615

Arg

Phe

Ala
Gly
Cys
Gln
280
His
val
Pro
Leu
Leu
360
Phe
Ser
Tyr
Leu
Phe
440
Thrx
Ala
Leu
Phe
Ser
520
Val
Ser
Gln
Asp
Ser
600
Thr

Thr

Thr

Asp
Lys
Thr
265
Ala
Thr
Thr
Ile
Thr
345
Arg
Thr
Cys

Ser

Asn

425

Ala

Phe

Ser

Val

505
Glu

Leu

Leu

Gln

Leu
585

Thr

Asn

Ser

Ile

Val
Pro
250
Asn
Ala
Leu
Lys
Leu
330
Leu
Arg
Glu
Ile
Ser
410
Arg
Phe
Ala
Gly
vVal
490
Gln
val
Tyr
Ala
Met
570
Cys

Ala

Sex

Gly
650

His
235
Gly
Gln
Asp
val
Met
315
Lys
Ala
Glu
Trp
Asp

395

Glu

Leu

Asn

His
475
Leu
Axrg
Leu
Phe
Leu
555
Gly
Arg
val
Ser
Asn

635
Met

67/97

Ala
Phe
Leu
Ile
Glu
300
Tyr
Leu
Ala
Ile
Ala
380
Thr
Thr
Leu
Phe
460
Ser
Gly
Arg
Phe
Cys
540
Gly
Ile
Phe
val
Glu
620

Ser

Gly

Arg
Tyr
Cys
Ala
285
Ile
Asn
Glu
Lys
Lys
365
Cys
Pro
Gln
Phe
445
Arg
Thr
Gly
Pro
Phe
525

Gly

Trp

Met

Thr
605

Tyx
Leu

Asp

Ala
Phe
Ile
270
Ala
Ala
Asn
Glu
Thr
350
Asp
Gly
Glu
Asn
Asp
430
val
Pro
Gly
Leu
Ser
‘510
val
Gln
Ala
Ser
Phe
590
Leu
Ala
Tyr

Leu

Cye
Gly
255
val
Glu
Asp
Ile
Leu
335
Gly
Pro
Pro
Lys
Arg

415
Lys

val
Glu
495.
Leu
His
Glu
Asn
val
575
val
Ile
Arg
Tyr

Glu
655

Gly
240
Glu
Lys
Asp
Asn
Leu
320

Thr
Lys

Glu
Val

Asn
400

His

Trp
Ala

Gln

480

Phe

Lys

Ser
Leu
Met

560
Me;t:

Glu

cys

Thr
640
Phe



Thr
Tyr
Met
Lys
705
Ile
Glu
Asp
Lys
785
Leu

Ile

Glu

ttcaagttta cgatcgggah gggcgacctg gagttcactg agaactatga cttcaaggct
gtcttcatca tcctgetget ggectatgta attctcacct acatcectcet getcaacatg

Glu Asn

val Ile
675

Gly Glu

690

Leu Gln

Cys Leu

Thr Pro

Val Asn
755

Pro Gly

770

Pro Gly

Arg Asp

‘Lys Leu

Thr Leu
835

<210>
<211l>
<212>
<213>

<400>

Tyr
660
Leu
Thr
Arg

Axrg

Asp
740
Trp

Cys
Axg
Gly
Lys

820
Lys

26
135
DNA
H.

26

Arg
Thr
Val
Pro
Arxrg
725
Gly
Ser
Ser
val
Ser
805

Pro

Glu

Phe
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Lys

Tyré?ge

Ser
Ile
710
Ser
Gln
Thr
Gly
Ser
790
Axg

Ile

Ser

sapiens

tctatcgete tcatg

tttcaaagtt tcacgatcat atcgggatca tg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
<210>
<211>
<212>

<213>

<220>
<223>

<400>

27
32

DNA

Artificial Sequence

consensus

27

28
35

DNA

Artificial Sequence

consensus

28

Lys
695
Thy
Phe
Asp
Trp
Asp
775
Gly
Arg

Leu

Leu

Ser
Leu
680
Ile
Ile
Arg
Asp
Asn
760
Leu
Lys
Glu

Glu

Pro
840

val
665
Leu
Dla
Leu

Ser

Tyr
745
Thr
Lys
Asn
Glu
Pro

825
Lys

Phe
Leu
Gln
Asp
Gly
730
Arg
Asn
Arg

Trp

Thr
810

Tyr

Ser

Val
Asn
Glu
Ile
715
Lys
Trp
Leu
Asn
Lys
795
Pro

Tyr

Val

68/97

Ile
Met
Ser
700
Glu
Arg
Cys
Gly
Pro
780
Thxr

Lys

Glu

Leu.

Leu
685
Lys
Asn
Val
Phe
Ile
765
Ser
Leu

Leu

Pro

Léu
670
Ile
Ser
Ser
Leu
Arg
750
Ile
Tyr
Val

Pro

Glu
830

val
Ala
Ile
Tyr
val
735
val
Asn
Cys
Pro
Glu

815
Asp

Leu
Leu
Trp
Leu
720
Gly
Asp
Glu
Ile
Leu
800

Glu

Cys

60
120
135

32
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catgatcaga gatcgcgata tgatcagaca tagtt

<210> 29
‘<21l> 135°
<212> DNA
<213> chicken

<400> 29 .
ttcaagttca cgattgggat gggtgacctg gattttcatg aacatgccag attcagatac
tttgtcatgc ttctgctgct gctttttgtg atcctcacct acatcctttt gctcaacatg

cttatagcce ttata

<210> 30
<211> 135S
<212> DNA
<213> chicken

<400> 30
ttcaagttca ctattgggat gggagacctg gagtttacag agaactacag gttcaagtct
gtgtttgtca tccttttggt tctctatgtc atccttacgt acatcctect gcetcaatatg

cttatagecce taatg

<210> 31

<211> 28

<212> DNA

<213> H. sapiens

<400> 31
tatctttcaa tctttcecttte gtgatcta

-

<210> 32

<21ll1l> 17

_ <212> DNA

<213> H. sapiens

<400> 32
aaaaggggga ccagggc

<210> 33

<211> 2544

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<220>

<221> CDS

<222> (14)...(2530)
<223> Human VR1

<400> 33
ggatccagca agg atg aag aaa tgg agc agc aca gac ttg ggg gca gct
Met Lys Lys Trp Ser Ser Thr Asp Leu Gly Ala Ala
1 5 : 10

69/97

35

60
120
135

60
120
135

28

17

49



gcg
Ala

cct
Pro

agc
Ser
45

gtg
vVal

aca
Thxr

ggt
Gly

ace
Thr
aat
125
aag

Lys

ace
Thr

acc
Thr

gag
Glu

gca
Ala
205

ctg
Leu

gac
Asp

aac
Asn
30

cgce
Arg

gat
Asp

gtc
val

gce
Ala

cte
Leu
110

aac
Asn

.aag

Lys

tgt
Cys

atc
Ile

cte
Leu
190

ctg

Leu

gtg
val

ceca
Pro
15

tcc
Ser

acc
Thr

tgc
Cys

agc
Ser

agg
Axrg
95

agg
Arg

tgc
Cys

cac
Hisg

ctg
Leu

ccc
Pro
175

gtc

Val

cac
His

gag
Glu

ctc
Leu

agg
Arxrg

€99
Arg

cct
Pro

cct
Pro
80

ctg
Leu

ctc
Leu

cag
Gln

ctc
Leu

ctg
Leu
160

ctg
Leu

aac
Asn

atc
Ile

aac
Asn

caa
Gln

cca
Pro

ctce
Leu

cac
His
65

gtt
val

ctg
Leu

tat
Tyxr

gat
Asp

aca
Thr
145

aaa
Lys

ctc
Leu

gcc
Ala

gcc
Ala

gga
Gly
225
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aag gac

Lys Asp

cct cca
Dre Pro
35

ttt ggg
Phe Gly
50

gag gaa
Glu Glu

atec acc
Ile Thr

tcec cag
Ser Gln

gat cgc
Asp Arg
115

ctg gag
Leu_Glu
130

gac aac
Asp Asn

gce atg
Ala Met

ctg gag
Leu Glu

agc tac

Ser Tyr
195

atc gag
Ile Glu
210

gca gac
Ala Asp

acc
Thr
20

gcc
Alza

aag
Lys

ggt
Gly

atc
Ile

gac
Asp
100

agg
Axrg

agc
Ser

gag
Glu

ctc'

