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DESCRIPCION

Genes relacionados con MinK, formacién de canales de potasio y asociacién con arritmias cardiacas.

Esta solicitud se hizo con apoyo gubernamental conforme a las becas n® RO1 HL46401, RO1 GM51851 y P50-
HL52338, financiadas por los Institutos Nacionales de la Salud, Bethesda, Maryland y la beca M0O1 RR00064 del
Servicio de Salud Publica de Estados Unidos. El gobierno federal puede tener ciertos derechos en esta invencién.

Antecedentes de la invencion

La presente invencion estd relacionada con genes y productos génicos relacionados con Min-K, que forma canales
i6nicos, y con un proceso para el diagnéstico de trastornos de canales idnicos, incluyendo el sindrome de QT largo
(LQT). Por ejemplo, la proteina KCNE2 forma canales de potasio Iy, junto con HERG y estd asociada con el LQT.
El LQT se diagnostica segun la presente invencién analizando la secuencia de ADN de KCNE2 de un individuo a
ensayar y comparando la secuencia de ADN respectiva con la secuencia de ADN conocida de un gen KCNE?2 normal.
Como alternativa, estos genes relacionados con MinK de un individuo a ensayar pueden explorarse con respecto a
mutaciones que producen trastornos de canales idnicos, incluyendo el LQT. La prediccion de trastornos de canales
i6nicos, incluyendo el LQT, permitird a los expertos prevenir los trastornos usando la terapia médica existente. Esta
invencion estd relacionada ademads con el descubrimiento de que las proteinas HERG y KCNE2 (también conocidas
como MiRP1) se ensamblan para formar un canal de potasio I, cardiaco. Este conocimiento puede usarse para coex-
presar estas dos proteinas en una célula, y dicha célula transformada puede usarse para seleccionar farmacos que sean
ttiles en el tratamiento o prevencién del LQT. La invencidn estd relacionada ademds con mutaciones en el gen KCNE?2
humano que se han descubierto en familias con LQT.

Las publicaciones y otros materiales usados en el presente documento para aclarar los antecedentes de la invencién
o proporcionar detalles adicionales con respecto a la préctica se incorporan como referencia, y por comodidad se
agrupan respectivamente en la Lista de Referencias adjunta.

Las arritmias cardiacas son una causa comtin de morbilidad y mortalidad, siendo responsables de aproximadamente
el 11% de todas las muertes naturales (Kannel; 1987; Willich et al., 1987). En general, el diagndstico y el tratamiento
presintomatico de individuos con taquiarritmias ventriculares que ponen en peligro la vida es deficiente y en algunos
casos el tratamiento médico realmente aumenta el riesgo de arritmia y muerte (Cardiac Arhythmia Suppression Trial
II Investigators, 1992). Estos factores hacen que la deteccién precoz de individuos con riesgo de arritmias cardiacas y
la prevencion de las arritmias sean altas prioridades.

Tanto los factores genéticos como los factores adquiridos contribuyen al riesgo de desarrollar arritmias cardiacas.
El sindrome de QT largo (LQT) es una arritmia cardiaca hereditaria que produce una pérdida brusca de consciencia,
sincope, ataques y muerte sibita por taquiarritmias ventriculares, especificamente torsade de pointes y fibrilacién ven-
tricular (Ward, 1964; Romano, 1965; Schwartz et al., 1975; Moss et al., 1991). Este trastorno normalmente se produce
en individuos jévenes, por lo demds sanos (Ward, 1964; Romano 1965; Schwartz et al., 1975). La mayoria de los por-
tadores de genes del LQT manifiestan una prolongacion del intervalo QT en un electrocardiograma, un signo de una
repolarizacién cardiaca andmala (Vincent ef al., 1992). Las caracteristicas clinicas del LQT se producen como resul-
tado de arritmias cardiacas episddicas, especificamente taquiarritmias ventriculares relacionadas con la repolarizacién
tales como forsade de pointes, denominada asi por la naturaleza ondulante caracteristica del electrocardiograma en
esta arritmia y fibrilacién ventricular (Schwartz et al., 1975; Moss and McDonald, 1971). La arritmia conocida como
torsade de pointes puede degenerar en fibrilacion ventricular, una arritmia particularmente letal. Aunque el LQT no es
un diagndstico comun, las arritmias ventriculares son muy comunes; mds de 300.000 ciudadanos de Estados Unidos
mueren repentinamente cada afio (Kannel, et al., 1987; Willich et al., 1987) y, en muchos casos, el mecanismo subya-
cente puede ser una repolarizacidn cardiaca aberrante. Por lo tanto, el LQT proporciona una oportunidad tnica para
estudiar a nivel molecular las arritmias cardiacas que ponen en peligro la vida.

