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DESCRIPCION

Redes que contienen proteinas citosélicas accesorias inmovilizadas sobre una superficie y procedimientos asocia-
dos.

La presente invencidn se refiere a ciertas matrices de proteinas y a su uso en procedimientos de seleccion.

Una multitud de procesos de sefializacién celular y homeostaticos estdn mediados por proteinas transmembrana
tales como canales de iones, receptores y transportadores. Todas estas clases de proteinas se conectan con proteinas
de sefializacion, reguladoras, de andamiaje y adaptadoras a través de interacciones proteina-proteina que implican
dominios citoplasmaéticos.

Los canales de iones, los receptores de unién a membrana tales como receptores acoplados a proteina G y muchos
transportadores de la superficie de la célula estin comprendidos de complejos de subunidades de proteinas, que estdn
constituidos por montajes homomeéricos o heteroméricos de subunidades (denominados en este documento proteinas
accesorias) sobre la cara citoplasmatica de la membrana. La capacidad de estos grupos de proteinas para formar com-
plejos de un modo combinatorio proporciona un mecanismo para la expresion especifica de tejidos de complejos de
proteina transmembrana con las propiedades biofisicas requeridas o la sensibilidad moduladora. Los determinantes de
las interacciones de subunidades estdn localizdndose cada vez mds para definir dominios dentro de estas estructuras de
subunidades. El entendimiento de las interacciones de estos dominios ayudara en la aclaracién del montaje de protei-
nas de membrana en sistemas nativos e identificard proteinas moduladoras importantes para la funcién de la proteina
dentro de una célula. Ademas, la sabiduria percibida dentro de estos campos de investigacién reconoce que perturbar
la interaccidn entre las subunidades citoplasmaticas accesorias y la parte unida a la membrana de una proteina trans-
membrana, una vez se ha identificado, podria representar un tejido sumamente selectivo y por tanto una ruta especifica
para regular la actividad de la molécula unida a la membrana. De ahi que los inhibidores ex6genos de interacciones
de proteinas accesorias y por tanto el montaje de subunidades o proteinas moduladoras puedan proporcionar dianas
terapéuticas novedosas especificas para tejidos.

Los canales de potasio (Kv) dependientes del voltaje y los canales de calcio (Ca®*) se reconocen como importantes
dianas terapéuticas en muchos trastornos que incluyen aquellos del SNC, corazén, pulmones y vejiga. Ambos tipos de
canales tienen una subunidad « principal sensible al voltaje formadora de poros. Los canales Kv requieren el montaje
de cuatro subunidades « similares, conteniendo cada una seis segmentos transmembrana, mientras que los canales de
calcio tienen una tnica subunidad @ con 24 segmentos transmembrana, empaquetados en cuatro “pseudosubunidades”
de seis segmentos transmembrana [1]. Tanto los canales Kv como los Ca** ensamblan con subunidades g citoplasma-
ticas estructuralmente similares mediante dominios bien definidos dentro de la subunidad «. Estos pueden afectar la
dependencia de canales en diversas medidas y puede alterar espectacularmente la eficiencia de expresion de la superfi-
cie de subunidades @ mediante mecanismos que pueden parecerse a o imitar la interacciéon de proteinas de membrana
con chaperonas moleculares auténticas [2]. Hasta la fecha se han identificado seis subunidades 8 para cada uno de los
dos tipos de canales. Se ha determinado la capacidad de las subunidades 3 de los canales de Ca®" para ensamblarse
con las seis subunidades « [3], pero las interacciones de las subunidades 8 del canal Kv con las aproximadamente
veinte subunidades «@ estd peor establecida y todavia no se conoce en detalle que las combinaciones de las subunidades
By «a son de verdad biolégicamente relevantes ya que los procedimientos de andlisis actualmente disponibles son
relativamente primitivos (véase mdas adelante).

Los receptores, en particular los receptores acoplados a proteina G, se reconocen como un grupo extremadamente
importante de proteinas de la superficie de la célula y realizan una amplia variedad de funciones en muchos sistemas
[4]. Estas 7-12 proteinas transmembrana estdn agrupadas en tres familias, A, B y C, dentro de las que hay muchos sub-
tipos. Cada GPCR interactia con al menos una proteina G en su cara citoplasmadtica, aunque la naturaleza e identidad
de estas interacciones se entiende escasamente y es actualmente imposible de predecir a partir de la bioinformatica.
Las proteinas G, ademds de complejarse con GPCR, también interactian con subunidades de canales de K* y Ca>* de
un modo especifico con resultados sorprendentes [5].

Las proteinas en la superficie de las células que permiten la entrada de moléculas voluminosas representan una
tercera clase de proteinas de membrana, los transportadores, que se complejan con multiples subunidades de proteinas
citosdlicas con el fin de funcionar, pero de nuevo aqui la naturaleza e identidad de estas interacciones estd escasamente
caracterizada en la actualidad debido a limitaciones en las metodologias de andlisis actuales.

Las nuevas metodologias que permiten la caracterizacion in vitro sumamente paralela, que incluye la determina-
cioén de pardmetros de unién de equilibrio y cinéticos, de interacciones de unién de subunidades de proteinas entre
diversos componentes de subunidades supuestas serd tremendamente til en este campo, particularmente si también
permiten la evaluacién de la capacidad de compuestos potencialmente terapéuticos para modular tales interaccio-
nes. Los procedimientos actuales para estudiar estas interacciones se basan en engorrosas técnicas basadas en células
tales como andlisis electrofisiolégico, o sistemas de unién in vitro de bajo rendimiento tales como ensayos de in-
teraccion de protefnas (“pull-down”)/inmunoprecipitacién. En comparacion, la presente invencién describe una pro-
cedimiento basado en matrices en el que la unién in vitro de dominios funcionales solubles de proteinas unidas a
membranas, tales como canales de iones, receptores de la superficie de la célula y transportadores, a matrices de
proteinas accesorias citoplasmadticas inmovilizadas puede caracterizarse en detalle. La invencidn permite determinar
la afinidad y especificidad de unién de la interaccién proteina-proteina que va a determinarse y también permite
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explorar las acciones de inhibidores/competidores de la interaccién que van a explorarse en un sistema sumamente
paralelo.

Se ha usado el sistema de dos hibridos en levadura para detectar interacciones entre, por ejemplo, dominios de
proteinas de canales de iones. Esta aproximacion ha sido razonablemente util para identificar dominios de unién y
para determinar el efecto de sustituciones de aminodcidos en la interaccién. Sin embargo, este procedimiento no
puede proporcionar informacidn cuantitativa sobre las afinidades de unién y no puede tratar el potencial de sustancias
exdgenas para modular las interacciones. Alternativamente se han usado los sistemas basados en células, por ejemplo
electrofisiologia de células completas seguida por expresion de subunidades en oocitos de Xenopus o lineas celulares de
mamiferos, para estudiar el montaje de canales de iones. Esta aproximacién es técnicamente dificil, intrinsecamente
lleva mucho tiempo y proporciona informacién limitada sobre los acontecimientos de unién actuales debido a la
medicién de efectos posteriores, es decir, corrientes de células completas.

Se han usado procedimientos bioquimicos para aislar componentes individuales de montajes de canales de iones en
sistemas nativos y recombinantes. Se han usado experimentos de co-inmunoprecipitacién y purificacién por afinidad
de subunidades de canales para identificar componentes de complejos de canales de iones. Sin embargo, ningtn pro-
cedimiento proporciona informacién detallada sobre afinidades de unién o es adecuado para seleccionar moduladores
potenciales de interacciones de subunidades. En el caso de los canales de Ca?*, los fragmentos de una subunidad «
particular se han inmovilizado sobre perlas de agarosa como fusiones a GST y la unién de las subunidades 3 traducidas
in vitro se usé para definir mds detenidamente la region especifica de la subunidad « implicada en la interaccién [6].
En este estudio no se dispuso de informacién detallada sobre afinidades de unién y no esta claro que la subunidad alfa
se plegara correctamente en este estudio.

La unién por superposicién de proteinas examina las interacciones de unién directamente entre un péptido solu-
ble/proteina y una proteina diana inmovilizada sobre un soporte de membrana [7]. Durante este procedimiento, las
proteinas se disocian inicialmente y se separan mediante SDS-PAGE vy se transfieren a un filtro de nitrocelulosa como
para inmunotransferencia de Western. Sin embargo, la etapa desnaturalizante implicita en este procedimiento sugiere
que las protefnas ensayadas en esta técnica no pueden ser funcionales (es decir, plegarse) y por tanto biolégicamente
activas. Puede intentarse volver a naturalizar la proteina antes que se investigue la unién de una proteina marcada
soluble; sin embargo, el porcentaje de éxito en este caso en escaso.

Se ha investigado la identificacion de interacciones nativas entre proteinas de membrana y proteinas accesorias, y
los dominios de unién implicados, usando diversos procedimientos basados en células. Por ejemplo, las combinaciones
nativas de subtipos de canales Kv a y 8 dentro de un complejo se han probado usando co-purificacion con anticuerpos o
toxinas especificas para subtipos [9, 10]. Los experimentos de dos hibridos en levadura se han usado ampliamente para
identificar dominios de interaccién proteina-proteina y, por ejemplo, se usaron para identificar la regiéon del dominio
T1 N-terminal de canales Kv que interactia con las subunidades  citoplasmadticas [11]. Se ha investigado la capacidad
de las proteinas para interactuar en una célula modelo usando técnicas de expresion recombinante. Ejemplos incluyen
co-expresion de canales de iones dependientes del voltaje y caracterizacién funcional usando electrofisiologia [3, 11,
12], y la expresién de GPCR quiméricos y mutantes [revisado en 13, 14]. La sabiduria percibida derivada de tales
experimentos es que las subunidades « y S forman un complejo estable en la ER que no se disocia posteriormente.