Leu

atc
Ile
180

acg

Thr

aga
Arg

gtc
vVal

tgc
Cys

aag
Lys

ggt
Gly

gag
Glu

cag
Gln
85

tct
Ser

agt
Ser

ctg
Leu

ttc
Phe

aac
Asn
165

gcg
Ala

gac
Asp

cgc
Arg

cag
Gln

cca
Pro

ccc
Pro

gac
Asp

ctg
Leu
70

agg
Arg

gte
Val

atc
Ile

ctg
Leu

aaa
Lys
150

ctg
Leu

cgg
Arg

agc
Ser

aac
Asn

gct
Ala
230

gac
Asp

cag
Gln

tcg
Ser
55

gac

Asp

ceca
Pro

gecc
Ala

tte

Phe

cte
Leu
135

gac
Asp

cac
His

caa
Gln

tac
Tyx

atg
Met
215

gcg
Ala

70/97

cccC
Pro

ctc
Leu
40

gag
Glu

tcc
Ser

gga
Gly

gee
Ala

gaa
Glu
120

tte
Phe

cct
Pro

gac
Asp

acg
Thr

tac

Tyr
200

gcc

Ala

gce
Ala

ctg
Leu
25

tcc
Ser

gag
Glu

tgc

Cys’

gac
Asp

agce
Ser
105

gce
Ala

ctg
Leu

gag
Glu

gga
Gly

gac
Asp
185

aag

Lys

ctg
Leu

cat
His

gat
Asp

acg
Thr

gct
Ala

ccg
Pro

ggc
Gly
90

ace
Thr

gtt
Val

cag
Gln

aca
Thr

cag
Gln
170

agce

Ser

ggc
Gly

gtg
val

g99
Gly

gga
Gly

gce
Ala

tte
Phe

acc
Thr
75

ccc.

Pro

gag
Glu

gct
Ala

aag
Lys

999
Gly
155

aac
Asn

ctg
Leu

cag
Gln

acce
Thr

gac
Asp
235

gac
Asp

aag
Lys

ceg
Pro
60

ate
Ile

ace
Thr

aag
Lys

cag
Gln

agce
Ser
140

aag
Lys

acc
Thr

aag
Lys

aca
Thr

ctc
Leu
220

ttc
Phe

97

145

193

241

289

337

385

433

481

529

577

625

673

721



ttt
Phe

ctg
Leu

ctg
Leu

ggc
Gly
285

gac
Asp

g9g9
Gly

aag
Lys

gte
val

cac
His
365
teg

Serxr

ctg
Leu

atg
Met

aga
Arg

aag
Lys

tce
Ser

cag
Gln
270

aac
Asn

aac
Asn

gcc
Ala

gga
Gly

ttg
Leu
350

ctg
Leu

ctg
Leu

gag
Glu

cte
Leu

tte
Phe
430

aaa
Lys

ctg
Leu
255

aac
Asn

acg
Thr

acg
Thr

aaa
Lys

atg
Met
335

gee

tcc
Ser

tac

Tyr

gtg
val

ttg
Leu
415

gte
val

ace
Thr
240

gcc
Ala

tce
Ser

gtg
val

aag
Lys

ctyg
Leu
320

acg
Thrx

tat
TYyx

agg
Arg

gac
Asp

ate
Ile
400

gtg
Val

aag
Lys

aaa
Lys

gcg
Ala

tgg
Trp

ctg
Leu

| o8 ol of
Phe
305

cac
His

ccg
Pro

att
Ile

aag-
Lys

ctg
Leu
385

gcc

Ala

gag
Glu

cgce
Arg

999
Gly

tgc
Cys

cag
Gln

cac
His
290

gtg
val

ccg
Pro

ctg
Leu

cte

‘Leu

tte
Phe
370

tcec

Ser

tac

Tyx

ceg
Pro

atc
Ile
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cgg
Arg

acc
Thr

acg
Thr
275

gce
Ala
acg
Thr

acg
Thr

gct
Ala

cag.

Gln
355

acc
Thr

tgc
Cys

agc

Ser-

ctg
Leu

tte
Phe
435

cct
Pro

aac
Asn
260

gcc
Ala

ctg
Leu

age
Sexr

ctg
Leu

ctg
Leu
340

cgg
Arg

gag
Glu

ate
Ile

age
Ser

aac
Asn
420

tac
Tyr

gga
Gly
245

cag

Gln

gac
Asp

gtg
vVal

atg
Met

aag
Lys
325

gca
Ala

gag

Glu

tgg
Trp

gac
Asp

agc
Ser
405

cga

Arg

tte
Phe

tte

tac

tte

Phe 1yr Phe

ctg
Leu

atc
Ile

gag
Glu
tac
310
ctg

Leu

gct
Ala

atce
Ile

gcc
Ala

acc
Thr
390

gag
Glu

cte
Leu

aac
Asn

ggc
Gly

agc
Ser

gtg
val

atc
Ile

gcc
Ala
280

gcce
Ala

295

aat
Asn

gag
Glu

g9g9
Gly

cag
Gln
tac
375
tgce

Cys

acc
Thx

ctg
Leu

tte
Phe

71/97

gag
Glu

gag
Glu

acc
Thr

gag
Gilu
360

999
Gly

gag
Glu

cct
Pro

cag
Gln

ctg
Leu
440

ggct

gaa

ctg

Gly Glu Leu

gtg
Vai
265

agg
Arg

gac
Asp

att
Ile

ctc
Leu

g9g
Gly
345

cece
Pro

ccc
Pro

aag
Lys

aat
Asn

gac
Asp
425

gtc
val

250
aag

Lys

gac
Asp

aac
Asn

ctg
Leu

acc
Thr
330

aag

.Lys

gag
Glu

‘gtg

val

aac
Asn

cgce
Axrg
410

aag

Lys

tac

Tyr

ttc
Phe

tcg
Ser

acg
Thr

atc
Ile
315

aac
Asn

atc
Ile

tgc
Cys

cac
His

tcg
Ser
395

cac

His

tgg
Trp

tge
Cys

cce
Pro

ctg
Leu

gtg
val

gcc
Ala
300

ctg
Leu

aag
Lys

999
Gly

.agqg .

Arg

tcec
Ser
380

gtg
Val

gac
Asp

gac
Asp

ctg
Leu

769

817

865

913

961

1009

1057

1105

1153

1201

1249

1297

1345



tac
Tyr
445

ttg
Leu

gga
Gly

att
1le

gac
Asp

gcc
Ala
525

atg
Met

cge
Arg

atc
Ile

ttc
Phe

gac
" Asp
605

tgc

Cys

gag
Glu

aac
Asn

atg
Met

cct
Pro

gag
Glu

cag
Gln

agc
Ser
510

acc
Thr

gta
Val

ggt
Gly

ctg
Leu

999
Gly
590

ktec-

Ser

agg
Arg

ctg
Leu

tat
Tyr

atc
Ile

cce
Pro

atc
Ile

tat

Tyr
495

tac

Tyxr

gtg
val

ttc
Phe

ttc
Phe

atc
Ile

ttt
Phe

ctg
Leu
480

tte
Phe

agt
Ser

gtg
val

tecc
Ser

cag’