Se han definido tanto formas hereditarias como formas adquiridas de LQT. El LQT adquirido y las arritmias secun-
darias pueden producirse por isquemia cardiaca, bradicardia y anomalias metabdlicas tales como bajas concentraciones
séricas de potasio o calcio (Zipes, 1987). E1 LQT también puede producirse por tratamiento con ciertas medicaciones,
incluyendo antibiéticos, antihistaminicos, anestésicos generales y, la mayoria de las veces, medicaciones antiarritmicas
(Zipes, 1987). Las formas hereditarias de LQT pueden deberse a mutaciones en al menos cinco genes diferentes. En
estudios previos se localizaron loci de LQT en el cromosoma 11p15.5 (KVLQTI o LQT1) (Keating et al., 1991a; Kea-
ting et al; 1991b), 7q35-36 (HERG o LQT2) y 3p21-24 (SCN5A o LQT3) (Jiang et al., 1994). De éstos, la causa mas
comun de LQT hereditario es KVLQTI. Los datos de los presentes solicitantes indican que las mutaciones en este gen
son responsables de mds de un 50% del LQT hereditario. Recientemente se localizé un cuarto locus de LQT (LQT4)
en 4q25-27 (Schott et al., 1995). Ademds, KCNE1 (LQTS) se ha asociado con el sindrome de QT largo (Splawski e?
al., 1997b; Duggal et al., 1998). Estos genes codifican canales iénicos implicados en la generacion del potencial de
accidn cardiaco. Las mutaciones pueden ocasionar una disfuncién de los canales y retrasar la repolarizacién mioce-
lular. Debido a la heterogeneidad regional de la expresion de los canales con el miocardio, la repolarizacion cardiaca
aberrante crea un sustrato para la arritmia. KVLQT1 y KCNEI también se expresan en el oido interno (Neyroud et al.,
1997; Vetter et al., 1996). Los presentes solicitantes y otros investigadores demostraron que ciertas mutaciones homo-
cigotas o heterocigotas compuestas en cada uno de estos genes pueden producir sordera y el fenotipo cardiaco severo
del sindrome de Jervell y Lange-Nielsen (Neyroud ef al., 1997; Splawski ef al., 1997a; Schultze-Bahr et al., 1997,
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Tyson et al., 1997). La pérdida de canales funcionales en el oido aparentemente altera la produccién de endolinfa,
produciendo sordera.

El diagnéstico presintomético del LQT actualmente se basa en la prolongacién del intervalo QT en electrocardio-
gramas. Un valor de QTc (intervalo QT corregido para el ritmo cardiaco; Bazzett, 1920) mayor de 0,44 segundos ha
clasificado tradicionalmente a un individuo como afectado. Sin embargo, la mayoria de los pacientes con LQT son
individuos jévenes, por lo demds sanos, que no se someten a electrocardiogramas. Ademas, los estudios genéticos han
demostrado que el valor de QTc ni es sensible ni es especifico (Vincent et al., 1992). El espectro de intervalos QTc para
portadores de genes y no portadores solapa, lo cual conduce a clasificaciones erréneas. Los no portadores pueden tener
intervalos QTc prolongados y diagnosticarse como individuos afectados. Por el contrario, algunos portadores de genes
de LQT tienen intervalos QTc < 0,44 segundos, pero siguen teniendo un mayor riesgo de arritmia. Un diagnéstico
presintomatico correcto es importante para un tratamiento eficaz y con especificidad génica del LQT.

Se ha informado sobre formas autosémicas dominantes y autosomicas recesivas de este trastorno. El LQT autos6-
mico recesivo (también conocido como sindrome de Jervell y Lange-Nielsen) se ha asociado con una sordera neural
congénita; esta forma de LQT es rara (Jervell y Lange-Nielsen, 1957). El LQT autosémico dominante (sindrome de
Romano-Ward) es méds comin y no estd asociado con otras anomalias fenotipicas (Romano et al., 1963; Ward, 1964).
Un trastorno muy similar al LQT hereditario también puede ser adquirido, normalmente como resultado de una terapia
farmacolégica (Schwartz et al., 1975; Zipes, 1987).