Se han estudiado las interacciones de unién entre dominios de proteinas de membrana y los dominios de otras
subunidades o sus componentes citoplasmadticos, tras la expresién separada, usando ensayos de interaccién de pro-
tefnas sobre una base uno a uno. De esta forma se han examinado los dominios de tetramerizacién de subunidades
transmembrana de canales de K* [15]. Se han examinado los dominios intracelulares de canales de Ca®* que se unen
a subunidades S [6] o proteinas SNARE [16], 1a unién de GPCR 5-HT),, a arrestinas [17] y la unién del transportador
CFTR que se une a la proteina adaptadora AP-2 [18] inmovilizando el dominio de la proteina de membrana sobre per-
las. Alternativamente, la proteina Homer citoplasmaética se ha inmovilizado sobre perlas para mostrar la interaccién
con receptores de glutamato metabotrépico expresado en un lisado de células [19]. Los experimentos de reticulacién
se han realizado entre CFTR y AP-2 en placas de microtitulacién [18], pero en este caso no se inmovilizaron las
proteinas. Los experimentos de superposicion de proteinas permiten que se identifiquen simultdneamente varias inter-
acciones de union. Esta técnica se usé para mostrar la unién de INAD de Drosophila marcada a canales de Ca** TRP
inmovilizados [20]. Esta técnica permite que varias proteinas se fraccionen en diferentes carriles de un gel de SDS-
PAGE y luego se inmovilicen sobre un filtro de nitrocelulosa que va a probarse para la unién.

La naturaleza de las técnicas descritas anteriormente significa que el andlisis de proteinas normalmente implica o la
coexpresion del componente de interaccidn potencial, o implica la desnaturalizacién de uno o mds de los componentes
potenciales, antes del ensayo de unién. Siempre son de bajo rendimiento y no dan informacién detallada sobre la espe-
cificidad o afinidad de unién y generalmente no son compatibles con estudios de inhibidores de moléculas pequefias.
Para superar tales problemas, los inventores han ideado una matriz de proteinas accesorias separadas, y en gran medi-
da, funcionales, que no se co-expresaron originalmente con los componentes de proteinas de membrana. Una matriz
tal permite, por primera vez, la determinacion cuantitativa de interacciones de un modo sumamente paralelo.

Por tanto, en un primer aspecto, la invencién proporciona una matriz que comprende una superficie que tiene
unida a la misma al menos una proteina accesoria citosdlica libre de sus componentes de proteinas de membrana u
otras subunidades con las que estd normalmente complejada. Preferentemente, las proteinas accesorias citosdlicas son
proteinas accesorias citosdlicas de proteinas de membrana que son miembros de una familia de proteinas de membrana
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homélogas. En una realizacidn, la familia de proteinas de membrana homdlogas se selecciona del grupo constituido
por canales de iones, receptores acoplados a proteina G y proteinas transportadoras transmembrana.

Las proteinas accesorias sobre la matriz pueden ser miembros de una familia de proteinas accesorias homdlogas,
por ejemplo subunidades de canales de iones (por ejemplo, subunidades ), proteinas que interactian con receptores
(por ejemplo, proteinas G, arrestinas y cinasas de receptores de proteina G) o proteinas accesorias para transportadores
(por ejemplo proteinas que interactian con proteinas transportadoras). Particularmente, se prevén matrices en las que
las proteinas accesorias son subunidades 3 de canales de K*, subunidades § de canales de Ca", subtipos de proteinas
G, por ejemplo, Ga, GB/y o proteinas accesorias para transportadores. Ejemplos incluyen subunidades 8 de Kv de
canal, por ejemplo 5 1.1, 1.2, 1.3, 2.1, 2.2, 3.1, 3.2, 4, subunidades S de canales de calcio, por ejemplo, Sla, S1b, Slc,
B2a, B2b, B2c, B3a, B3b, B4, familias de proteinas G, por ejemplo la familia G, (@, y @), familia G, familia G; («,,
@i -Qins, @,), familia Gi_, familia Gy (@q, @11, @1, @15, Q16, @12, @13) 'y familia sensorial de G, (Qi—rod, Xeus) Y familia
By (vis Y1, V2, V3 €tC.), 0 proteinas accesorias para proteinas transportadoras (por ejemplo proteinas transportadoras de
seratonina y glicina).

El nimero de proteinas unido a las matrices de la invencién se determinard, al menos hasta un cierto punto,
mediante el nimero proteinas que se producen naturalmente o que son de suficiente interés experimental comercial
o clinico. Una matriz que lleva una o dos proteinas seria de utilidad para el investigador. Sin embargo, en la préictica
y con el fin de aprovecharse de la idoneidad de tales matrices para ensayos de alto rendimiento, se prevé que de 1 a
10000, 1 a 1000, 1 a 500, 1 a 400, 1 a300, 1 a200,1a100,1a75, 1a50,1a25,1a100 1 a5 de tales proteinas
estdn presentes sobre una matriz.

En un segundo aspecto, la invencién proporciona un procedimiento para determinar qué proteinas accesorias cito-
sOlicas interactdan con una proteina de membrana dada o viceversa, comprendiendo dicho procedimiento las etapas
de:

(i) proporcionar una matriz de proteinas accesorias citosélicas candidatas libres de sus componentes de proteinas
de membrana u otras subunidades con las que estdn normalmente complejadas de una o mds familias de proteinas
accesorias citosolicas de interés;

(ii) poner en contacto la matriz con fragmentos citosélicos de dicha proteina de membrana y/o fragmentos citosé-
licos de otros miembros de familias de proteinas de membrana relacionados; y

(iii) detectar e identificar los componentes que interactian.

En un tercer aspecto, la invencion proporciona un procedimiento para seleccionar compuestos o péptidos o protei-
nas para determinar la capacidad para interactuar selectivamente con una proteina accesoria citosdlica, comprendiendo
dicho procedimiento las etapas de:

(i) proporcionar una matriz de proteinas accesorias citosdlicas libres de sus componentes de proteinas de membrana
u otras subunidades con las que estdn normalmente complejadas de una o mas familias de proteinas citosélicas de
interés;

(ii) poner en contacto la matriz con compuestos o péptidos o proteinas; y

(iii) identificar los componentes que interactdan.

Este procedimiento comprende opcionalmente la etapa adicional (iv) de cuantificar la interaccién de los compo-
nentes que interactdan.

También se proporciona un procedimiento para seleccionar compuestos o péptidos o proteinas para determinar
la capacidad para modular selectivamente la interaccién entre una proteina accesoria citosdlica y una proteina de
membrana, comprendiendo dicho procedimiento las etapas de

(i) proporcionar una matriz de proteinas accesorias citosdlicas libres de sus componentes de proteinas de membrana
u otras subunidades con las que estdn normalmente complejadas de una o més familias de proteinas de interés;

(ii) poner en contacto la matriz con compuestos o péptidos o proteinas y con una o mds proteinas de membrana o
fragmentos citosé6licos de las mismas de interés, o simultdneamente o sucesivamente; y

(iii) determinar si dicha interaccién estd modulada por la presencia de dichos compuestos o péptidos o proteinas.

Este procedimiento comprende opcionalmente la etapa adicional (iv) de cuantificar el grado de modulacién de la
interaccion.

La invencién también proporciona el uso de una matriz de proteinas accesorias citosélicas de la invencién para
medir la actividad catalitica relativa de diferentes miembros de una familia de proteinas accesorias.
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La invencion también proporciona el uso de una matriz de proteinas accesorias citosélicas de la invenciéon como
una superficie de afinidad sobre la que seleccionar anticuerpos de una biblioteca de anticuerpos ligados a fenotipos-
genotipos (por ejemplo anticuerpos de expresion en fagos).

La invencién también proporciona el uso de una matriz de proteinas accesorias citosélicas de la invencién para
determinar el efecto de modificaciones post-translacionales en las interacciones de proteinas accesorias con proteinas
de membrana y/o las propiedades de dichas proteinas de membrana o proteinas accesorias.

Las matrices de subunidades segin la invencién pueden comprender constructos de proteinas marcadas que estan
cada uno marcado e inmovilizado de una manera funcional en un formato espacialmente definido. Los constructos
de proteinas marcadas pueden sacarse de grupos de subunidades de proteinas accesorias tales como las subunida-
des B auxiliares citoplasmaticas de canales de iones K* o Ca** dependientes del voltaje, proteinas G, o proteinas
accesorias globulares que interactian con transportadores voluminosos. La unién de una sonda marcada, que puede
ser otra subunidad de canal, proteina de asociacién, dominio de interaccion, péptido u otros ligandos potenciales,
puede investigarse usando protocolos técnicamente sencillos con un alto rendimiento. También puede examinarse la
unién de mezclas de complejos o proteinas marcadas o no marcadas de sistemas recombinantes o lisados celula-
res. Una matriz de subunidades idénticas es adecuada para seleccionar grandes nimeros de componentes de unién
potencial y obtener informacién de unién detallada. Alternativamente, una matriz de proteinas diferentes, que repre-
sentan subunidades de diferentes subtipos y especies, es la mds adecuada para examinar la especificidad de unién de
ligandos.

Tales matrices pueden usarse para estudiar canales de iones, que incluye la clase de receptores de canales de iones
dependientes de ligandos que existen como complejos de multiples subunidades, que estin constituidos por subunida-
des formadoras de canales, proteinas moduladoras y proteinas implicadas en la localizacion subcelular del canal. Las
interacciones entre subunidades de canales pueden mediarse mediante dominios intracelulares definidos. Los canales
de K* y Ca** dependientes del voltaje se ensamblan con subunidades § citoplasmaticas estructuralmente similares
mediante dominios bien definidos dentro de la subunidad « [7, 21, 22]. Estos pueden afectar la dependencia del ca-
nal en varias medidas y pueden alterar espectacularmente la eficiencia de la expresion de superficies de subunidades
a mediante mecanismos que pueden parecerse a o imitar la interaccién de proteinas de membrana con chaperonas
moleculares auténticas [2].