Gln

" 560

aga
Arg
575

ttt
Phe

ctg
Leu

cccC
Pro

tte
Phe

gac
Asp
655

gac
Asp

tce
Ser

ccg
Pro

cce
Pro

aag
Lys
640

tte
Phe

tte
Phe

aag
Lys
465

tet
Ser

ctyg
Leu

gag
Glu

ctg
Leu

ctg
Leu
545

cag
Gln

ctg
Leu

aca
Thr

tct
Ser

gat
Asp
625

ttc

Phe

aag
Lys

ace
Thr
450

atg
Met

gtg
vVal

cag
Gln

atg
Met

tac
TYX
530

gce
Ala

atg
Met

tgc
Cys

gcg
Ala

gag
Glu
610

agc

Ser

acc
Thx

get
Ala
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atg
Met

gaa
G}u

tta
Leu

agg
Arg

ctt
Leu
515

tte
Phe

ttg
Leu

ggc
Gly

cgt
Arg

gtg
val
595

tce

Ser

tce
Ser

atce
Ile

gtc
val

gct
Ala

aaa
Lys

gga
Gly

cg9g
Arg
500

tte

Phe

age
Ser

ggce
Gly

atc
Ile

ttc
Phe

580

gtg
val

acg
Thr

tac

Tyr

ggc
Gly

tte
Phe
660

gcc
Ala

act
Thr

gga
Gly
485

ccg
Pro

ttt
Phe

cac
His

.tgg

Trp

tat
Tyx
565

atg
Met

acg
Thr

tcg
Ser

aac
Asn

atg
Met
645

atc
Ile

tac

Tyrx-

gga
Gly
470

gte
vVal

tcg
Ser

ctg
Leu

cte
Leu

acc
Thr
550

gcc
Ala

ttt
Phe

ctg
Leu

cac
His

agc
Ser
630

ggc
Gly

atc
Ile

‘ac
Tyr
455

gac
Asp

tac
TYr

atg
Met

cag
Gln

aag
Lys
535

aac
Asn

gtc
val

gtc
val

att
Ile

agg
Arg
615

ctg

Leu

gac
Asp

ctg
Leu

72/97

agg
Arg

tat
Tyx

tte
Phe

aag
Lys

tca
Ser
520

gag
Glu

atg
Met

atg
Met

tac

Tyr

gaa
Glu
600

tgg
Trp

tac

Tyr

ctg
Leu

ctg
Leu

ccc gtg gat

Pro

tte
Phe

[l ol of
Phe

acc
Thr
505

ctg
Leu

tat
Tyr

ctc
Leu

ata
Ile

gte
val
585

gac
Asp

cgg
Arg

tce
Ser

gag
Glu

ctg
Leu
665

val

cga
Arg

tte
Phe
490

ctg
Leu

tte
Phe

gtg
val

tac
Tyr

gag
Glu
570

gte
val

ggg9
Gly

gg99
Gly

acc
Thr

tte
Phe
650

gce
Ala

Asp

gtt
vVal
475

cga

Arxg

tee
Phe

atg
Met

gct
Ala
tac
555
aag

Lys

tte
Phe

aag
Lys

cct
Pro

tgc
Cys
635

act
Thr

tat
Tyx

ggc
Gly

200

act
Thr

999
Gly

gtg
Val

ctg
Leu

tce
Ser
540

acc
Thr

atg

Met .

ttg
Leu

aat
Asn

gcc
Ala
620

ctg

Leu

gag
Glu

gta
Val

1393

1441

1489

1537

1585

1633

1681

1729

1777

1825

1873

1921

1969

2017



att
Ile

gag
Glu
685

cag

Gln

atg
Met

cct
Pro

aac
Asn

ggc
Gly
765

agce
Ser

tta
Leu

gtt
Val

gtc
val

1

orn
Lea
670

act
Thr

aga

Arg

agg
Arg

gat
Asp

tgg
Trp
750

aac
Asn

aga
Arg

aga
Arg

tat
Tyx

tte
Phe
830

acc
Thr

gtc
val

gcce
Ala

aag
Lys

ggc
Gly
735

acc

Thr

tgt
Cys

gte,
val

gag
Glu

ctg
Leu
815

aag

Lys

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>
Met Lys Lys

tac
Tyr

aac
Asn

atc
Ile

gcc
Ala
720

aag
Lys

acc
Thr

gag
Glu

tca
Ser

gca
Ala
800

cga
Arg

agt
Sex

34
839
PRT

atc
Ile

aag
Lys

acc
Thr
705

tte
Phe

gac
Asp

tag
Trp

gge
Gly

ggc
Gly
785

agt

Ser

cag
Gln

cct
Pro

ctc
Leu

atc
Ile
690

atc

Ile

cge
Arg

gac
Asp

aac
Asn

gtc
val
770

aga

Arg

gct
Ala

tte
Phe

gcc
Ala
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ctg
Leu
675

gca

Ala

ctg
Leu

‘tca
Serxr

tac
Tyr

acc

Thr
755

aag
Lys

cac
His

cga
Arg

b

tca
Serx

gct
Ala
835

Homo sapiens

34

ctc
Leu

ceqg
Gln

gac
Asp

ggc
Gly

cgg
Arg
740

aac
Asn

cgec
Arg

tgg
Trp

gat
Asp

999
Gly
820

tce
Ser

aac
Asn

gag
Glu

acg
Thr

aag
Lys
725

tgg
Txp

gtg
val

acc
Thr

aag
Lys

agg
Arg
805

tct
Ser

g99
Gly

atg ctc
Met Leu

agc aag
Ser Lys
695

gag aag
Glu Lys
710

ctg ctg
Leu Leu

tgc tte
Cys Phe

ggc atc
Gly Ile

ctg agc
Leu Ser
775

aac ttt
Asn Phe
790

cag tct

Gln Ser

ctg aag
Leu Lys

gag aag
Glu Lys

atc
Ile
680

aac
Asn

age
Ser

cag
Gln

agg
Arg

ate
Ile
760

ttc
Phe

gec
Ala

gct
Ala

cca
Pro

gcc ctc atg

Ala

ttc
Phe

gtg
val

gtg
Val
745

aac
Asn

tcc
Ser

ctg
Leu

cag
Gln

gag
Glu
825

Leu

tgg
Trp

ctt
Leu

g99
Gly

P

730

gac
Asp

gaa
Glu

ctg
Leu

gte

val-

cce
Pro
810

gac
Asp

Met

aag
Lys

aag
Lys
715

tac
Tyr

gag
Glu

gac
Asp

cgg
Arg

ccc
Pro
795

gag
Glu

gct
Ala

tgaaagccga attc

ggt
Gly

ctg
Leu
700

tgc
Cys

aca
Thr

gtg
Val

ccg
Pro

tca
Ser
780

ctt

Leu

gaa
Glu

gag
Glu

Trp Sexr Ser Thr Asp Leu Gly Ala Ala Ala Asp Pro Leu

S

10

73/97

15

2065

2113

2161

2209

2257

2305

2353

2401

2449

2497

2544



Gln
Pro
Leu

His
65
Val

Leu

Tyr

Thr
145
Lys

Leu

Ala

Gly
225
Lys
Ala
Trp

Leu

Phe
305
His

Pro.

Ile
Lys
Leu
385
Ala
Glu

Arg

Lys
Pro
Phe
50

Glu
Ile
Ser
Asp
Leu
130
Asp
Ala
Leu
Ser
Ile
210

Ala

Gly

Cys.