Los datos tienen implicaciones para el mecanismo de las arritmias en el LQT. Previamente se han propuesto dos
hipétesis para el LQT (Schwartz et al., 1994). Una sugiere que una predominancia de la inervacién autonémica iz-
quierda produce una repolarizacién cardiaca anémala y arritmias. Esta hipétesis se respalda por el descubrimiento de
que pueden inducirse arritmias en perros mediante la retirada del ganglio estrellado derecho. Ademds, ciertos indicios
anecdoticos sugieren que algunos pacientes con LQT se tratan eficazmente por agentes bloqueantes S-adrenérgicos y
por ganglionectomia del estrellado izquierdo (Schwartz et al., 1994). La segunda hipétesis para las arritmias relacio-
nadas con el LQT sugiere que ciertas mutaciones en genes de canales i6nicos especificos del corazén, o genes que
modulan canales i6nicos cardiacos, producen una repolarizacion miocelular retardada. La repolarizaciéon miocelular
retardada podria promover la reactivacién de canales de calcio de tipo L dando como resultado despolarizaciones se-
cundarias (January and Riddle, 1989). Probablemente, estas despolarizaciones secundarias son el mecanismo celular
de las arritmias torsade de pointes (Surawicz, 1989). Esta hipdtesis se confirma por la observacién de que el blo-
queo farmacoldgico de los canales de potasio puede inducir la prolongacién de QT y las arritmias relacionadas con
la repolarizacién en modelos humanos y animales (Antzelevitch and Sicouri, 1994). El descubrimiento de que una
forma de LQT se produce como resultado de mutaciones en un gen de canal de potasio cardiaco confirma la hipdtesis
miocelular.

En teoria, las mutaciones en un gen de canal de sodio cardiaco producirian LQT. Los canales de sodio de apertura
por voltaje median la despolarizacién rapida en los miocitos ventriculares y también conducen una pequefia corriente
durante la fase de meseta del potencial de accién (Attwell ef al., 1979). Ligeras anomalias en la funcion de los canales
de sodio (por ejemplo, una inactivacion retardada de los canales de sodio o una alteracién de la dependencia del voltaje
de la inactivacién de los canales) podrian retrasar la repolarizacion cardiaca, ocasionando una prolongacién de QT y
arritmias. En 1992, Gellens y sus colegas clonaron y caracterizaron un gen de un canal de sodio cardiaco, SCN5A
(Gellens et al., 1992). La estructura de este gen era similar a la de otros canales de sodio caracterizados previamente,
codificando una proteina grande de 2016 aminodcidos. Estas proteinas de canales contienen cuatro dominios homé-
logos (DI-DIV), conteniendo cada uno de ellos seis supuestos segmentos transmembrana (S1-S6). SCN5A se localizé
recientemente en el cromosoma 3p21, lo que hace que sea un excelente gen candidato de LQOT3 (George et al., 1995),
y después este gen resultd estar asociado con LQT3 (Wang et al., 1995a).

En 1994, Warmke y Ganetzky identificaron un nuevo ADNc humano, el gen relacionado con éter a-go-go humano
(HERG, Warmke and Ganetzky, 1994). HERG se localiz6 en el cromosoma humano 7 por andlisis de PCR de un
panel hibrido de células somaticas (Warmke and Ganetzky, 1994), lo cual hizo que fuera un candidato para LQT?2.
Tiene una homologia de la secuencia de aminoécidos prevista con los canales de potasio. HERG se aisl6 a partir de
una biblioteca de ADNc de hipocampo por homologia con el gen éter a-go-go de Drosophila (eag), que codifica un
canal de potasio modulado por calcio (Bruggemann et al., 1993). Sin embargo, HERG no es el homé6logo humano de
eag, compartiendo sélo aproximadamente el 50% de homologia de secuencias de aminoécidos. Se ha demostrado que
HERG esta asociado con LQT?2 (Curran et al., 1995).

Se descubri6 que LQT1 estaba asociado con el gen KVLQTI (Q. Wang et al., 1996). Se identificaron y se caracteri-
zaron dieciséis familias con mutaciones en KVLQOTI, y se demostré que en las dieciséis familias habia una asociacién
completa entre LQT1 y KVLQOTI. KVLQT]I se localiz6 en el cromosoma 11p15.5, lo cual hizo que fuera un gen candi-
dato para LQT1. KVIQT1I codifica una proteina con caracteristicas estructurales de canales de potasio, y la expresién
del gen medida por andlisis de transferencia de Northern demostré que KVLQOTI se expresa mds claramente en el
corazén. En KVLQT] se identificaron una delecién intragénica y diez mutaciones de sentido erréneo diferentes que
producen LQT. Estos datos definen a KVLQT! como un nuevo gen de canales de potasio cardiacos y demuestra que
las mutaciones en este gen producen susceptibilidad a taquiarritmias ventriculares y muerte sibita.

Se sabia que un componente del canal Ix, es minK, una proteina de 130 aminoécidos con un solo supuesto dominio
transmembrana (Takumi et al., 1988; Goldstein and Miller, 1991; Hausdorff et al., 1991; Takumi et al., 1991; Busch
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et al., 1992; Wang and Goldstein, 1995; KW Wang et al., 1996). El tamaifio y estructura de esta proteina hizo que fuera
poco probable que minK sola formara canales funcionales (Attali et al., 1993; Lesage et al., 1993). Se presentaron
pruebas de que KVLQT1 y minK se ensamblan para formar el canal de potasio Iy, cardiaco (Sanguinetti et al., 1996b).
La disfuncién de Ik es una causa de arritmia cardiaca. Posteriormente se demostré que mutaciones en KCNEI (que
codifica minK) también pueden producir el LQT (Splawski et al., 1997b).