Otra aplicacion de las matrices de la invencidn estd en el estudio de receptores, por ejemplo receptores acoplados
a proteina G (GPCR). Estos constituyen la mayor familia de moléculas de la superficie de la célula implicadas en la
transmision de sefiales, con mds de 1000 proteinas heptahelicoidales identificadas en el genoma humano. Los GPCR
transducen sefiales extracelulares mediante la activacién de un subconjunto de proteinas G triméricas. Los sitios de
unién pueden determinarse para componentes de proteinas GPCR-G especificos tales como rodopsina y la transducina
de la proteina G de retina [23]. Sin embargo, los determinantes de unién de los GPCR no forman dominios diferen-
ciados y es dificil predecir el subconjunto de proteinas G al que se unird un receptor [24]. Seria sumamente ventajoso
un procedimiento basado en matrices para determinar tales interacciones con el mayor nimero de GPCR huérfanos
actualmente en investigacion. Los efectos de GPCR se modulan, por ejemplo, mediante interacciones y unién con
cinasas de receptores acoplados a proteina G (GRK) y arrestinas, que conducen a disminucién de la sensibilidad e
internalizacién de receptores [25]. Se ha demostrado que la interaccién con arrestina es suficientemente fuerte para
detectarse mediante co-inmunoprecipitacion [17] y puede inhibirse mediante péptidos sintéticos [26]. Como tal, es un
diana potencial para la investigacién usando un procedimiento de unién in vitro.

Otra aplicacién de las matrices de la invencién es en el estudio de proteinas transportadoras transmembrana. Estas
proteinas controlan la captacidn selectiva de nutrientes y exportacion de productos metabdlicos, regulan el equilibrio de
iones y solutos entre el exterior y el interior de las células y modulan la transmision sindptica mediante la eliminacién
de neurotransmisores de la hendidura sindptica. Un mecanismo regulador muy importante para estas proteinas implica
la translocalizacién a y de membranas celulares. Sin embargo, la evidencia estd revelando que también se produce
la regulacion mediante la interaccién proteina-proteina con transportadores localizados en la membrana celular. Por
ejemplo, la unién in vitro dependiente de la fosforilacién entre la enzima transportadora IICB®* de E. coli unida
a la membrana y el represor Mlc global ha indicado un mecanismo de control transcripcional [27]. También se ha
demostrado la unién de un dominio terminal en C del transportador de glucosa GLUT-1 a una proteina reguladora
transmembrana, estomatina, mediante cromatografia de afinidad en columna [28].

El término “matriz” como se define en este documento se refiere a una disposicién espacialmente definida de uno
0 mads restos de proteinas en un modelo sobre una superficie. Preferentemente, los restos de proteinas estidn unidos a
la superficie bien directa o indirectamente. La unién puede ser no especifica (por ejemplo mediante absorcion fisica
sobre la superficie o mediante formacién de una interaccion covalente no especifica). En una realizacién preferida, los
restos de proteinas estdn unidos a la superficie mediante un resto marcador comun ligado a cada proteina, por ejemplo
como se describe en el documento WOO01/57198.

Por tanto, por ejemplo, cada posicién en el modelo puede contener una o mas copias de:

a) una muestra de un Unico tipo de proteina (en forma de un monémero, dimero, trimero, tetrdimero o multimero
superior);
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b) una muestra de un tnico tipo de proteina unido a una molécula que interactia (por ejemplo ADN, anticuerpo,
otra proteina);

¢) una muestra de un Unico tipo de proteina unido a una molécula sintética (por ejemplo péptido, compuesto
quimico); o

d) una mezcla heterémera de 2 o més proteinas de una familia de proteinas accesorias dada.

La superficie que soporta la matriz puede recubrirse/derivatizarse, por ejemplo, mediante tratamiento quimico.
Ejemplos de superficies adecuadas incluyen portaobjetos de vidrio, polipropileno o poliestireno, silice, soporte de oro
o metal o membranas hechas de, por ejemplo, nitrocelulosa, PVDEF, nailon o fosfocelulosa. El formato de la matriz
puede ser el de una placa de micropocillos o una micromatriz.

El uso de un formato de matrices de proteinas segtin la invencién tiene muchas ventajas. Por ejemplo, una matriz
de componentes de un montaje de proteinas de membrana, tal como subunidades auxiliares, proteinas asociadas y
dominios de subunidades de canales, permite interacciones con componentes de unién en la fase de disolucién que va
a examinarse. Los pardmetros de unién pueden determinarse con exactitud y los efectos de moduladores o inhibidores
de unién pueden estudiarse de un modo sumamente paralelo.

Varias publicaciones recientes [por ejemplo la referencia 8] han mostrado que las matrices de proteinas funcionales
permiten que los miembros individuales de una matriz puedan seleccionarse simultineamente en condiciones idén-
ticas. Esto permite experimentos sumamente paralelos y rdpidos en comparacidn con otras técnicas, que conducen a
resultados directamente comparables a través de muchas proteinas. Estas cualidades diferencian matrices de proteinas
de otros ensayos para la funcién de proteinas, tal como Y2H e inmunoprecipitaciones/interacciones de proteinas, en
los que la compartimentacién celular que es implicita en estos otros procedimientos divide eficazmente cada grupo de
proteinas en proteinas individuales y, por tanto, ensayos individuales.

Las matrices de proteinas segin la invencién pueden conservar la actividad funcional de proteinas cuando estdn
especificamente inmovilizadas, permitiendo medir directamente la actividad biolégica. Ademas, proporcionan un pro-
cedimiento directo para determinar el efecto de potenciales entidades inhibidoras en las interacciones observadas que
no es posible de un modo comparable usando inmunoprecipitaciones y ensayos de interaccién de proteinas.

Las matrices de proteinas segtn la invencién pueden usarse para cuantificar constantes de unién (Kj) para interac-
ciones observadas y también permiten la concentracion de un compuesto requerido para inhibir una interaccién dada
que va a medirse a través de la determinacion de valores de Cls.

Los resultados obtenidos a partir de la interrogaciéon de matrices de la invencién pueden ser cuantitativos (por
ejemplo midiendo las constantes de unién o cataliticas Ky y Ky,), semicuantitativos (por ejemplo normalizando la
cantidad unida frente a la cantidad de proteina) o cualitativos (por ejemplo funcional frente a no funcional). Mediante
la cuantificacién de las sefiales para duplicar matrices en las que el ligando se afiade a varias concentraciones (por
ejemplo, dos o mds), pueden determinarse tanto las afinidades de unién como las concentraciones activas de proteina
en el punto. Por ejemplo, los resultados cuantitativos K y B4, que describen la afinidad de la interaccién entre el
ligando y la proteina y el niimero de sitios de unién para ese ligando, respectivamente, pueden derivarse de los datos de
la matriz de proteinas. Brevemente, las cantidades o cuantificadas o relativas de ligando unido a cada punto de proteina
individual pueden medirse a diferentes concentraciones de ligando en la disolucién de ensayo. Suponiendo una rela-
cion lineal entre la cantidad de proteina y ligando unido, la cantidad (relativa) de ligando unida a cada punto respecto
a un intervalo de concentraciones de ligandos usadas en el ensayo puede ajustarse a la ecuacién 1, reorganizaciones o
derivaciones.

Ligando unido = B, /(Kp/[L]) + 1) (Ecuacién 1)

[L] = concentracion de ligando usada en el ensayo

Los inventores han producido una matriz funcional de protefnas accesorias de proteinas de membrana para propor-
cionar una herramienta para la rapida investigacién de pardmetros de unién y especificidad de ligandos. Los ligandos
pueden ser otras proteinas, tales como dominios de unién de otras subunidades de proteinas de membrana, péptidos o
potenciales compuestos terapéuticos para modular el montaje de complejos. La metodologia proporciona la determi-
nacién de constantes de unidn precisas en un formato sumamente paralelo.

La invencion se describird ademds mediante el siguiente ejemplo que se refiere a las siguientes figuras en las que:

La fig. 1 muestra inmunoensayos de lisados brutos de subunidades 8. 10 ul de lisado bruto y lisado purificado de
cada uno de los clones que expresan subunidades 3 se realizaron usando SDS-PAGE. Los geles se transfirieron y las
membranas se sondearon con estreptavidina (A) y anticuerpo anti-His (B). Se cargaron los carriles: 1 y 2 81 humana,
3y 4 B2 humana, 5y 6 83 humana, 7y 8 81 de rata, 9y 10 82 de rata, 11 y 12 83 de rata. Carriles impares -lisado
bruto, carriles pares - lisado purificado;
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la fig. 2 muestra SDS-PAGE de subunidades 8 de Kv purificadas. Los carriles 1 y 8 marcadores Mr, 2 81 humana,
3 52 humana, 4 83 humana, 5 51 de rata, 6 52 de rata, 7 83 de rata;

la fig. 3 muestra espectros de absorbancia UV-visible de subunidades 8 de Kv humanas y de rata purificadas.
Leyenda: azul; 81 humana, rosa; 82 humana, amarillo; 83 humana, cian; 81 de rata, pdrpura; 82 de rata, marrén; 33
de rata. La insercion muestra en més detalle el pico a 360 nm;

la fig. 4 muestra un ensayo de co-precipitacion de la subunidad 8 de Kv. A; se afiadieron lisados de la subunidad
B de Kv a perlas anti-FLAG recubiertas de la subunidad 8 de Kv (carriles 7-12) y a perlas anti-FLAG sin recubrir
(carriles 1-6). Después de la incubacién durante 1 h, las perlas se lavaron y se llevaron a ebullicién en tampén de
muestra de SDS antes de realizarse SDS-PAGE. El gel se transfirié a membrana de nitrocelulosa y las subunidades 3
de Kv biotiniladas se visualizaron usando un conjugado de estreptavidina-HRP. B; las bandas del inmunoensayo se
cuantificaron y se representaron;