Gln

His

290

val

Pro

Leu

Leu

Phe

370
Ser

Pro

Ile

Asp
Pro
35
Gly
Glu
Thr
Gln
Arg
115
Glu
Asn
Met
Glu
Tyr
195
Glu
Asp
Arg
Thr
Thr
275
Ala
Thr
Thr
Ala
Gln
355
Thr
Cys
Ser

Leu

Phe
435

Thr
20
Ala
Lys
Gly
Ile
Asp
100
Arg
Ser
Glu
Leu
Ile
180
Thr
Arg
val
Pro
Asn
260
Ala
Leu
Serx
Leu
Leu
340
Arg
Glu
Ile

Ser

Asn
420

Tyr

Cys
Lys
Gly
Glu
Gln
85

Ser
Ser
Leu
Phe
Asn
165
Ala
Asp
Arg
Gln

Gly
245

Gln

Asp
val
Met
Lys
325
Ala
Glu
TP
Asp
Serxr
405

Arg

Phe
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Pro Asp Pro

Pro
Asp
Leu
70

Arg
val
Ile
Leu
Lys
150
Leu
Arg
Ser
Asn
Ala
230
Phe
Leu
Ile
Glu
Tyr
310
Leu
Ala
Ile
Ala
Thr
350
Glu

Leu

Asn

ein
Ser
55
Asp
Pro
Ala
Phe
Leu
135
Asp
His
Gln
Tyr
Met

215
Ala

Gly
Ser
val
295
Asn
Glu
Gly

Gln

Tyr
375
Cys
Thr

Leu

Phe

Leu
40

Glu
Ser
Gly
Ala
Glu
120
Phe
Pro
Asp

Thr

Tyr
200
Ala
Ala
Phe
Ile
Ala
280
Ala
Glu
Glu
Thr
Glu
360
Gly
Glu
Pro

Gln

Leu
440

Leu Asp Gly Asp Pro Asn Ser

25
Ser

Glu
Cys
Asp
Ser
105
Ala
Leu
Glu
Gly
Asp
185
Lys
Leu
His
Gly
val
265
Arg
Asp
Ile
Leu
Gly
345
Pro
Pro
Lys
Asn
Asp

425
val

Thr
Ala
Pro
Gly
90

Thr
Val
Gln
Thr
Gln
170
Ser
Gly

val

Gly

Ala

Phe

Lys

Pro

" 60

Thr
75

Pro
Glu
Ala
Lyé
Gly
155
Asn
Leu
Gln

Thr

Asp

- 235

Glu
250
Lys
Asp
Asn
Leu
Thx
330
Lys
Glu
Val
Asn
Arg
410
Lys

Tyr

Leu
Phe
Ser
Thr
Ile
315
Asn
Ile
Cys
His
Ser
395
His
Trp

Cys

74/97

Ile
Thr
Lys
Gln
Ser
140
Lys
Thr
Lys
Thr
Leu
220
Phe
Pro
Leu
Vai
Ala
300
Leu
Lys
Gly
Axrg
Ser
380
val
Asp

Asp

Leu

Ser
45
Val
Thr
Gly
Thr
Asn
125
Lys
Thr
Thr
Glu
Ala
205
Leu
Phe
Leu
Leu
Gly
285
Asp
Gly
Lys
val
His
365
Ser
Leu
Met

Arg

Tyr
445

30
Arg

Asp
Val
Ala
Leu
110
Asn
Lys
Cys
Ile
Leu
190
Leu
val
Lys
Ser
Gln
270
Asn
Asn
Ala
Gly
Leu
350
Leu
Leu
Glu
Leu
Phe

430
Met

Thr

Cys

Ser
Arg
95

Arg
Cys
His
Leu
Pro
175
Val
His
Glu
Lys
Leu
255
Asn
Thr
Thr
Lys
Met
335
Ala
Ser
Tyr

Val

Leu
415

Val

Ile

Arg
Arg
Pro
Pro
80
Leu
Leu
Gln
Leu
Leu
160
Leu
Asn
Ile
Asn
Thr
240
Ala
Sér
val
Lys
Leu

320
Thr

Axrg
Asp
Ile
400
val
Lys

Ile



Phe
Lys
465
Ser
Leu
Glu
Leu
Leu
545
Gln
Leu
Thr
Sér
Asp
625
Phe

Lys

Ile

Lys’

Thr
705
Phe
Asp
Trp
Gly
Gly
785
Ser

Gln

Pro

Thr

1450

Met
Val
Gln
Met
Tyx
530
Ala

Met

Cys

Ala

Glu
610
Ser
Thr
Ala
Leu
Ile
690
Jle
Arg
Asp
Asn
vVal
770
Arg
Ala

Phe

Ala

Met
Glu
Leu
Arg
Leu
515
Phe
Leu
Gly
Axrg
Val
595
Ser
Ser
Ile
val
Leu
675

Ala

Leu

Ser

Tyr
Thr
755
Lys
His
Arg

Ser

Ala
835

Ala
Lys
Gly
Arg
500
Phe
Ser
Gly
1le
Phe
580

val

Thr

Gly
Phe
660
Leu
Gln
Asp
Gly
Arg
740
Asn
Arg
Txrp
Asp
Gly

820
Ser

<210> 35
<211l> 2380
<212> DNA
<213> Homo sapiens

Ala
Thr
Gly
485
Pro
Phe
His
Trp
TYY
565
Met
Thr
Ser
Asn
Met
645
Ile
Asn
Glu
Thr
Lys
725
Trp
Val
Thr
Lys
Arg

805
Ser

Gly

Tyr
Gly
470
val
Ser
Leu
Leu
Thr
550
Ala
Phe
Leu
His
Ser
630
Gly
Ile

Met

Ser
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Tyr
455
Ksp
Tyr
Met
Gln
Lys
535
Asn
val
val
Ile
Arg
615
Leu
Asp
Leu

Leu

‘Lys

. 695

Glu
710
Leu
Cys
Gly
Leu
Asn
790
Gln

Leu

Glu

Lys

Leu

Phe

Ile

Ser.

775
Phe

Ser
Lys

Lys

Arg
Tyr
Phe
Lys
Ser
520
Glu
Met
Met
Tyr
Glu
600
Trp
Tyr
Leu
Leu
Ile
680
Asn
Ser
Gln
Arg
Ile
760
Phe
Ala

Ala

Pro

Pro
Phe
Phe
Thr
505
Leu
Tyr
Leu
Ile
val
585
Asp
Arg
Ser
Glu
Leu
665
Ala
Ile
Phe
Val
val
745
Asn
Ser
Leu

Gln

Glu
825

val
Arg
Phe
490
Leu
Phe
val
Tyr
Glu
570
V;l
Gly
Gly
Thr
Phe
650
Ala
Leu
Trp
Leu
Gly
730
Asp
Glu
Leu
Val
Pro

810
Asp

Asp Gly Leu

val
475
Arg
Phe

Met

Ala

Tyr
555
Lys
Phe
Lys
Pro
Cys

635
Thr

Met
Lys
Lys
715
Tyr
Glu
Asp
Arg
Pro
795
Glu

Ala

75/97

460
.ar

Gly
val
Leu
Ser
540
Thr
Met
Leu
Asn
Ala
620
Leu
Glu
val
Gly
Leu
700
Cys
Thr
val
Pro
Ser
780
Leu

Glu

Glu

Gly
Ile
Asp

Ala

525°

Met
Arg
Ile
Phe
Asp
605
Cys
Glu
Asn
Ile
Glu
685
Gln
Met
Pro
Asn
Gly
765
Ser
Leu

val

val

Pro
Glu
Gln
Ser
510
Thr
val
Gly
Leu
Gly
590
Ser

Arg

Leu

Leu
670
Thx
Axrg
Arg
Asp
Trp
750
Asn
Axg
Arg
Tyr

Phe
830

Pro
Ile
Tyxr
495
Tyr
val
Phe
Phe
Arg
575

Phe

Leu
Pro
Phe
Asp

655
Thr
Vval.
Ala
Lys
Gly
735

Thr
Cys

val

Glu
Leu

815
Lys

Phe
Leu
480
Phe
Ser
val
Ser
Gln
560
Asp
Serxr
Pro
Pro
Lys

640
Phe

Asn
Ile
Ala
720
Lys
Thr
Glu
Ser
Ala
800
Arg

Ser
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<220>

<221> CDS .-
<222> (19)...(231s,
<223> Human VR2
<400> 35

cagcctecte ctcctagg

ttg
Leu

gga
Gly

cag
Gln

tac

Tyx
60

cga
Arg

gect

Ala

tcg
Ser

gtg
val

cag
Gln
140

tge

Cys

gag
Glu

gag
Glu

aag
Lys

ggc
Gly
45

cga
Arg

gat

Asp

gga
Gly

gaa
Glu

ctg
Leu
125

atc

Ile

aca
Thr

aag
Lys

aca
Thr

ctg
Leu

- 30

gag
Glu

aag
Lys

cgg
Arg

ctt
Leu

tac

Tyr
110

aac

Asn

gac
Asp

gat
Asp

agg
Arg_

tta
Leu
is

gat
Asp

gac
Asp

gga
Gly

cte
Leu

cca
Pro
95

aca
Thr

ctt
Leu

agg
Arg

gac
Asp

agt
Ser
175

gat
Asp

ttt
Phe

€99
Axrg

aca
Thxr

ttce
Phe
80

gag
Glu

gag
Glu

aag
Lys

gac
Asp

tat
Tyr

160.