Se desea identificar otros genes que estén implicados en el LQT y que puedan usarse para el diagnéstico del LQT.
Descripcion resumida de la invenciéon

La presente invencion estd relacionada con genes asociados con MinK, sus productos proteicos, su asociacién para
formar canales i6nicos, tales como canales de potasio, y su asociacién con trastornos de canales idnicos, tales como
arritmia cardiaca.

En un aspecto de la presente invencion, se proporcionan las secuencias de ADN y proteinas para KCNE2 humano.
También se describen en el presente documento las secuencias de ADN y proteica para KCNE2 de rata, KCNE3
humano, KCNE3 de ratén, KCNE4 humano y KCNE4 de raton. Estos genes se denominan como alternativa MiRP1,
MiRP2 y MiRP3, respectivamente.

En un segundo aspecto de la presente invencion, se proporciona el ensamblaje de HERG y KCNE?2 para formar un
canal de potasio I;.

En un tercer aspecto de la presente invencion se proporciona la asociacién de KCNE?2 con arritmias cardiacas.
El conocimiento de que estas dos proteinas se ensamblan para formar el canal Ik, es util para desarrollar un ensayo
para seleccionar farmacos que sean ttiles en el tratamiento o prevencion del LQT. Por medio de la coexpresion de los
dos genes en una célula tal como un oocito, es posible seleccionar farmacos que tengan un efecto sobre el canal I,
tanto en su forma de tipo salvaje como en su forma mutada. Este conocimiento también es itil para el andlisis del gen
KCNE? para un diagnéstico precoz de sujetos con LQT.

En un cuarto aspecto de la presente invencién se proporcionan mutaciones en KCNE2 que estdn asociadas con el
LQT.

En un quinto aspecto de la presente invencién se proporciona el andlisis del gen KCNE2 para un diagndstico
precoz de sujetos con LQT. El método de diagndstico comprende analizar la secuencia de ADN del gen KCNE?2 de un
individuo a ensayar y compararla con la secuencia de ADN del gen no variante nativo. En una segunda realizacion,
se explora el gen KCNE?2 de un individuo a ensayar con respecto a mutaciones que producen LQT. La capacidad de
predecir LQT permitird a los médicos prevenir la enfermedad con terapia médica tal como agentes beta bloqueantes.

En un sexto aspecto de la presente invencion se exploran candidatos de farmacos para identificar formacos que
sean Tttiles para tratar o prevenir el LQT.

En un séptimo aspecto de la presente invencién se exploran farmacos ttiles para tratar el LQT y otros trastornos re-
lacionados o no relacionados con respecto a su riesgo de producir LQT o estos trastornos porque pueden interaccionar
con, y bloquear, un canal iénico.

En un octavo aspecto de la presente invencién se proporcionan la farmacogendmica del genotipo y reacciones de
farmacos.

Breve descripcion de las figuras

Las Figuras 1A-1C muestran que MiRP1 se expresa en el corazén y estd relacionada con MinK. Fig. 1A: Distri-
bucién tisular de MiRP1 de rata. Transferencia de Northern de tejidos de rata indicados realizada con un fragmento
de rKCNEI (n° de acceso D85797, 387 pb); 2 ug de ARNm poli(A)* por tejido y por calle. Fig. 1B: La transferencia
del panel a sondeada con respecto a la S-actina. Fig. 1C: Secuencias peptidicas previstas para MiRP1 y MinK de rata
y humano. El supuesto segmento transmembrana estd subrayado; los residuos idénticos estdn ligeramente sombrea-
dos; tres posiciones de hMiRP1 asociadas con arritmia estdn sombreadas en oscuro (Q9, M54, 157). MiRP1 contiene
secuencias consenso para 2 sitios de N-glicosilacién (N6, N29) y 2 sitios de fosforilacién mediados por la proteina
quinasa C (T71, S74). Los ADNc de KCNE! de rata y humano contienen codones de terminacidon en fase sin ATG in-
termedios en sus secuencias 5’ cadena arriba y una A en la posicién -3 con respecto a la metionina iniciadora prevista;
los niimeros de acceso para KCNEI humano y de rata son AF071002 y AF071003, respectivamente.