la fig. 5 muestra la inmovilizacién de subunidades 8 de Ky en placas de microtitulacién recubiertas con estrep-
tavidina. Los lisados de subunidades S de Ky (concentracién original de aproximadamente 3,5 mg/ml) se diluyeron
en series y se afladieron a pocillos de una placa de microtitulacién recubierta con estreptavidina. Después del lavado
para eliminar la proteina sin unir, las subunidades 8 de Ky se cuantificaron usando un anticuerpo anti-His marcado
con Cy3. El anticuerpo unido se cuantific6 mediante fluorometria en un lector de placa de microtitulacién de fusién
Packard equipado con filtros de excitacién y emisioén a 550 y 570 nm, respectivamente;

la fig. 6 muestra de unién de dominio T1 de las subunidades @ de Kv a la matriz de placas de microtitulacién de
subunidades 8 de Ky. El lisado dominio T1 de las subunidades a bruto diluido se afiadié a cada pocillo de una matriz
de placas de microtitulacién de subunidades 8 de Ky. Después de la incubacidn, los pocillos se lavaron para eliminar el
dominio T1 no unido de las subunidades a de Kv. El dominio T1 restante de las subunidades @ de Kv unido se midi6
usando la marca FLAG y anticuerpos anti-FLAG y se visualiz6 usando un anticuerpo secundario conjugado a HRP y
sustrato colorimétrico;

la fig. 7 muestra las curvas de unién para el péptido SPL2 a la matriz de subunidades 8 de Kv. El péptido SPL2 se
uni6 a la matriz de subunidades S de Kv. Después de lavar la cantidad restante unida a la matriz se cuantific6 mediante
fluorometria. Los datos se han ajustado a curvas de unién. Tridngulos azules; 81 de Kv de rata, cuadrados negros; 52
de Kv de rata, cuadrados rosas abiertos; 83 de Kv de rata, estrellas rojas; §1 de Kv humana, circulos verdes; 52 de Kv
humana, circulos cian abiertos; 83 de Kv humana;

la fig. 8 muestra la inhibicién de la unién del péptido a la matriz de subunidades 8 de Ky mediante el dominio T1
de las subunidades 8 de Kv. El péptido SPL2 se afiadi6 a aproximadamente K, a pocillos de matriz de subunidades
B de Ky en presencia y ausencia del dominio T1 de las subunidades « de Kv purificado. Después de lavar, el péptido
SPL2 unido se cuantificé mediante fluorometria;

la fig. 9 muestra la deteccién de anticuerpos de subunidades 5 de Kv en micromatrices. Todas las subunidades 5 de
Kv podrian detectarse usando anticuerpo anti-His marcado con Cy3.

la fig. 10 muestra el dominio T1 de las subunidades @ de Kv unido a subunidades 8 de Ky en micromatrices. Una
micromatriz de subunidades 8 de Ky se incubé con lisado del dominio T1 de las subunidades 8 de Kv. Después de
lavar el dominio T1 de las subunidades 8 de Kv unido a la subunidad S podria detectarse usando un anticuerpo anti-
FLAG e IgG anti-ratén marcada con Cy3.

Ejemplo 1

Los canales de potasio (Kv) dependientes del voltaje se reconocen como dianas terapéuticas en muchos trastor-
nos que incluyen aquellos del SNC, corazén, pulmones y vejiga. Por tanto, son importantes dianas terapéuticas y
comerciales. Estan constituidos por un conjunto tetrdimero de subunidades @ que tienen seis dominios que atraviesan
la membrana y se acoplan a un montaje de subunidades 8 reguladoras citoplasmaticas.

Hasta la fecha, la clonacién molecular ha identificado al menos 23 productos génicos diferentes que codifican
subunidades « de canales Kv. Ademads, la diversificacién que resulta del corte y empalme alternativo se ha demostrado
para varias subunidades a. Cuatro familias de subunidades Kv formadoras de canales, Kv1l a Kv4, se derivan de los
canales de potasio de Drosophila, Shaker, Shab, Shaw y Shal, respectivamente. Cada uno de estos tipos de canales
tiene multiples miembros de subfamilias. Se han identificado otras cuatro familias de canales Kv, Kv5, Kv6, Kv8
y Kv9, que no forman canales funcionales solos. Sin embargo, pueden combinarse con las subunidades formadoras
de canales para formar canales funcionales con propiedades biofisicas alteradas. Al menos dos de estas familias de
subunidades « auxiliares (Kv6 y Kv9) tienen multiples miembros de subfamilias.

Ademais de la diversidad molecular proporcionada por la tetramerizacién homomérica y heteromérica de las subu-
nidades « de canales Kv, las subunidades £ citoplasmadticas pueden unirse al complejo de canales y modular la cinética
de los canales o la expresion de la superficie de la célula. Hasta la fecha se han identificado tres familias, 81 de Kv
a 3 de Kv, con 3 variantes de corte y empalme observadas del gen Kvg1. El complejo de subunidades S se une a

7



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 289 264 T3

una regién del extremo N de la subunidad @ conocida como el dominio T1 y la presencia de la subunidad aumenta
la expresion de la superficie de la célula del canal de iones. También se ha establecido otro papel adicional para las
subunidades 81 de Kv en la modulacién de la cinética dependiente de canales.

Matriz de subunidades 8 de Kv
Materiales y Procedimientos para la construccion de matriz de subunidades 8 de Kv
Clonacion de ADNc de subunidades B de Ky marcadas con His y biotina

Los ADNc de dominios centrales de subunidades 81, 82 y 3 de Kv de rata y humanas se ligaron en un vec-
tor de expresién de E. coli aguas debajo de la secuencia que codifica una marca de polihistidina y el dominio
BCCP del gen AccB de E. coli. La mezcla de ligadura se transformé en células quimicamente competentes XL10-
Gold (Stratagene) segun las instrucciones del fabricante. La secuencia de ADNc de la subunidad 8 de Ky se com-
probé mediante secuenciacién y se encontré que se correspondia con la secuencia de proteina esperada - véase el
apéndice.

Expresion de subunidades B de Ky en E. coli

Las colonias de células XL.10-Gold que contienen plasmidos de las subunidades 8 de Ky se inocularon en 5 ml
de medio LB que contenia ampicilina en tubos de 20 ml y se hicieron crecer durante toda la noche a 37°C en un
incubador con agitacidn. Se usaron 2 ml de cultivo durante toda la noche para inocular otros 200 ml de LB/ampicilina
en matraces de 500 ml y se hicieron crecer a 37°C hasta que se alcanz6 una DO600 de ~1,0. Entonces se afiadié IPTG
y biotina a concentraciones finales de 1 mM y 50 uM respectivamente y la induccién continué a 23°C durante 4 horas.
A continuacién se recogieron las células mediante centrifugacion, los pellets de células se lavaron en PBS x 3 y se
almacenaron en alicuotas a -80°C.

Lisis de E. coli que contiene subunidades 8 de Ky

Los pellets de células se descongelaron en hielo y se afladieron 400 ul de tampén de lisis (PBS que contiene
0,1% de Tween 20, 1 mg/ml de lisozima y 1 ug/ml de ADNsa I) y las células se volvieron a suspender mediante
pipeteo. La lisis se ayudé mediante la incubacién en un agitador de balanceo a temperatura ambiente durante 30 min
antes de recogerse los residuos celulares mediante centrifugacién a 13000 rpm durante 10 min a 4°C. El sobrenadante
purificado de proteina soluble se extrajo y se usé inmediatamente.

Purificacion de subunidades [ de Ky

Las subunidades S de Ky se purificaron usando la marca de hexahistidina. Se afiadieron los lisados purificados di-
luidos en PBS que contenian imidazol 50 mM a una columna que contenia resina de afinidad Talon Cobalt (Clontech).
La columna se lavé con 10 volimenes de columna de tampén y la proteina se eluy6 en 2 volimenes de columna de
PBS que contenfan imidazol 300 mM.

SDS-PAGE

Las muestras de proteina se llevaron a ebullicién en tampén que contenia SDS durante 5 min antes de car-
garlas en geles tris-glicina al 4-20% (NOVEX) y realizarse a 200 V durante 45 min. A continuacién, los geles
se usaron para inmunotransferencia de Western o la proteina se tifié directamente con colorante azul brillante de
Coomassie.

Inmunotransferencia de Western

La proteina se transfirié sobre membrana de PVDF (Hybond-P, Amersham) y se explor$ para determinar la pre-
sencia de diversos epitopos usando técnicas habituales. Para la deteccién de la marca de histidina, las membranas
se bloquearon en Marvel al 5%/PBST y se usé anticuerpo anti-RGSHis (QIAGEN) como anticuerpo primario a una
dilucién 1/1000. Para la deteccion de la marca de biotina, las membranas se bloquearon en Superblock/TBS (Pierce)
y se probaron con conjugado estreptavidina/HRP (Amersham) a una dilucién 1/2000 en Superblock/TBS/Tween20
al 0,1%. El anticuerpo secundario para el anticuerpo RGSHis fue conjugado de HRP (Sigma) de IgG anti-ratén (Fc
especifico) usado a una dilucién 1/2000 en Marvel/PBST. Después de lavado exhaustivo, los conjugados de HRP
unidos se detectaron usando o ECLPlus (Amersham) y Hyperfilm ECL (Amersham) o mediante tincién con DAB
(Pierce).

Espectros
Los espectros de UV-vis (250-500 nm) de subunidades 5 de Ky se registraron usando un espectrofotémetro de

barrido Termo Spectronic. Las proteinas se diluyeron en tampo6n de elucién y el tampoén de elucién solo se usé para
tomar el nivel inicial que se resta de todas las muestras.
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Ensayo de interaccion del dominio T1 de las subunidades «

El ADNc para el dominio T1 de las subunidades o (aminodcidos 33 - 135) se clond aguas abajo a partir de
secuencias que codifican para una marca de His y una marca FLAG en un vector de expresion de E. coli. Los
plasmidos se comprobaron mediante secuenciacién para la secuencia correcta y la induccién de los cultivos de E.
coli mostrd la expresion de una proteina soluble marcada con His y FLAG del tamafio deseado. Para explorar la
interaccion entre el dominio T1 de las subunidades « y las subunidades 8 de Ky, las reacciones de unién se mon-
taron conteniendo 10 ul de lisados purificados de subunidades 8 de Ky, 10 ul de agarosa anti-FLAG en presencia
y ausencia de 10 ul de lisado purificado del dominio T1 de las subunidades a, en 500 ul de solucién salina tam-
ponada con fosfato que contenfa NaCl 300 mM, Tween 20 al 0,1% y 1% (p/v) de albimina de suero bovino. Las
reacciones se incubaron en un agitador de balanceo a temperatura ambiente durante 1 hora y los complejos uni-
dos a FLAG se recogieron mediante centrifugaciéon a 5000 rpm durante 2 min. Después de lavado exhaustivo en
PBST, los complejos unidos a FLAG se desnaturalizaron en tampén de muestra de SDS y se sometieron a inmu-
noensayo. La presencia de subunidades 8 de Ky biotiniladas se detectaron mediante el conjugado estreptavidina/
HRP.