ctg
Leu

atg
Met
1

gga
Gly

g99
Gly

aaa
Lys

ggt
Gly
65

aat
Asn

tac
Tyr

ggc
Gly

gac
Asp

tct
Ser
145

tac

Tyx

cag
Gln

acc
Thr

ggc
Gly

age
Ser

ttc
Phe
50

gece

Ala

gcg
Ala

ctyg

Leu

tce
Ser

gga
Gly
130

ggc
Gly

cga
Arg

tgt
Cys

tca
Ser

caa
Gln

999
Gly
35

gcc
Ala

agt
Ser

gtc
val

agc-

Ser

aca
Thr
115

gtc
val

aat
Asn

gge
Gly

gtg
val

ccce
Pro

gaa
Glu
20

ctg
Leu

cct
Pro

cag
Gln

tcec
Ser

aag
Lys
100

ggt
Gly

aat
Asn

cct
Pro

cac
His

aag
Lys
180

tcc
Ser

gat
Asp

cct
Pro

cag
Gln

‘ccg

Pro

cgg
Axg

. 85

acc
Thr

aaé
Lys

gce
Ala

cag
Gln

age
Ser
165

cte
Leu

agc
Ser

ggc
Gly

cecc
Pro

ata
Ile

gat
Asp
70

ggt
Gly

agc
Ser

acg
Thr

tgc
Cys

ccc
Pro
150

gct

Ala

ctg
Leu

76/97

tet
Ser

tct
Ser

atg
Met

aga
Arg
55

cca
Pro

gte
val

aag
Lys

tge
Cys

att
Ile
135

ctg

Leu

ctg
Leu

gtg
val

cca
Pro

gag
Glu

gag
Glu
40

gtc
val

aac
Asn

ccc
Pro

tac

Tyr

ctg
Leu
120

ctg

Leu

gta
val

cac
His

gag
Glu

gtt
val

gcg
Ala
25

tca
Ser

aac
Asn

cga
Arg

gag
Glu

ctc
Leu
105

atg
Met

cca
Pro

aat
Asn

atc
Ile

aat
Asn
185

tte
Phe
10

gac
Asp

cag
Gln

ctc
Leu

ttt
Phe

gat
Asp
90

acc
Thx

aag
Lys

ctg
Leu

gce
Ala

gce
Ala
170

g99
Gly

agg
Arg

aga
Arg

ttc
Phe

aac
Asn

gac
Asp
75

ctg

Leu

gac
Asp

gct

ceg
Leu

cag
Gln
155

att
Ile

gcc
Ala

51

99

147

195

243

291

3398

387

435

483

531

579



aat
Asn

act
Thr

aag
Lys
220

gecc
Ala

cta
Leu

age
Ser

gtg
val

ctg
Leu
300

cgg
Arg

tgc
Cys

agc.

Ser

agc
Ser

ctg
-Leu
380

ctg
Leu

gtg
val

tgc
Cys
205

cag
Gln

agc
Ser

gtg
val

atg
Met

cag
Gln
285

gcc

Ala

gag
Glu

tat

tgt
Cys

ccg
Pro
365

cag

Gln

tgt
Cys

cat
His
190

Lttt
Phe

tgg
Trp

ctyg
Leu

atg
Met

tat

Tyr
270

ctt
Leu

gcc
Ala

ttt
Phe

gg99
Gly

gag
Glu
350

cac

His

gcg
Ala

aat
Asn

gcc
Ala

tat
Tyr

gat
Asp

cag
Gln

atc
Ile
255

gat
ASp

gag
Glu

aag
Lys

tca
Ser

cct
Pro
338

gag
Glu

cga
Axrg

aaa
Lys

ctyg
Leu

cgg
Arg

tte
Phe

gtg
val

gcc
Ala
240

tcg
Ser

999
Gly

gﬁc
Asp

gag
Glu

gga
Gly
320

‘gtc

val

aac
Asn

cac
His

tgg
Trp

atc
Ile
400

gcc
Ala

ggt
Gly

gta
val
225

act
Thxr

gac
Asp

ctc
Leu

atc
Ile

290

ggc
Gly
3058

ctg
Leu

cgg
Arg

tca
Serxr

cga
Arg

gat
Asp
385

tac
Tyr
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tgc
Cys

gag
Glu

210

agc
Ser

gac
Asp

aac
Asn

cte
Leu

cgc
Arg

aag
Lys

agc
Ser

gtg
val

gtg
val

atg
Met
370

ctg

Leu

atg
Met

ggc

cgc tte ttc cag aag ggc

Gly Arg Phe

185

cta
Leu

tac
Tyxr

tce
Ser

tca
Ser

caa
Gln
275

aac.

Asn

ate
Ile

cac
His

tecg
Ser

ctg
Leu
355

gtc
vVal

ctc
Leu

tte
Phe

ccc
Pro

cte
Leu

cag
Gln

gct
Ala
260

gct
Ala

ctg
Leu

gag
Glu

ctt
Leu

ctg
Leu
340

gag
Glu

gtt
val

atc
Ile

atc
Ile

cte
Leu

ctg
Leu

ggc
Gly
245

gag
Glu

999
Gly

cag
Gln

att
Ile

tcc
Ser
325

tat
Tyr

atc
Ile

ttg
Leu

ccce
Pro

tte
Phe
405

Phe

tct
Sexr

gag
Glu
230

aac
Asn

aac
Asn

gec
Ala

gat
Asp

tte
Phe
310

cga
Axrg

gac
Asp

att
Ile

gag
Glu

aag
Lys
3390

acce
Thx

77/97

Gln

ttg
Leu
215

aac
Asn

aca
Thr

att
Ile

cgc
Arg

ctc
Leu
295

agg
Arg

aag
Lys

ctg
Leu

gecc
Ala

cce
Pro
375

tte

Phe

gct
Ala

Lys Gly
200

gce get
Ala Ala

cca cac
Pro His

gte ctg
Val Leu

gca ctg
Ala Leu
265

ctc tgc
Leu Cys
280

acg cct
Thxr Pro

cac atc
His Ile

ttc acc
Phe Thr

gect tct
Ala Ser
345

ttt cat
Phe His
360

ctg aac

Leu Asn

ttc tta
Phe Leu

gtt gcc
val Ala

caa
Gln

tgc
Cys

cag:

Gln

cat
His
2590

gtg
val

cct
Pro

ctg
Leu

ctg
Leu

gag
Glu
330
gtg
val

tge
Cys

aaa
Lys

aac
Asn

tac
Tyr
410

999
Gly

acc
Thr

cce
Pro
235

gcc
Ala

ace
Thr

acc
Thr

aag
Lys

cag

‘Gln-

315

tgg
Txp

gac
Asp

aag
Lys

ctg
Leu

ttc
Phe
395

cat
His

627

675

723

771

819

867

915

963

1011

1059

1107

1155

1203

1251



cag
Gln

gga
Gly

atc
Ile

tte
Phe
460

tte

Phe

atc
Ile

ctg
Leu

.agt
Ser

525"

ctg
Leu
540

ctyg

Leu

aca
Thx

gce
Ala

ace
Thr

cct
Pro

aac
Asn

tac

Tyr
445

atc
Ile

cag
Gln

gag
Glu

aac
Asn

gtc
Val

atc
Ile

agc
Ser

gag
Glu

cag
Gln

atc
1le
605

acc
Thr

tce
Ser
430

cte
Leu

tgg
Trp

gcce
Ala

tgg
Trp

ctg
Leu
510

atg
Met

tac

Tyr

cag
Gln

tca
Ser

tac

Pyr

590

ggc
Gly

ctg
Leu
415

atg

Met

cte
Leu

atce
Ile

ctg
Leu

tac
Tyr
495
ctt

Leu

atc

Ile

tta
Leu

gag
Glu

gtg
val
575

agg
Arg

atg
Met

aag
Lys

ctyg
Leu

gtg
val

tcg
Ser

ct_c
Leu
480

ctg
Leu

tac
Tyr

cag
Gln

gtc
val

gct
Ala
560

cag

Gln

ggt
Gly

ggc
Gly

aag
Lys

cTy
Leu

ggc
Gly

ttc
Phe
465

aca
Thr

ccc
Pro

tat
Tyr

aag
Lys

tte
Phe
545

tgg
Trp

cce
Pro

atc
Ile

gag
Glu
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cag
Gln

acg
Thr

cag
Gln
450

ata

Ile

gtg
Val

ctg
Leu

aca,

Thx

gtc
Val
530

ctt
Leu

cgce
Arg

atg
Met

ctg
Leu

ctg
Leu
610

gcc
Ala

ggc
Gly
435

ctg
Leu

gac
Asp

gtg
Val

ctt
Leu

cgt
Arg
515

atc,

Ile

ttc
Phe

ccc
Pro

gag
Glu

gaa
Glu
595

gcc
Ala

gcc
Ala

423

cac
His

tgg
Trp

agc
Ser

tcc
Ser

gtg
val
500

ggc
Gly

ctg
Leu

ggc
Gly

gaa
Glu

gga
Gly
580

gce

Ala

ttce
Phe

cct
Pro

ate
Ile

tac
Tyr

tac
Tyr

cag
Gln
485

tct
Ser

tte
Phe

cgg
Arg

tte
Phe

gct
Ala
565

cag

Gln

tce
Ser

cag
Gln

cac
His

ctc
Leu

tte
Phe

ttt
Phe
470

gtg
val

gcg
Ala

cag
Gln

gac
Asp

gct
Ala
550

cct

Pro

gag
Glu

ttg
Leu

gag
Glu

78/97

ctg
Leu

atc
Ile

tgg
Trp
455

gaa
Glu

ctg
Leu

ctg
Leu

cac
His

ctg
Leu
535

gta
vVal

aca
Thr

gac
Asp

gag
Glu

cag
Gln
615

aaa
Lys

ctyg
Leu
440

cgg
Arg

atc
Ile

tgt
Cys

gtg
Val

aca
Thr
520

ctg
Leu

gce
Ala

ggc
Gly

gag
Glu

ctc
Leu
600

ctg
Leu

gcg
Ala
425

cta
Leu

cgce
Arg

ctce
Leu

ttc
Phe

ctg
Leu
505

ggc
Gly

cgc
Arg

ctg
Leu

cece
Pro

ggc
Gly
585

tte
Phe

cac
His

gag
Glu

999
Gly

cac
His

tte
Phe

ctg
Leu
4390

ggc
Gly

atc
Ile

ttc
Phe

gtg
val

aat
Asn
S70

aac

Asn

aaa
Lys

tte
Phe

gtt

vl

999
Gly

gtg
val

ctg
Leu
475

gcc

Ala

tgg
Trp

tac
Tyr
ctt
Leu

agc
Ser

555 .

gce
Ala

999
Gly

tte
Phe

cgc
Arg

1299

1347

1395

1443

1491

1539

1587

1635

1683

1731

1779

1827

1875



ggc atg gtg
Gly ¥~+ Val

620

ctg ctg ctc
Leu Leu Leu

gtc gcc act
vVal Ala Thr

gtc ctg gag
Val Leu Glu
670

gca ggt gtg
Ala Gly Val
685

gag cgc tgg
Glu Arg Trp
700

cag acg ctg
Gln Thr Leu

cga act ctc
Arg Thr Leu

gat ggt gcc
Asp Gly Ala
750
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ctg ctg ctg ctg ctg
Leu Leu Leu Leu Leu
) 625

aac atg ctc atc gcc
Asn Met Leu Ile Ala
640

gac agc tgg agce atc
Asp.Ser Trp Ser Ile
655

atg gag aat ggc tat
Met Glu Asn Gly Tyr
675

atg ctg acc gtt ggc
Met Leu Thr Val Gly
690

tgec ttec agg gtg gag
Cys Phe Arg Val Glu
705

cct acg ctg tgt gag
Pro Thr Leu Cys Glu
720

gag aac cct gtc ctg
Glu Asn pPro Vval Leu
735 o

tct gag gaa aac tat
Ser Glu Glu Asn Tyr
755

gce
Ala

ctce
Leu

tgg
Trp
660

tgg
Trp

act
Thr

gag
Glu

gac
Asp
gct
Ala

© 740

gtg
vVal

tac gtg
Tyr Val
630

atg agc
Met Ser
645

aag ctg
Lys Leu

tgg tgc
Trp Cys

aag cca
Lys Pro

gtg aac
Val Asn
710

ccg tca
Pro Ser
725

tce cct

Ser Pro

cece gtc
Pro Val

ctyg
Leu

gag
Glu

cag
Gln

agg
Arg

gat
Asp
695

tgg
Trp

999
Gly

ccce
Pro

cag-

Gln

ctc
Leu

acc
Thr

aaa
Lys

aag
Lys
680

ggc
Gly

gct
Ala

gca
Ala

aag
Lys

cte
Leu
760

aac tga tggcccagat gcagcaggag gccagaggac agagcagagg

Asn *

ccacatctge tggctct

'<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Met Thr Ser
1

Gly Gly Gln

Gly Ser Gly
35

36

764

PRT

Homo sapiens

36

Pro Ser Ser Ser Pro Val Phe Arg Leu Glu

5

10

Glu Asp Gly Ser Glu Ala Asp Arg Gly Lys

20

25

acc
Thr

gtc
val

gcc
Ala
665

aag
Lys

agc
Ser

tca
Ser

ggt
Gly

gag
Glu
745

ctc
Leu

tac atc

Tyr Ile
635

aac agt

Asn Ser

650

atc tct
Ile Ser

cag cgg
Gln Arg

cce gat
Pro Asp

tgg gag
Trp Glu
715

gte cct
val Pro
730

gat gag
Asp Glu

cag tcc
Gln Ser

atctttccaa

Thr

Leu
30

Leu Asp
15
Asp Phe

Leu Pro Pro Met Glu Ser Gln Phe Gln Gly Glu Asp Arg

40

79/97

45

1823

1971

201s

20867

2115

2163

2211

2259

2307

2363

2380



Lys
Gly
65

Asn

Gly
‘Asp

Ser
145

Tyr
Gln
Ala
Gly
Val

225
Thr

Leu

Ile

Gly:

305
Leu

Asp
385
Tyr

Lys
Leu
Gly

Phe
465

Phe
50
Ala
Ala
Leu
Ser
Gly
130
Gly
Arg
Ccys
Cys
Glu
210
Serxr
Asp
Asn
Leu
Arg
290
Lys
Ser
Val
val
Met
370
Leu
Met
Gln
Thr
Gln

450
Ile

Ala
Ser
val
Ser
Thr
115
val
Asn
Gly
val
Gly

195
Leu

Tyr
Serxr
Sey
Gln
275
Asn
Ile
His
Ser
Leu
355
Val
Leu
Phe

Ala

Gly
435
Leu

Asp

Pro
Gln
Ser
Lys
100
Gly
Asn
Pro
His
Lys
180
Axg
Pro
Leu
Gln
Ala
260
Ala
Leu
Glu
Leu
Leu
340
Glu
val
Ile
Ile
Ala
420
His
Trp