Las Figuras 2A-2F demuestran que rMiRP1 es una subunidad de canal i6nico. Se evaluaron atributos de canales
formados con subunidades HERG (m) o rMiRP1 y HERG (0) en solucién de Ca®* 0,3 mM, KCI 100 mM mediante
los protocolos indicados, como se describe en los Ejemplos. Fig. 2A: Graficos de corriente de partida por protocolo
1 (encarte); barras de escala 1 uA y 1 s. Fig. 2B: Gréficos de corriente por el protocolo 3 (encarte), por lo demas
como en la Fig. 2A. Fig. 2C: Activacién en estado estacionario por el protocolo 1; corrientes de cola medidas en la
flecha, media + s.e.m. para grupos de 10 oocitos, normalizado a 1,4 (40 mV). Lineas de acuerdo con la funcién de
Boltzmann: 1/{1+exp[(V,,,-V)/V,]} donde V,,, es el voltaje semimaximo y V; es el factor de pendiente; las barras
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de error representan s.e.m. Vy,era-46 £ 1y -37+ 1 mVy V, 11,4 £ 0,2y 11,7 + 0,1 para los canales de HERG
y tMiRP1 + HERG, respectivamente. (2C, encarte), Velocidades de activacion a diversos voltajes por el protocolo 2,
grupos de 3 oocitos, normalizado a la velocidad a 60 mV. Fig. 2D: Corrientes de cola maximas por el protocolo 3;
ajuste como en la Fig. 2C; media + s.e.m. para grupos de 10 oocitos; el mdximo a -150 mV para los canales de HERG
y tMiRP1 + HERG fueron -8,8 = 0,5y -4,9 + 0,7 uA, respectivamente. Fig. 2E: Inactivacion en estado estacionario
por el protocolo 4 (encarte); media + s.e.m. para grupos de 8 oocitos, normalizada con respecto al mdximo (-140 mV).
Fig. 2F: Velocidades de desactivacion a diversos voltajes por el protocolo 3; la relajacién de la corriente se ajustd con
un solo exponencial (I = Ae ") con grupos de 8 oocitos; para canales de HERG y tMiRP1 + HERG a -120 mV, 7!
fue 1,5+ 0,2y 0,21 £ 0,01 sy A fue 7,9 + 0,4 y 4,2 + 0,5 A, respectivamente.

Las Figuras 3A-3C muestran que los canales de tMiRP1/HERG individuales (0O0) son similares en conductancia a
los canales I, nativos mientras que los canales HERG (m) no lo son. Realizado en solucién de Ca?* 0,3 mM, KCI1 100
mM por el protocolo 7, como se describe en los Ejemplos. Fig. 3A: Corrientes de un solo canal a diversos voltajes;
barras de escala 0,5 pA y 0,2 s. Fig. 3B: Histogramas de todos los puntos calculados a -90 mV a partir de las zonas
del panel a con aproximadamente 30.000 acontecimientos (150 transiciones) registrados antes de la desactivacion y
sin reflejar Py. Fig. 3C: Relaciones de corriente-voltaje para canales individuales HERG o rMiRP1 + HERG en zonas
selladas (configuracion “cell-attached patch”) (n = 5) mantenidas a los voltajes indicados; se construyeron histogramas
de todos los puntos con 1,3 x 10° acontecimientos a cada voltaje, ~ 400 transiciones. Las conductancias de pendiente
fueron de 12,9 + 2,0y 8,2 + 1,4 pS, para los canales de HERG y rMiRP1 + HERG, respectivamente. Filtrado a 0,5
kHz.

Las Figuras 4A-4B muestran que los canales individuales de rMiRP1/HERG se desactivan mds rdpidamente que
los canales de HERG. Fig. 4A: Desactivacion de canales individuales en zonas selladas como en la Figura 3; barras de
escala 2 pAy 0,75 s. Fig. 4B: Conjunto de 50-70 ensayos realizados como en el panel a a -100 mV; las transiciones de
capacitancia se neutralizaron por resta del grafico nulo. Los histogramas se ajustaron con una sola funcién exponencial
(I= 1y + Ie™); 77! = 300 ms, Iy = -8 pA e I = -20 pA para canales de HERG; 77! = 131 ms, [, = -10 pA e = -24 pA
para canales que contienen subunidades rMiRP1 y HERG. Barras de escala 10 pA y 0,5 s.