Fabricacion de matrices de placas de microtitulacion de subunidades [ de Ky

Se afiadieron 100 ul de concentraciones optimizadas de lisados purificados de subunidades 8 de Ky (normalmente
1 en 16 diluciones en PBS-Tween) en cada pocillo a placas de microtitulacion de 96 pocillos recubiertas con estrep-
tavidina. Las placas se incubaron a temperatura ambiente con agitacién durante 45 min antes de lavar cada pocillo 3
veces con 300 ul de PBS-Tween. Después, las placas se usaron en ensayos o se almacenaron a -20°C en presencia de
glicerina al 50% (v/v) en PBS-Tween.

Ensayo de union de péptidos de matrices de subunidades 3 de Ky

El péptido que interactia con la subunidad 8 de Ky(SPL2) basado en una parte del dominio de las subunidades
a se disend, se sintetizé y se marco con fluoresceina. El péptido SPL2 apropiadamente diluido en PBS-Tween que
contenia 0,1% p/v de BSA se afiadié a 100 ul/pocillo a la placa de microtitulacién recubierta con subunidades 3 de Ky.
El péptido se incubd durante 1 h a temperatura ambiente con agitacion antes de eliminar el péptido sin unir lavando 3
veces en 300 ul de PBS-Tween. Se afiadieron 100 u de guanidina HC1 6 M a cada pocillo antes de la evaluacién de
la concentracién de péptido SPL2 marcado con fluoresceina en cada pocillo. La fluorescencia de cada pocillo de una
placa de microtitulacién de 96 pocillos se leyd en un lector de placas de microtitulacién de fusiéon Packard equipado
con filtros de excitacién y emisién de 485 y 520 nm, respectivamente.

Ensayo de interaccion del dominio T1 de las subunidades a de Kv de matrices de subunidades 8 de Ky

El lisado purificado del dominio T1 de las subunidades @ de Kv diluido 1 en 10 en PBS-Tween que contenia 0,1%
p/v de BSA se afiadié a 100 ul/pocillos a la placa de microtitulacién recubierta con subunidades 8 de Ky. El péptido se
incub6 durante 1 h a temperatura ambiente con agitacién antes de eliminarse el dominio T1 de las subunidades @ no
unido lavando 3 veces en 300 ul de PBS-Tween. El dominio T1 de las subunidades a unido se estimé usando conjugado
de anticuerpo anti-FLAG de ratén apropiadamente diluido y HRP de anticuerpo secundario de IgG anti-ratén usando
procedimientos de ELISA habituales. La HRP se detecté mediante la adicién del sustrato de HRP colorimétrico dcido
2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico) y las placas de microtitulacién se leyeron en un lector de placas de
microtitulacién de fusién Packard equipado con un filtro de absorbancia de 405 nm.

Fabricacion de micromatrices de subunidades 3 de Ky

Los lisados purificados de subunidades 8 de Ky se cargaron en una placa de 384 pocillos y se imprimieron sobre
portaobjetos de microscopio de vidrio con una neutravidina inmovilizada sobre recubrimiento de dextrano (Xantec)
usando un robot para micromatrices Qarray (Genetix, RU) con un cabezal para micromatrices de 4 contactos. Cada
lisado se depositd 16 veces sobre cada matriz. Después de la impresion, las matrices se incubaron en una cdma-
ra himeda a 4°C durante 1 h antes de lavarse en PBS-Tween. Después del lavado, las matrices estaban listas para
ensayarse.

Deteccion de anticuerpos de subunidades B de Ky en micromatrices

El anticuerpo anhi-His marcado con Cy3 se diluy6 a 1 ug/ml en PBS-Tween + 0,1% (p/v) de BSA y se pipetearon
aproximadamente 500 ul sobre el portaobjetos. El portaobjetos se incub6 a temperatura ambiente con una agitacion
muy ligera durante 1 h, después se lavé 2 x 2 min en un gran volumen de PBS-Tween. Los portaobjetos se centrifu-
garon brevemente a 2000 g para eliminar el liquido antes de escanearlos en un escaner de micromatrices (Affymetrix,
escaner de 428 matrices) equipado con filtros laser de excitacién y emision apropiados para la deteccion del fluoréforo
Cy3.

Union del dominio TI de las subunidades a de Kv a subunidades 8 de Kv en micromatrices

El lisado purificado del dominio T1 de las subunidades « de Kv se diluy6 1 en 50 en PBS-Tween que contenia 1%
p/v de BSA y se pipetearon aproximadamente 500 ul sobre el portaobjetos. El portaobjetos se incubd a temperatura
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ambiente con una agitacién muy ligera durante 1 h, después se lavé 2 x 2 min en un gran volumen de PBS-Tween.
A continuacion, el anticuerpo anti-FLAG apropiadamente diluido se pipeted sobre la matriz y se incubd y lavé como
anteriormente antes de la adicién de IgG de ratén marcada con Cy3. Los portaobjetos se incubaron y se lavaron como
anteriormente antes de centrifugar brevemente a 2000 g para eliminar el liquido antes de escanearlos en un escdner
de micromatrices (Affymetrix, escaner de 428 matrices) equipado con filtros laser de excitacién y emision apropiados
para la deteccién del fluoréforo Cy3.

Resultados
Expresion de subunidades de 8 de Ky en E. coli

Los dominios centrales de las subunidades 8 de Ky se clonaron aguas abajo del promotor tac en el vector pQE80
dentro del que ya se habia clonado el dominio BCCP del ACCB de E. coli. A continuacidn, la proteina resultante se
marcaria con His y biotina en su extremo N-terminal. La figura 1 muestra el andlisis de inmunoensayo de la proteina
total y soluble de cultivos de E. coli inducidos. Para todas las subunidades 8 hay bandas claras para proteina marcada
con His y biotinilada con un peso molecular de aproximadamente 50 kDa. Las bandas del mismo tamafio se detectan
mediante un anticuerpo policlonal llevado a 82 de Kv humana (Biosource) que reacciona de manera cruzada con todas
las subunidades g usadas (no se muestran los datos).

Aunque las marcas de His y biotina se han usado en esta matriz, podrian usarse otras marcas de afinidad (por
ejemplo FLAG, myc, VSV) para posibilitar la purificacion, deteccién e inmovilizacién de las proteinas clonadas.
Por tanto, si se requiere, puede usarse un huésped de expresion distinto de E. coli (por ejemplo levadura, células de
insectos, células de mamiferos).

Purificacion de subunidades 8 de Ky

Las proteinas pueden purificarse antes de formar matrices usando una marca de afinidad. En este documento se ha
hecho uso de esta marca de his purificando la proteina en resina Talon. La figura 2 muestra que las subunidades 3 de
Kv purificadas de este modo sélo muestran bandas en SDS-PAGE que se corresponden con la subunidad 8 de Kv, o
productos de proteolisis.

Espectros de absorbancia de UV-Vis

Los espectros de UV-Vis se obtuvieron para todas las subunidades § de Kv humanas y de rata. La figura 3 muestra
que ambas subunidades 82 de Kv humanas y de rata contienen un cofactor NAD(P)H como se demuestra por sus picos
de absorbancia a 360 nm.

Ensayo de interaccion del dominio T1 de las subunidades «

Para confirmar que las subunidades 8 de Kv expresadas han conservado la funcion nativa se ide6 un ensayo en el
que las subunidades 8 de Kv se precipitarian mediante la union a perlas recubiertas del dominio T1 de las subunidades
a. A las perlas anti-FLAG se afiadieron lisados del dominio T1 de las subunidades o de Kv marcadas con FLAG. A
continuacién se mezclaron con lisados que contenian las subunidades 8 de Kv. La figura 4 muestra que, aunque la
unién no especifica de subunidades 8 de Kv a perlas anti-FLAG fue alta, aument6 la unién en presencia del dominio
T1 de las subunidades @ de Kv. Por tanto, puede observarse que la subunidad 53 de Kv se ha unido a las perlas
recubiertas con el dominio T1 de las subunidades @ de Kv en mayores cantidades que cualquier otra subunidad 3 de
Kv.

Fabricacion de matrices de placas de microtitulacion de las subunidades 3 de Kv

Para confirmar que las placas de microtitulacion recubiertas con estreptavidina pueden recubrirse con subunidades
B de Kv, los lisados se diluyeron en serie y se afiadieron a pocillos de placas. La figura 5 muestra que pueden alcanzarse
niveles similares de proteina especificamente inmovilizada por pocillo.

Ensayo de interaccion del dominio T1 de las subunidades a de Kv de matrices de subunidades B de Ky

La figura 6 demuestra la unién especifica del dominio T1 de las subunidades @ de Kv a todas las subunidades 3 de
Ky. También puede observarse que la subunidad 53 de Kv ha unido mucho mas dominio T1 de las subunidades @ de
Ky, reflejando los resultados del ensayo de co-precipitacion.