Ser

Gln
Pro
Arg
85

Thr
Lys
Ala
Gln
Ser
165
Leu
Phe
Leu
Leu
Gly
245
Glu
Gly
Gin
Ile

Serxr
325

Tyr
Ile
Leu
Pro
Phe
405

Pro

Ile

Tyr
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Ile Arg
55

Asp ¥ro

70

Gly Vval

Ser LYs
Thr Cys

Cys Ile
135

Pro Leu

150

Ala Leu

Leu Val
Phe Gln

Ser Leu
215

Glu.Asn

230

Asn Thr

Asn Ile

Ala Arg

Asp Leu
. 295

Phe Arg

310

Arg Lys

Asp Leu
Ile Ala

Glu Pro
375

Lys Phe

330

Thr Ala

His Leu
Leu Ile
Phe Trp

455

Phe Glu
470

val

Tyx
Leu
120
Leu
val
His
Glu
Lys
200
Ala
Pro
val
Ala
Leu

280
Thr

‘His

Phe
Ala
Phe
360
Leu
Phe
val
Lys
Leu
440

Arg

Ile

Asn
Arg
Glu
Leu
105
Met
Pro
Asn
Ile
Asn
185
Gly
Ala
His
Leu

Leu
265
Cys
Pro
Ile
Thr
Ser
345
His
Asn
Leu
Ala
Ala
425
Leu

Arg

Leu

Leu
Phe
Asp
90

Thr
Lys
Leu
Ala
Ala
170
Gly
Gln
Cys
Gln
His
250
val
Pro
Leu
Leu
Glu
330
Val
Cys
Lys

Asn

Tyr
410
Glu
Gly

His

Phe

Asn
Asp
75
Leu
Asp
Ala
Leu
Gln
155
lle
Ala
Gly
Thr
Pro
235
Ala
Thr
Thr
Lys
Gln
315
Trp
Asp
Lys
Len
Phe
385
His
Val
Gly

val

Leu
475

80/97

Tyr
60
Arg
Ala
Ser
vVal
Gln
140
Cys
Glu
Asn
Thr
Lys
220
Ala
Leu
Ser
Val
Leu
300
Arg
Cys
Ser
Ser
Leu
380
Leu
Gln
Gly
Ile
Phe

460
Phe

Arg
Asp
Gly
Clu
Leu
125
Ile
Thr
Lys
Val
Cys
205
Gln
Ser
val
Met
Gln
285
Ala
Glu
Tyr
Cys
Pro
365
Gln
Cys

Pro

Asn

Tyr
445
Ile

Gln

Lys
Arg
Leu
Tyr
110
Asn
Asp
Asp
Arg
His

190
Phe

Trp
Leu

Met

Tyrx
270
Leu
Ala
Phg
Gly
Glu
350
His
Ala
Asn
Thr
Ser
430
Leu

Trp

Ala

Gly
Leu
Pro
95
Thr
Leu
Arg
Asp
Ser
175
Ala
Tyr
Asp
Gln
Ile
255
Asp
Glu
Lys
Ser
Pro
335
Glu
Arg
Lys
Leu
Leu
415
Met
Leu

Ile

Leu

Thr
Phe
80
Glu
Glu
Lys
Asp
160
Leu
Arg
Phe
val
Ala
240
Ser
Gly
Asp
Glu
Gly
320
val
Asn
His
Txrp
Ile
400
Lys
Leu
val

Ser

Leu
480



Thr
Pro
Tyr
Lys

Phe
545
Trp

Pro
Ile
Glu
Leu

625
Leu

Trp
Asn
Thr
Arg
Leu
Pro

Glu

val val
Leu Leu

Thr Arg
515

val Ile

530

Leu Phe

Arg Pro
Met Glu

Leu Glu
595

Leu Ala

610

Leu Leu

Ile Ala
Ser Ile
Gly Tyr

675

val Gly
6390

‘val Glu
705

Cys Glu
Val Leu

Asn Tyr
755

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

DE 699 10 538 T2 2004.06.24

Ser Gln Val Leu
485

Vval Ser Ala Leu

500

Gly Phe Gln His

Leu Arg Asp Leu
‘535

Gly Phe Ala Val

550
Glu Ala Pro Thr
565

Gly Gln Glu Asp

580

Ala Ser Leu Glu

Phe Gln Glu Gln
615

Ala Tyr Val Leu

.630
Leu Met Ser Glu
645

Trp Lys Leu Gln

660

Trp Trp Cys Arg

Thx Lys Pro Asp
695
Glu val Asn Trp

710 .-

Asp Pro Ser Gly
725

Ala Ser Pro Pro

740

Val Pro Val Gln
37

21

DNA

Homo sapiens

37

ggcgacectgg agttcactga g

<210>
<211l>
<212>
<213>

<400>

38

21

DNA

Homo sapiens

38

gagcaggagg atgtaggtga g

<210>
<211>

39
226

Cys
Val
Thr
520
Leu
Ala
Gly
Glu
Leu
600
Leu
Leu
Thr
Lys
Lys
680

Gly

Ala

Ala

Lys

Leu
760

Phe
Leu
505
Gly
Arg
Leu
Pro
Gly
585%
Phe
His
Thr
val
Ala
665

Lys

Ser

Ser.

ely

Glu
745
Leu

Leu Ala Ile

4350
Gly

Ile
Phe
vVal
Asn
570
Asn
Lys
Phe
Tyr
Asn
650
Ile
Gln
Pro
TrXp
Vval
730

Asp

Gln

)
Trp

Tyr
Leu
Ser
§55
Ala
Gly
Phe
Arg
Ile
635
Ser
Ser
Arg
Asp
Glu
715
Pro

Glu

Ser

81/97

Leu
éer
Leu
540
Leu
Thr
Ala
Thr
Gly
620
Leu
val
val
Ala
Glu
700
Gln

Axg

Asp

Glu
Asn
Val
525
Ile
Ser
Glu
Gln
Ile
605
Met
Leu
Ala
Leu
Gly
685
Axrg
Thr

Thr

Gly

Trp
Leu

510
Met

Tyr
Gln
Ser
Tyr
590
Gly
Val
Leu
Thr
Glu

670
Val

Trp
Leu
Leu

Ala
750

Tyr
495
Leu
Ile
Leu
Glu
val
575
Arg
Met
Leu
Asn
Asp
655
Met
Met
Cys
Pro
Glu

735
Ser

Leu
Tyr
Gln
Val
Ala
560
Gln
Gly
Gly
Leu
Met
640
Ser
Glu
Leu
Phe
Thr
720

Asn

Glu

21

21



<212> DNA
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<213> Homo sapiens

<400> 39
ctgcagcttc cagatgttct
ggcgatgagc atgttgagca
gatgaagaca gccttgaagt
gaacttgaac agctccaggc

<210> 40

<211> 226
<212> DNA
<213> R. rattus

<400> 40

gagaatgttg tcggacataa
gctggacctc aagtgactct
gatacactaa gagtggatgt
gcagttgttc taacgtgttc

<210> 41

<211> 145
<212> DNA
<213>

<400> 41
aagacctcag cgtcetcetgg
gggctgagca nactgectat
gttcttccag tgtctgceccectg

<210> 42

<211> 144
<212> DNA
<213>

<400> 42

tgctctceetg
ggaggatgta
catagttctc
aggtggagta

ggtgtacaga
tgatgctgaa
aggaagacga
tctcgttett

Homo sapiens

cttcagagac
ctcgagcact
aaact

Homo sapiens

tgcgatcttg
ggtgagaatt
agtgaactcc
caggctgttg

cctcgacaag
gttccgacag
gttgtacgag
gtagaccttce

cctgnaaaac
tgcctetcett

ttgacagtet cacccatgag
acataggcca gcagcaggat
aggtcgccca tgeccgatggt
taggag

ttcaagtggt agccgtaccc
aagtagtagg acaatgaccg
taacgagagt acccactctg
gacgtc

tgtcgcagat aaacttcctce
aaaaggggga ccagggcaaa

tcaaagtceg tctgtgacct tcttgaaacg ggaccagggg gaaaattctce tccgttcang
agctntatcc gtcagacgag tcgggctcct tcaaatagac gctgtcaaaa gtcccagaga

ttteggtete ctgcgactec

<210> 43

<211l> 219
<212> DNA
<213>

<400> 43
ccecactccaa aaggacacct
tccagecaag ccccagcetct
ctcggaggag gcectttcecgg
gaccatcaca gtcagcectg