Las Figuras SA-5F muestran que los canales de rMiRP1/HERG (O0) pero no los canales de HERG (m) son similares
a los canales Iy, nativos en su regulacién por K* y velocidad de desactivacion. Realizado en solucién de Ca®* 1 mM,
KCl1 4 mM por los protocolos descritos en los Ejemplos. Fig. SA: Gréficos de corriente de partida por el protocolo 6;
barras de escala 0,1 uA, 1 s. Fig. 5B: Relacién de corriente-voltaje al final del pulso de activacién (flecha); media +
s.e.m. para grupos de 7 oocitos; estudiado con la Fig. 5A. Fig. 5C: Variacién de amplitud de corriente con KCl externo;
media + s.e.m. para grupos de 8 células estudiados como en el panel a a 0 mV. Las lineas continuas son ajustes lineales
a los datos; para HERG, la relacion da una pendiente = 46 + 2 y una interseccién = 377 + 6 nA (R = 0,998); para
rMiRP1/HERG, pendiente = 11,7 + 0,4 e intersecciéon = 155 + 2 nA (R = 0,999). Fig. 5D: Griéficos de corriente de
partida por el protocolo 3; duraciones de prepulso y pulso de ensayo de 1 s; barras de escala 1 uA y 250 ms. Fig.
SE: Relacién de corriente-voltaje en el maximo (flecha en la Fig. 5D); media + s.e.m. para grupos de 5 oocitos; a
-50 mV las corrientes fueron 1200 + 100 y 300 + 60 nA, mientras que a -120 mV fueron -2200 = 100 y -900 + 70
para los canales de HERG y rMiRP1/HERG respectivamente. Fig. SF: Bloqueo en estado estacionario por diversas
concentraciones de E-4031 en solucién de KCI 20 evaluado por el protocolo 5 y representado como la fraccién de
corriente no bloqueada para grupos de 6 oocitos; en el texto se presentan las constantes de inhibicién. Ningun tipo de
canal mostré bloqueo con el pulso inicial.

Las Figuras 6A-6B muestran que las subunidades rMiRP1 y HERG forman complejos estables. Fig. 6A: Expresion
en células COS de tMiRP1-HA (M1), HERG-cmyc (H) y conexina43-cmyc (C). Las calles contienen el lisado celular
total (TL) o inmunoprecipitaciones (IP) realizadas con anticuerpo anti-cmyc. SDS-PAGE (10-16%) y visualizacién de
transferencia de western con anticuerpo anti-HA. Las células se transfectaron con las siguientes subunidades: calles
1, 2: M1 + H; calle 3: H; calle 4: M1; calle 5: M1 + C; las barras marcan 32,7, 30,2 y 24 kDa. Fig. 6B: rMiRP1
forma complejos con HERG antes que con MinK in vitro. Las calles contienen inmunoprecipitados usando anticuerpo
anti-cmyc de productos de traduccién marcados con ¥*S-metionina generados con lisado de reticulocito de conejo y
se visualizaron por autorradiografifa. Las mezclas de reaccion contenian subunidades, rtMiRP1 (M1), rMinK (m) y
HERG-cmyc (H), como se indica a continuacién: calle 1: M1 + H; calle 2: m + H; calle 3: M1 + m + H; barras 30,2 y
24 kDa.

Las Figuras 7A-7C muestran que los canales formados con hMiRP1 y HERG (pero no los formados con proteina
HERG sola) se bloquean por E-4031 con cinéticas bifésicas. Se pasaron células CHO que expresaban subunidades de
canales, como se indica, de -80 mV a +20 mV durante 1 s y después a -40 mV durante 2 s con un intervalo interciclo
de 0,5 s. Las células se estudiaron durante 4 ciclos antes de la aplicacién del farmaco, se mantuvieron préximas a
-80 mV durante 1 minuto en presencia de E-4031 1 uM (barra) y después se estudiaron durante 30-70 ciclos en
presencia continuada del farmaco. Fig. 7A: Los primeros 20 gréificos de corriente para una célula que expresa canales
de HERG; la fraccion de corriente no bloqueada en el primer pulso para esta célula fue = 0,99. Fig. 7B: Los primeros
20 gréficos de corriente para una célula que expresa canales de hMiRP1/HERG; la fraccion de corriente no bloqueada
en el primer pulso para esta células fue = 0,64. Fig. 7C: Relajacién hasta el bloqueo de equilibrio para las células en
el panel a (canales de HERG, m, T = 38 ciclos) y panel b (canales de hMiRP1/HERG, O, 7 = 4 ciclos).

Las Figuras 8A-8D muestran la funcién de canales con subunidades hMiRP1 de tipo salvaje o asociadas con arrit-
mia. Fig. 8A: Gréficos de corriente de partida con tipo salvaje (WT), T8A, Q9E o M54T-hMiRP1 y HERG en células
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CHO por el protocolo 6 con solucién de Ca** 1 mM, KCl 4 mM (Ejemplos); las barras de escala representan 15 pA
para WT y 50 pA para T8A, Q9E y M54T-hMiRP1 y 0,5 s. Fig. 8B: Corrientes de cola inducidas por despolarizacién
a 20 mV (no mostrado) y repolarizacién a voltajes de -20 a -120 mV, por lo demds como en la Fig. 8A; las barras de
escala representan 50 pA para WT, 100 pA para T8A y M54T, 500 pA para Q9E-hMiRP1 y 0,1 s. Fig. 8C: Activacion;
curvas Po is6cronas para WT(0O), T8A (A), QIE (@) y M54T-hMiRP1 (V¥); las curvas son media + s.e.m. para grupos
de 10-14 células y se ajustan como en la Fig. 2C; el voltaje de activacién semimaximo y los factores de pendiente se
presentan en la Tabla 1. Fig. 8D: Desactivacion: componente rapido, para WT(O), T8A (A), QIE (@) y M54T-hMiRP1
('¥); los valores para las velocidades rapida y lenta y sus pesos se estimaron ajustando los graficos de corriente de
partida a una funcién doble exponencial (Tabla 1).