Ensayo de union de péptidos de matriz de subunidades 8 de Ky

Se afiadi6 péptido SPL2 a una matriz de placas de microtitulacion de subunidades 8 de Ky en un intervalo de
concentraciones de 100 a 1600 uM. Después de la incubacién durante 1 h, los pocillos se lavaron para eliminar
el péptido sin unir. El péptido restante se cuantificé mediante fluorometria. Los resultados (mostrados en la fig. 7)
proporcionan ajustes a los datos, permitiendo estimaciones de K, y B4 para cada una de las subunidades S de Ky
(tabla 1).
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TABLA 1

Cdlculos aproximados de K, y Bnsx para cada una de las subunidades B de Ky. Los datos en la figura 7 se ajustaron a
las curvas de union usando un software de ajuste de curvas

Subunidad beta Ky (uM)
R1 189,6
R2 196,6
R3 54,6
H1 225,8
H2 184,1
H3 116,4

Inhibicion de union del péptido a matriz de subunidades 3 de Ky mediante dominio T1 de las subunidades o de Kv

La unién del péptido SPL2 a la matriz de subunidades 8 de Ky se inhibi6 en presencia del dominio T1 de las
subunidades « de Kv. En la figura 8 puede verse que para las subunidades 81 y 2 de Ky de rata se reduce la unién de
péptidos.

Deteccion de anticuerpos de subunidades B de Ky en micromatrices

Se muestra que las subunidades § de Ky en micromatrices estdn especificamente inmovilizadas sobre portaobjetos
de microscopio de vidrio recubiertos con estreptavidina. En la figura 9 puede observarse que la inclusién de biotina
libre en la disolucién de deposicién inhibe completamente la inmovilizacién de 53 de Kv. Todas las subunidades
B de Kv estan presentes sobre la matriz, por tanto la inmovilizacién de la marca de BCCP estd presente sobre la
matriz.

Union del dominio T1 de las subunidades a de Kv a subunidades de B de Kv en micromatrices

Las subunidades 8 de Kv inmovilizadas sobre una matriz todavia pueden unirse al dominio T1 de las subunidades
a de Kv. La figura 10 muestra que el dominio T1 de las subunidades @ de Kv puede detectarse después de la union a

subunidades 8 de Kv inmovilizadas. De la figura 10 también puede verse que la marca de afinidad inmovilizada tiene
una pequefia unién del dominio T1 de las subunidades a de Kv.
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Apéndice 1

Dominio central de la subunidad B1 de Kv humana de la secuencia de proteinas (residuos 87- 419):
GTGMKYRNLGKSGLRVSCLGLGTWVTFGGQISDEVAERLMTIAYESG
VNLFDTAEVYAAGKAEVILGSIKKKGWRRSSLVITTKLYWGGKAETE
RGLSRKHIIEGLKGSLQRLQLEYVDVVFANRPDSNTPMEEIVRAMTHV1
NQGMAMYWGTSRWSAMEIMEAYSVARQFNMIPPVCEQAEYHLFQRE
KVEVQLPELYHKIGVGAMTWSPLACGISGKYGNGVPESSRASLKCYQ
WLKERIVSEEGRKQQNKLKDLSPIAERLGCTLPQLAVAWCLRNEGVSS
VLLGSSTPEQLIENLGAIQVLPKMTSHVVNEIDNILRNKPYSKKDYRS

Dominio central de la subunidad B2 de Kv humana de la secuencia de proteinas (rasiduos 36- 364):
GLQFYRNLGKSGLRVSCLGLGTWVTFGGQITDEMAEQLMTLAYDNGI
NLFDTAEVYAAGKAEVVLGNIKKKGWRRSSLVITTKIFWGGKAETER
GLSRKHIIEGLKASLERLQLEYVDVVFANRPDPNTPMEETVRAMTHVIN
QGMAMYWG’I‘SRWSSMEIMBAYSVARQFNLTPPICEQAEYPMFQREK
VEVQLPELFHKIGVGAMTWSPLACGIV SGKYDSGIPPYSRASLKGYQW
LKDKILSEEGRRQQAKLKELQAIAERLGCTLPQLAIAWCLRNEGVSSVL
LGASNADQLMENIGAIQVLPKLSSSIHEIDSILGNKPYSKKDYRS

Dominio central de la subunidad B3 de Kv humana de la secuencia de proteinas (residuos 75- 404):

GLQFYRNLGKSGLRVSCLGLGTWVTFGGQITDEMAEQLMTLAYDNGI
NLFDTAEVYAAGKAEVVLGNIKKKGWRRSSLVITTKIFWGGKAETER
GLSRKHIIEGLKASLERLQLEYVDVVFANRPDPNTPMEETVRAMTHVIN
QGMAMYWGTSRWSSMEIMEAYSVARQFNLTPPICEQAEYHMFQREK
VEVQLPELFHKIGVGAMTWSPLACGIVSGKYDSGIPPYSRASLKGYQW
LKDKILSEEGRRQQAKLKELQAIAERLGCTLPQLAIAWCLRNEGVSSVL
LGASNADQLMENIGAIQVLPKLSSSITHEIDSILGNKPYSKKDYRS

Dominio central de la subunidad B1 de Kv de rata de la secuencia de proteinas:

GTGMKYRNLGKSGLRVSCLGLGTWVTFGGQISDEVAERLMTIAYESG
VNLFDTAEVYAAGKAEVILGSIIKKKGWRRSSLVITTKLYWGGKAETE
RGLSRKHIIEGLKGSLQRLQLEYVDVVFANRPDSNTPMEEIVRAMTHVI
NQGMAMYWGTSRWSAMEIMEAYSVARQFNMIPPVCEQAEYHLFQRE
KVEVQLPELYHKIGVGAMTWSPLACGIISGKYGNGVPESSRASLKCY Q
WLKERIVSEEGRKQQNKLKDLSPIAERLGCTLPQLAVAWCLRNEGVSS
VLLGSSTPEQLIENLGAIQVLPKMTSHVVNEIDNILRNKPYSKKDYRS

Dominio central de la subunidad 52 de Kv de rata de Ia secuencia de proteinas:

GLQFYRNLGKSGLRVSCLGLGTWVTFGGQITDEMAEHLMTLAYDNGI
NLFDTAEVYAAGKAEVVLGNIIKKKGWRRSSLVITTKIFWGGKAETER
GLSRKHIEGLKASLERLQLEYVDVVFANRPDPNTPMEETVRAMTHVIN

QOGMAMYWGTSRWSSMEIMEAYSVARQFNLIPPICEQAEYHMFOREKYV
EVQLPELFHKIGVGAMTW. SPLACGIVSGKYDSGIPPYSRASLKGYQWL

KDKILSEEGRRQQAKLKELQAIAERLGCTLPQLAIAWCLRNEGVSSVLL
GASNAEQLMENIGAIQVLPKLSSSIVHEIDSILGNKPYSKKDYRS .
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Dominio central de la subunidad 83 de Kv de rata de la secuencia de proteinas (residuos 75- 404):

GTGMKYRNLGKSGLRVSCLGLGTWVTFGSQISDETAEDLLTVAYEHG
VNLFDTAEVYAAGKAERTLGNILKSKGWRRSSYVITTKIFWGGQAETE
RGLSRKHIIEGLQGSLDRLQLEYVDIVFANRSDPSSPMEEIVRAMTY VIN
QGLALYWGTSRWSAAEIMEAYSMARQFNLIPPVCEQAENHFFQREKV
EMQLPELYHKIGVGSVTWSPLACSLITSKYDGQVPDACKATVKGYQW
LKEKVQSEDGKKQQARVTDLLPIAHQLGCTVAQLAIAWCLRSEGVSSV
LLGVSSAEQLMEHLGSLQVLGQLTPQTVMEIDALLGNKSHSKK

14
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REIVINDICACIONES

1. Una matriz que comprende una superficie que tiene unida a la misma al menos una proteina accesoria citosé-
lica de una proteina de membrana seleccionada de canales de iones, receptores acoplados a proteina G y proteinas
transportadoras transmembrana, en la que dicha proteina accesoria citosélica estd libre de componentes de proteinas
de membrana u otras subunidades de dicho canal de iones, receptor acoplado a proteina G o complejo de proteinas
transportadoras transmembrana.

2. Una matriz segun la reivindicacién 1, que comprende una pluralidad de proteinas accesorias citosdlicas selec-
cionadas de subunidades de canales de iones, proteinas accesorias citosdlicas de receptores acoplados a proteina G,
proteinas accesorias citosélicas de transportadores transmembrana, subunidades S8 de canales de K*, subunidades 8 de
canales Ca”*, subtipos de proteina G, subunidades 8 de canales Kv, subunidades 3 de canales de calcio, familia Gs,
familia Gt, familia Gi, familia Gi-0, familia Gg-11, familia sensorial de Ga y proteinas de la familia By.

3. Una matriz segun la reivindicacién 1, que comprende una pluralidad de proteinas accesorias citosdlicas que
son idénticas y se seleccionan de subunidades de canales de iones, proteinas accesorias citosdlicas de receptores
acoplados a proteina G, proteinas accesorias citosélicas de transportadores transmembrana, subunidades 8 de canales
de K*, subunidades 3 de canales de Ca**, subtipos de proteina G, subunidades 8 de canales Kv, subunidades 3 de
canales de calcio, familia Gs, familia Gt, familia Gi, familia Gi-0, familia Gg-11, familia sensorial de Ga y proteinas
de la familia By.

4. Una matriz segtn la reivindicacion 2 6 3, en la que la matriz comprende al menos una subunidad S de canales
de K* seleccionada de: 51.1, 81.2, 1.3, 82.1, 2.2, 3.1, 33.2 y p4.

5. Una matriz segun la reivindicaciéon 2 6 3, en la que la matriz comprende al menos una subunidad 8 de canales
de calcio seleccionada de: Bla, 81b, Blc, B2a, 52b, B2c, B3a, 53b y 4.

6. Una matriz segtn cualquier reivindicacién precedente, en la que la proteina accesoria citosélica es un dominio
de subunidades de canales de iones.

7. Una matriz segin cualquier reivindicacién precedente, en la que las subunidades de las proteinas accesorias
citosdlicas se proporcionan como constructos de proteinas marcadas.