<210> 44
<211> 219
<212> DNA

<213> R. rattus

agaa

Homo sapiens

gcccagacce cctggatgga gaccctaact ccaggccacc
ccacggccaa gagccgcacc cggctctttg ggaagggtga
tggattgeccc tecacgaggaa ggtgagctgg actcctgecc

ttatcaccat

ccagaggcec

82/97

60
120
180
226

60
120
180
226

60
120
145

60
120
144

60
120
180
219
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<400> 44
cccacceccaa gagaactcect gcctggaccc tccagac§ga gaccctaact gcaagccace 60
tccagtcaag ccccacatct tcactaccag gagtcgtac A cggectttttg ggaagggtge 120
ctcggaggag gcoct.tcccc tggactgcecc ttatgaggaa ggcgggctgg cttcectgeed 180
tatcatcact gtcagctctg ttctaactat ccagaggcc ’ 219

<210> 45

<211> 91

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 45 ~
Met Lys Lys Trp Ser Ser Thr Asp Leu Gly Ala Ala Ala Asp Pro Leu

Gln Lys Asp Thr Cys Pro Asp Pro Leu Asp Gly Asp Pro Asn Ser Arg
20 25 30
Pro Pro Pro Ala Lys Pro Gln Leu Ser Thr Ala Lys Ser Arg Thr Arg
3s 40 45
Leu Phe Gly Lys Gly Asp Ser Glu Glu Ala Phe Pro Val Asp Cys Pro
50 55 60
His Glu Glu Gly Glu Leu Asp Ser Cys Pro Thr Ile Thr Val Ser Pro
65 70 75 80

val Ile Thr Ile Gln Arg Pro Arg Xaa Arxrg Pro
85 ’ 90

<210> 46

<211> 91

<212> PRT
<213> R. Trattus

<400> 46
Met Glu Gln Arg Ala Ser Leu Asp Ser Glu Glu Ser Glu Ser Pro Pro
1 5 10 15
Gln Glu Asn Ser Cys Leu Asp Pro Pro Asp Arg Asp Pro Asn Cys Lys
20 25 30 .
Pro Pro Pro Val Lys Pro His Ile Phe Thr Thr Arg Sexr Arg Thx Axrg
35 40 45
Leu Phe Gly Lys Gly Asp Ser Glu Glu Ala Ser Pro Leu Asp Cys Pro
50 - 55 60
Tyr Glu Glu Gly Gly Leu Ala Ser Cys Pro Ile Ile Thr Val Ser Ser
65 70 ' ' 75 80
Val Leu Thr Ile Gln Arg Pro Gly Asp Gly Pro
85 90

<210> 47

<211> 24

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 47
agaaatggag cagcacagac ttgg 24

<210> 48

<211l> 23
<212> DNA
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<213> Homo sapiens

<400> 48
tcacttctcc ccggaagcgg cag —_— . y 23

Patentanspriiche

1. Isoliertes Capsaicinrezeptor-Polypeptid, worin das Polypeptid ein VR2-Untertyp ist, der zumindest
90%ige Sequenzahnlichkeit mit Seq.-ID Nr. 36 aufweist.

2. Isolierteres Capsaicinrezeptor-Polypeptid nach Anspruch 1, das zumindest 95%ige Sequenzahnlichkeit
mit Seq.-ID Nr. 36 aufweist.

3. Isoliertes Human-Capsaicinrezeptor-Polypeptid nach Anspruch 1, das Seq.-ID Nr. 36 umfasst.

4. |solierte Polynucleotidsequenz, die fiir ein Capsaicinrezeptor-Polypeptid nach einem der Anspriiche 1
bis 3 kodiert.

5. Isolierte Polynucleotidsequenz nach Anspruch 4, die Seq.-ID Nr. 35 umfasst.
6. Rekombinanter Expressionsvektor, der eine Polynucleotidsequenz nach Anspruch 4 oder 5 umfasst.

7. Rekombinante Wirtszelle, die eine Polynucleotidsequenz nach Anspruch 4 oder 5 oder einen Vektor
nach Anspruch 6 enthalt.

8. Verfahren zur Herstellung eines Capsaicinrezeptor-Polypeptids hach einem der Anspriiche 1 bis 3, wo-
bei das Verfahren die folgenden Schritte umfasst:
a) das Kultivieren einer rekombinanten Wirtszelle, die eine fiir Capsaicinrezeptor-Polypeptid kodierende Poly-
nucleotidsequenz nach Anspruch 4 oder 5 enthalt, unter Bedingungen, die fir die Expression des Polypeptids
geeignet sind; und
b) das Gewinnen des Polypeptids aus der Wirtszellenkultur.

9. Isolierter Antikdrper, der spezifisch ein Capsaicinrezeptor-Polypeptid nach einem der Anspriche 1 bis 3
bindet.

10. Verfahren zum ldentifizieren von Verbindungen, die ein Capsaicinrezeptor-Polypeptid nhach einem der
Anspriiche 1 bis 3 binden, wobei das Verfahren folgende Schritte umfasst:
das In-Kontakt-Bringen des Capsaicinrezeptor-Polypeptids mit einer Testverbindung; und
das Detektieren von spezifischer Bindung der Testverbindung an das Capsaicinrezeptor-Polypeptid.

11. Verfahren nach Anspruch 10, worin das Detektieren durch Detektieren einer Verdnderung der intrazel-
luldren Calciumkonzentration in der Capsaicinrezeptor exprimierenden Wirtszelle erfolgt.

12. Verfahren zum Screenen bezlglich biologischer Wirkstoffe, welche die Capsaicinrezeptor-Funktion
modulieren, wobei das Verfahren Folgendes umfasst:
das Kombinieren eines Kandidatenmittels mit einem Beliebigen von:
(a) einem Saugetier-Capsaicinrezeptor-Polypeptid nach einem der Anspriiche 1 bis 3;
b) einer Zelle, die eine Nucleinsdure enthalt, die fir ein Saugetier-Capsaicinrezeptor-Polypeptid nach einem
der Anspriiche 1 bis 3 kodiert; oder
(c) einem nicht-menschlichen transgenen Tier-Modell fiir die Funktion eines Capsaicinrezeptor-Gens, das fir
ein Polynucleotid nach Anspruch 4 oder 5 kodiert, umfassend eines von:
(i) einem Knockout des Capsaicinrezeptorgens;
(i) einer exogenen und stabil Gbertragenen Saugetier-Capsaicinrezeptor-Gen-Sequenz; oder
(iii) einer Capsaicinrezeptor-Promotorsequenz, die mit einem Reportergen operabel verbunden ist; und
das Bestimmen der Wirkung des Mittels auf die Capsaicinrezeptor-Funktion.

13. Pharmazeutische Zusammensetzung, die ein im Wesentlichen gereinigtes Capsaicinrezeptor-Poly-
peptid hach einem der Anspriche 1 bis 3 und einen geeigneten pharmazeutischen Trager umfasst.

14. Nicht-menschliches transgenes Tiermodell fur Capsaicinrezeptorgen-Funktion, worin das transgene
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Tier dadurch gekennzeichnet ist, dass es in Bezug auf ein normales Tier derselben Spezies eine Veranderung
der Capsaicinrezeptor-Funktion aufweist, fiir die ein Polynucleotid nach einem der Anspriiche 4 bis 5 kodiert.

Es folgen 12 Blatt Zeichnungen
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