Las Figuras 9A-9C demuestran que Q9E-hMiRP1 esta asociado con la arritmia inducida por claritromicina y a un
aumento de la sensibilidad al farmaco. A menos que se indique, se usé solucién de Ca** 1 mM, KC14 mM (Ejemplos).
Fig. 9A: Gréficos de corriente de partida de Q9E-hMiRP1 expresado con HERG en células CHO por el protocolo 6;
barras de escala 0,1 pA y 0,1 s. Fig. 9B: Variacién de amplitud de corriente de cola maxima en el equilibrio con dosis
variables de claritromicina después de la activacién a +20 mV; las concentraciones de bloqueo semimdximas estdn
en el texto, los coeficientes de Hill fueron 1,7 + 0,2 y 1,7 + 0,1 para WT (O0) y Q9E-hMiRP1 (0), respectivamente.
Fig. 9C: Relacién de corriente-voltaje como en el panel a, media + s.e.m. para grupos de 6 células en ausencia (@)
o presencia (O) de claritromicina 0,5 mM. Los datos se ajustaron usando la ecuacién de Boltzman en la Fig. 2C y se
multiplicaron por la inversa de la fraccién de la corriente no bloqueada; con claritromicina 0,5 mM, el valor de V,,,
para el tipo salvaje fue -30 = 8 mV (no mostrado), mientras que fue de -25 + 5 mV para Q9E-hMiRP1 (mostrado); los
factores de pendiente no cambiaron. En solucién de Ca** 1 mM, KCI 1 mM vy claritromicina 0,5 mM (no mostrado),
el valor de Vy, para el tipo salvaje fue de -32 + 6 mV y para Q9E-hMiRP1 fue de -29 +£10 mV; de nuevo, los factores
de pendiente no cambiaron.

Resumen de la lista de secuencias

La SEC ID N°:1 es la secuencia de ADN para KCNE2 humano. La SEC ID N°: 2 es la secuencia proteica para
KCNE2 humano. La SEC ID N°: 3 es la secuencia de ADN para KCNE?2 de rata. La SEC ID N°: 4 es la secuencia
proteica para KCNE2 de rata. La SEC ID N°: 5 es la secuencia de ADN para KCNE3 humano. La SEC ID N°: 6 es la
secuencia proteica para KCNE3 humano. La SEC ID N°:7 es la secuencia de ADN para KCNE3 de ratén. La SEC ID
N°: 8 es la secuencia proteica para KCNE3 de ratén. La SEC ID N°:9 es la secuencia de ADN para KCNE4 humano.
La SEC ID N°: 10 es la secuencia proteica para KCNE4 humano. La SEC ID N°: 11 es la secuencia de ADN para
KCNE4 de ratén. La SEC ID N°: 12 es la secuencia proteica para KCNE4 de ratén. Las SEC ID N°: 13-18 son las
secuencias de ADN para los cebadores de amplificacién para la exploracién de mutaciones. La SEC ID N°: 19 es la
secuencia de aminodcidos de residuos HA usados para el marcaje de epitopos. La SEC ID N°: 20 es la secuencia de
aminodcidos para los residuos cmyc usados para el marcaje de epitopos.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion esta relacionada con la determinacion de la secuencia de varios genes relacionados con
MinK como se describe en este documento, su asociacioén para formar canales i6nicos, tales como canales de potasio,
y su asociacion con trastornos de canales i6nicos, tales como arritmias cardiacas. La presente invencién también esta
relacionada con variantes moleculares de los genes relacionados con MinK, particularmente KCNE2, que producen o
estan implicadas en la patogénesis de LQT. Como alternativa, estos genes relacionados con MinK de un individuo a
ensayar pueden explorarse con respecto a mutaciones que producen trastornos de canales i6nicos, incluyendo LQT.
La prediccién de trastornos de canales i6nicos, incluyendo LQT, permitird a los expertos en la materia prevenir los
trastornos usando la terapia médica existente. También estd relacionada con la determinacién de que HERG y MiRP1
(KCNE2) se ensamblan para formar canales de potasio Ik, cardiacos.