8. Una matriz segun la reivindicacién 7, en la que el constructo de proteina marcada comprende una marca de
afinidad.

9. Una matriz segtin la reivindicacién 7 o la reivindicacién 8, en la que la marca es una marca de His, biotina,
FLAG, myc o VSV.

10. Una matriz segin cualquier reivindicacion precedente, en la que los restos de proteinas estdn unidos a la
superficie mediante un resto marcador comun.

11. Una matriz seguin cualquier reivindicacién precedente, en la que cada posicién en la matriz contiene una o mas
copias de un dnico tipo de proteina en forma de un monémero, dimero, trimero, tetrimero o multimero superior.

12. Un procedimiento para determinar qué proteinas citosdlicas interactian con una proteina de membrana dada,
o viceversa, comprendiendo dicho procedimiento las etapas de:

(i) proporcionar una matriz de proteinas accesorias citosélicas segtin cualquier reivindicacion precedente;

(i) poner en contacto la matriz con fragmentos citosdlicos de dicha proteina de membrana y/o fragmentos
citosdlicos de otros miembros de familias de proteinas de membrana relacionados; y

(iii) detectar e identificar los componentes que interactian.

13. Un procedimiento para seleccionar compuestos o péptidos o proteinas respecto a la capacidad para interactuar
selectivamente con una proteina citosélica, comprendiendo dicho procedimiento las etapas de:

(i) proporcionar una matriz segin cualquiera de las reivindicaciones 1-11;
(i) poner en contacto la matriz con compuestos o péptidos o proteinas candidatos; y
(iii) identificar los componentes que interactdan.
14. Un procedimiento segtn la reivindicacién 13, que comprende ademds la etapa de cuantificar la interaccion de
los componentes que interactian midiendo las constantes de unidn o cataliticas Kp o Ky, 0 normalizando la cantidad

unida frente a la cantidad de proteina.
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15. Un procedimiento para seleccionar compuestos o péptidos o proteinas respecto a la capacidad para modular
selectivamente la interaccién entre una proteina citosdlica y una proteina de membrana, comprendiendo dicho proce-
dimiento las etapas de:

(i) proporcionar una matriz segin cualquiera de las reivindicaciones 1-11;

(i) poner en contacto la matriz con compuestos o péptidos o proteinas candidatas y con una o mds proteinas
de membrana o fragmentos citosélicos de las mismas, o simultineamente o sucesivamente; y

(iii) determinar si dicha interaccion estd modulada por la presencia de dichos compuestos o péptidos o proteinas.

16. Un procedimiento segtn la reivindicacién 15, en el que el fragmento citosdlico de una proteina de membrana
es un dominio funcional soluble.

17. Un procedimiento segun la reivindicacion 15 o la reivindicacién 16, que comprende ademads la etapa de cuanti-
ficar el grado de modulacidn de la interaccién midiendo las constantes de unidn o cataliticas K, o Ky, 0 normalizando
la cantidad unida frente a la cantidad de proteina.

18. Un procedimiento segiin una cualquiera de las reivindicaciones 15 a 16, en el que la concentracién de un
compuesto requerido para inhibir una interaccién dada se mide determinando el valor de Cls.

19. El uso de una matriz de proteinas accesorias citosdlicas segtin cualquiera de las reivindicaciones 1-11 para
medir la actividad catalitica relativa de diferentes miembros de una familia de dichas proteinas accesorias citosdlicas.

20. El uso de una matriz de proteinas accesorias citosélicas segtin cualquiera de las reivindicaciones 1-11 como
una superficie de afinidad sobre la que seleccionar anticuerpos de una biblioteca de anticuerpos ligados a fenotipos-
genotipos (por ejemplo anticuerpos expresados en fagos).

21. El uso de una matriz de proteinas accesorias citosélicas segin cualquiera de las reivindicaciones 1-11 para

determinar el efecto de modificaciones post-translacionales en las interacciones de protefnas accesorias con proteinas
de membrana.
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Glu Met ;}a Glu GIn Leu Met ISr Leu Ala Tyr Asp :gn Gly Ile Asn

Leu Phe Asp Thr Ala Glu val Tyr Ala Ala Gly ggs Ala Glu val val
50 55
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Leu
6S

Ile
Leu
Leu
ASh
GIn
145
Ile
Ile
val
Trp
Ile
225
ASp
Glu
Ala
Gly
val

305

Leu

Gly Asn

Thr

Ser

Gln

Thr

130

Gly

Met

cys

Gln

ser

210

pro

Lys

Leu

Ile

Ala

290

Leu

Thr

Arg

Leu

115

Pro

Met

Glu

Glu

Leu

195

pro

Pro

Ie

Gln

Ala

275

ser

Pro

Gly Asn

Ile

Lys

LyS

100

Glu

Met

Ala

Ala Ty

GIn

180

Pro

Leu

Tyr

Leu

Ala

260

Trp

ASh

Lys

Lys

Ile
Ile
85

His
Tyr
Glu

Met

Ala
Glu
Ala
ser
2
Ile
Cys
Ala

Leu

Pro
325

ES 2289 264 T3

Lys Lys Lys Gly Trp Arg Arg
75 ye 75

phe
Ile
val

Glu

ser
Glu
Leu
Cys
5

Glu
Ala
Leu
AsSp
ser

310

Tyr

Trp

Ile

Asp

Thr

135

Trp

val

Tyr

Phe

Gl

21

Ala

Glu

Glu

Arg

Gln

295

Ser

ser

Gly Gly Lys Ala Glu
90

Glu

val

120

val

Gly

Ala

His

His

200

Ile

Ser

Gly

Arg

AsSh

280

Leu

ser

Lys

Gl

10!
val
Arg
Thr
Arg
Met
185
Lys
val
Leu
Arg
Leu
265
Glu
Met

Ile

Lys

Leu Lys Ala
Phe Ala Asn
Ala Met Thr
140
Ser Arg Trp
15
Gln Phe Asn
170
Phe GIn Arg
Ile Gly val
Ser Gly Lys
250
Lys Gl r
a1
Arg GIn GlIn
25
Gly Cys Thr
Gly val ser
Glu Asn Ile
300
Ile His Glu
318

Asp Tyr Ar
330 g

Ser
Thr
Ser
Ar

12

His
ser
Leu
Glu

Gl
20

Tyr
GIn
Ala
Leu
Ser
285
Gly

Ile

Ser

Ser

Leu

Glu Arg
95

Leu

110

Pro

val

ser

Thr

Asp

Trp

Lys

Pro

270

val

Ala

Asp

Glu

Asp

Ile

Met

Pro

175

val

Met

Ser

Leu

Leu

255

Gln

Leu

Ile

Ser

val

80

Gly

Arg

Pro

Asn

Glu

160

Pro

Glu

Thr

Leu

Leu

Gln

Ile
320
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<210>3
<211> 330
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 3

Gly
1
ser
Asp
ASn
Thr
65
val
Gly
Arg
Pro
ASn
145
Glu
Pro

Glu

Thr

228

Thr Gly

Cys Leu

Glu Thr
35

Leu pPhe
50

Leu Gly

Ile Thr

Leu Ser

Leu GlIn
115

Asn Cys
130

Gln Gly

Ile Met

val Cys

Met Gln
195

Trp Tyr
210 Y

val pPro

Met

Gly

20

Ala

Asp

ASn

Thr

Leu

Pro

Leu

Glu

Glu

180

Leu

Pro

Lys
5
Leu
Glu
Thr
Ile
Lys
&t
LysS
Gly
Met
Ala
Ala
165
Gln

Pro

Leu

Asp Thr

Tyr
Gly
Asp
Ala
Leu
70

Ie
His
Tyr
Glu
Leu
150
Tyr
Ala

Glu

Ala

31
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Arg

Thr

val

Glu

55

Lys

Phe

Ile

val

Glu

135

Tyr

Ser

Glu

Leu

Cys

215

Arg

ASn

Trp

Leu

40

val

Ser

Trp

Ile

Trp

Met

His

TYyr

200

Gly

Ala

Leu
val

25

Thr

Tyr

Lys

Gly

Glu

105

Ile

val

Gly

Ala

His

185

His

Leu

Ser

gy v
Thr phe
val Ala
Ala Ala
™ 3
gAy Gln
Gly Leu
val phe
Arg Ala
Thr Ser

155
Arg Gln
17
Leu Phe
Lys Ile

Ile Thr

Ile Lys
235

Ser Gly Leu

Gly

Tyr
g&y
Arg
Ala
Arg
Ala
Met
140
Arg
Phe
Gln
Gly
ser

220

Gly

Ser

Glu

45

Lys

Arg

Glu

Gly

Asn

125

Thr

Trp

Asn

Arg

val

205

Lys

Tyr

Gln
30

His
Ala
Ser
Thr
Ser
110

Arg

Gly
Leu
Glhu
190
Gly

TYrP

Gln

Arg

15

Ile

Gly

Glu

Ser

Glu

95

Leu

Ser

val

Ala

Ile

175

Lys

Ser

Asp

Trp

val

Ser

val

Arg

Tyr

80

Arg

Glu

Asp

Ile

Ala

160

Pro

val

val

Gly

Leu
240
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Lys

Met

Leu

Leu

GIn
305

Leu

<210> 4
<211> 334
<212> PRT

<213> Rattus sp.

<400> 4

Gly
1

Ser
ASp
Asn

Ile
65

val
Gly
Arg
Ser

Asn

Asp Lys

Asp Leu

Ala Ile
275

Gly val
29

val Leu

Leu Gly

Thr Gly

Cys Leu

Glu val
35

Leu Phe
50

Leu Gly

Ile Thr

Leu Ser

Leu GIn
115

Asn Thr
130

Gln Gly

val
Leu
260
Ala
Ser

Ser

Asn

Met
Gly
20

Ala
Asp

Ser

Thr

Leu

Pro

Met

GIn
245
Pro
Trp

Ser

GIn

335

LyS
S

Leu
Glu
Thr
Ie

Lys
&

Lys
Glu

Met

Ala

ES 2289 264 T3

Ser Glu Asp Gly Lys
250

val

cys

Ala

Leu
310

Pro

Tyr

Gly

Arg

Ala

Ile
70

Leu

His

Tyr

Glu

Met

Ala

Leu

Glu
295

Thr

His

Arg

Thr

Leu

Glu
SS

Lys

Tyr

Ile

val

Glu

135

Tyr

His
Ar
28
Gln
Pro

ser

Asn
Trp

Met
40

val
Lys
Trp
Ile

ASp
120

Ile

Gln
265
ser
Leu

GIn

Lys

Leu

val
25

Thr

Tyr

Lys

Gly

Glu

105

val

val

Leu
Glu
Ile

Thr

330

Gly
10

Thr
Ile
Ala
Gly

Gly
90
Gly

val

Arg

Trp Gly Thr

Lys

Gly

Gly

Glu

val
315

Lys

Phe

Ala

Ala

Trp
75

Lys

Leu

Phe

Ala

ser

Gln
Cys
val
His
300

Met

Ser
Gly
Tyr
Gly
60

Arg

Ala
Lys
Ala
Met

140

Arg

GIn

Thr

Ser
285

Leu

Glu

Gly

Gly

Glu
45

Lys

Arg

Glu
Gly
Asn
12§

Thr

Trp

Ala

val
270

Ser

255
Ala

val

val

Gln

Leu

Gly Ala Leu

Ile Asp Gl

Leu

Gln
30

Ser

Ala

Ser

Ser
110

Arg

His

ser

Arg
15

Ile

Gly

Glu

ser

Glu
9s

Leu

Pro

val

Ala

32

val

Ser

val

val

Leu
80

Arg

Gln

Asp

Ile

Met
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145

Glu Ile Met
Pro val Cys

Glu val Gln
195

Thr Trp Ser
21

Gly val Pro
225

Lys Glu Arg
Lys Asp Leu

Leu Ala val
275

Leu Gly Ser
290

GIn val Leu
305

Ile teu Arg

<210>5

<211> 333
<212> PRT
<213> Rattus sp.

<400> 5

Gly Leu GIn

1

Cys Leu Gly

Glu Met Ala
35

Leu Phe Asp
50
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150

Glu Ala Tyr Ser val
165

Glu GIn Ala Glu Tyr
180

Leu Pro Glu teu T5r
200

Pro Leu Ala Cys Gly
215

Glu Ser Ser Arg Ala
230

Ile val Ser Glu Glu
245

Ser Pro Ile Ala Glu
260

Ala Trp Cys Leu Ar
28

ser Thr Pro Glu GlIn
295

Pro Lys Met Thr Ser
310

Asn Lys Pro Tyr Ser
345

Phe ;yr Arg Asn Leu

Leu Gly Thr Trp val
20

Glu His Leu Met Thr
40

Thr Ala Glu g§1 Tyr

Ala
His
185
His
Ile
Ser
Gly
Ar

26

Asn
Leu
His

Lys

Gly
Thr
25

Leu

Ala

155

Arg Gln
17
Leu Phe
Lys Ile
Ile ser
Leu Lys
255
Arg Lys
25
Leu Gly
Glu Gly

Ile Glu

val val
315

e

Phe

GIn

Gly

9

22

Cys

Gln

Cys

val

ASn

300

Asn

Tyr

ASn

Arg

val

205

Lys

Tyr

GIn

Thr

Ser

285

Leu

Glu

Arg

Lys Ser Gly Leu
1 Y

phe Gly Gly GlIn

Ala Tyr Asp Asn
45

Ala Gly Lys Ala
60

Met Ile
175

Glu Lys
190
Gly Ala
Tyr Gly
GIn Trp
Asn Lys
255
Leu Pro
270
Ser val
Gly Ala

Ile Asp

Ser

Arg val

15
Ile Thr
30

Gly 1le

Glu val

160

Pro

val

Met

AsSn

Leu

240

Leu

Glin

Leu

Ile

Asn
320

Ser

Asp

ASn

val
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<210> 6
<211> 330

Leu
65
Ile
Leu
Leu
ASn
GIn
145
Ile
Ile
val
Trp
Ile
225
ASp
Glu
Ala
Gly
val

305

Leu

Gly

Thr

ser

Gln

130

Gly

Met

Cys

Gln

Ser

210

Pro

Lys

Leu

Ile

Ala

290

Leu

Gly

Asnh

Thr

Arg

Leu

115

Pro

Met

Glu

Glu

Leu

195

Pro

pPro

Ile

Gln

Ala

275

ser

pro

ASn

Ile

Lys

Lys

100

Glu

Met

Ala

Ala

Glin

180

Pro

Leu

Tyr

Leu

Ala

260

Trp

Asn

Lys

Lys

Ile

Ile

85

His

TYyr

Glu

Met

Glu

Ala

Ser

Ser

245

Ile

Cys

Ala

Leu

Pro
325
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Lys Lys Lys Gly Trp Arg Arg
70 75

Phe
Ile
val

Glu

ser
Glu
Leu
Cys
Ar

23

Glu
Ala
Lteu
Glu
Ser

310

Tyr

Trp Gly Gly %s Ala Glu

Xle

ASp

Thr

135

Trp

val

Tyr

Phe

Gl

21

Ala

Glu

Glu

Arg

GlIn

295

Ser

Ser

Glu

val

120

val

Gly

Ala

His

His

200

Ile

Ser

Gly

Arg

Asn

280

Leu

Ser

Lys

Gl

10

val

Arg

Thr

Arg

Met

185

Lys

val

Leu

Arg

Leu

265

Glu

Met

Ile

Lys

Leu Lys

Ala

Phe Ala Asn

Ala Met
Ser Ar
15?
Gln Phe
170
Phe G1n
Ile Gly
Ser Gly
Lys Gl
s 258
Arg GIn
258
Gly Cys
Gly val

Glu Asn

val His
315

356

Thr
140
Trp
Asn
Arg
val
Lys
zgo
Tyr
GIn
THhr
ser
Ile
300

Glu

Arg

ser
Thr
ser
Ar

12

His
ser
Leu
Glu

Gl
20

Tyr
G6In
Ala
Leu
Ser
285
Gly

Ile

Ser

Ser

Glu

Leu

110

Pro

val

Ser

Ile

Lys

130

Ala

ASp

Trp

Lys

Pro

270

val

Ala

Asp

Lev

Arg

95

Glu

Asp

Ile

Met

Pro

175

val

Met

ser

Leu

Leu

255

Gln

Leu

Ile

Ser

val

80

Gly

Arg

Pro

Asn

Glu

160

Pro

Glu

Thr

Gly

LyS

Lys

Leu

Leu

Gln

Ile
320
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<212> PRT
<213> Rattus sp.

<400> 6

Gly
1
ser
Asp
AsSn
Thr
65
val
Gly
Arg
Pro
Asn
145
Glu

Pro

Glu

Thr
Cys
Glu
Leu
50

Leu
Ile
Leu
Leu
Ser
130
Gln
Ile
val
Met
Tr

210

val

Gly

Leu

Thr

35

phe

Gly

Thr

Ser

GlIn

115

Ser

Gly

Met

oys

Gin
195

p Ser

Pro

Met
Gly
20

Ala
ASp
ASNn
Thr
Ar

10

Leu
Pro
Leu
Glu
Glu
180
Leu

Pro

Asp

Lys
S
Leu
Glu
Thr
Ile
LyS
gt
Lys
Glu
Met
Ala
Ala
165
GlIn
Pro

Leu

Ala
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Tyr Arg Asn

Gly
Asp
Ala
Leu
70

Ile
His
Tyr

Glu

Leu
150
Tyr
Ala

Glu

Ala

2%

Thr

Leu

Glu

55

Lys

Phe

Ile

val

Glu
135

Tyr

ser

Glu

Leu

Cys

215

Lys

Trp

Leu

40

val

Ser

Trp

Ile

ASp

Ile

Trp

Met

ASnh

Leu
val

25

Thr

TYyr

Lys

Gly

Glu

105

Ile

val

Gly

Ala

His

185

His

Leu

Thr

Gly

10

Thr

val

Ala

Gly

Gly

90

Gly

val

Arg

Thr

Ar

17

phe

Lys

Ile

val

Lys
Phe
Ala
Ala
Trp
75

GIn
Leu
phe
Ala
Ser
155
Gln
Phe

Ile

Thr

245

ser

Gly

Tyr

Gly

60

Arg

Ala

GlIn

Ala

Met

140

Arg

Phe

Gln

Gly

Ser

220

Gly

Gly

Ser

Glu

45

Lys

Arg

Glu

Gly

Asn

125

Thr

Trp

Asn

Arg

val

205

Lys

Tyr

Leu

Gln

30

His

Ala

Ser

Thr

Ser

110

Arg

Tyr

Ser

Leu

Glu

190

Gly

TYyr

Gln

Arg

15

Ile

Gly

Glu

Ser

Glu

95

Lteu

Ser

val

Ala

Ile

175

Lys

Ser

Asp

Trp

val

Ser

val

Arg

Asp

Asp

Ile

Ala

160

Pro

val

val

Gly

Leu
240



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Lys

Leu

Leu

Gln

305

Leu

Glu Lys

Asp Leu

Ala Ile
275

Gly val
290

val Leu

Leu Gly

val GIn Ser
245

Leu Pro Ile
260

Ala Trp Cys

Ser Ser Ala

Gly Gln Leu
310

Asn Lys Ser
325
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Glu Asp Gly Lys Lys GIn Gln
250

Ala His GlIn
265

Leu Arg ser
28

Glu GIn Leu

295

Thr Pro Gln

His Ser Lys

Leu Gly Cys Thr
Glu Gly val Sser
285

Met Glu His Leu
300

Thr val Met Glu
315

3%

Ala Arg val
25

val Ala GlIn

270

Ser val Leu

Gly Ser Leu

Ile Asp Ala
320
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