Mas especificamente, la presente invencidn estd relacionada con mutaciones en gen KCNE2 y con su uso en el
diagnéstico de LQT. La presente invencidn estd relacionada ademds con métodos para explorar en seres humanos
la presencia de variantes del gen KCNE2 que producen LQT. Como LQT ahora puede detectarse antes (es decir,
antes de que aparezcan los sintomas) y de una manera mas definitiva, los individuos que tienen LQT dispondran de
mejores opciones de tratamiento. La presente invencidn también estd relacionada con métodos para explorar firmacos
utiles en el tratamiento o prevencién del LQT1. La presente invencion estd relacionada ademds con métodos para
explorar farmacos con respecto a los efectos adversos sobre los canales i6nicos. Finalmente, la presente invencion esta
relacionada con la correlacién de un genotipo con una interaccién de farmaco, es decir con la farmacogenémica.

La presente invencidn proporciona métodos para explorar los genes relacionados con MinK, por ejemplo, el gen
KCNE? para identificar mutaciones. Estos métodos pueden comprender ademas la etapa de amplificar una parte de los
genes relacionados con MinK, por ejemplo, el gen KCNE?2, y pueden incluir ademds una etapa de proporcionar una
serie de polinucleétidos que son cebadores para la amplificacion de dicha parte del gen KCNE?2. El método es titil para
identificar mutaciones para uso en el diagndstico o prondstico de trastornos de canales idnicos, tales como LQT, que
estd asociado con KCNE2.

La presente invencién demuestra ademas que KCNE?2 (que codifica KCNE2) también estd implicado en el LQT. La
proteina KCNE2 y HERG se ensamblan para formar un canal de K*. De esta manera, la presente invencidn proporciona
métodos para explorar el gen KCNE?2 para identificar mutaciones. Estos métodos pueden comprender ademis la etapa
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de amplificar una parte del gen KCNE?2, y pueden incluir ademas la etapa de proporcionar una serie de polinucleétidos
que son cebadores para la amplificacién de dicha parte del gen KCNE2. El método es ttil para identificar mutaciones
para uso en el diagnéstico del LQT o el prondstico de LQT.

La presente invencién también estd relacionada con un método para explorar candidatos de farmaco para identificar
farmacos utiles para tratar o prevenir trastornos de canales i6nicos, tales como el LQT. La exploracién de farmacos
para LQT se realiza por medio de la coexpresion de genes HERG y/o KCNE2 mutantes en células, tales como oocitos,
células de mamifero o animales transgénicos (por ejemplo, ratones knockout) y el ensayo del efecto de un candidato
de farmaco sobre el canal I,. El efecto se compara con la actividad del canal Iy, de los genes HERG y KCNE?2 de tipo
salvaje.

La presente invencion esté relacionada ademas con un método para explorar farmacos usados o contemplados para
uso en el tratamiento o prevencion del LQT u otros trastornos cardiovasculares o trastornos no cardiovasculares con
respecto a efectos adversos sobre los canales idnicos, tales como el canal Ik,. La exploracién de farmacos se realiza
por medio de la coexpresion de genes HERG y/o KCNE?2 en células, tales como oocitos o células de mamifero y el
ensayo del efecto de un farmaco sobre el canal I,. El efecto se compara con la actividad del canal Iy, en ausencia del
farmaco.

La invencién finalmente estd relacionada con un método para determinar el efecto de un genotipo en una reaccién
con un farmaco. Por ejemplo, el método puede correlacionar la presencia de un alelo particular con una reaccién
mejorada o adversa a un fadrmaco usado para tratar o prevenir un trastorno de canales i6nicos, tal como el LQT.

La prueba de que el gen KCNE? esta implicado en la aparicion del LQT se obtiene encontrando secuencias en el
ADN extraido de miembros emparentados afectados que crean productos del gen KCNE2 anémalos o niveles anémalos
de los productos génicos. Estos alelos de susceptibilidad a LQT se co-segregaran con la enfermedad en los parientes.
También estardn presentes a una frecuencia mucho mayor en los individuos no emparentados con LQT que en los
individuos de la poblacién general. La clave es encontrar mutaciones que sean suficientemente graves como para
producir una alteracién evidente en la funcién normal del producto génico. Estas mutaciones pueden tomar varias
formas. Las formas mds severas serfan mutaciones de desplazamiento de fase o deleciones grandes que harian que el
gen codificara una proteina anémala o una que altere significativamente la expresion de la proteina. Las mutaciones de
alteracién menos graves incluirfan pequefias deleciones en fase y sustituciones de pares de bases no conservativas que
tendrian un efecto significativo sobre la proteina producida, tales como cambios hacia o desde un residuo de cisteina,
de un aminodacido basico a un aminoacido acido o viceversa, de un aminoacido hidréfobo a un aminoacido hidréfilo o
viceversa, u otras mutaciones que afectarian a la estructura secundaria o terciaria de la proteina. En general, no seria
de esperar que las mutaciones silenciosas o las que producen sustituciones de aminodcidos conservativas alterasen la
funcién de la proteina.

De acuerdo con el método de diagndstico y prondstico de la presente invencidn, se detecta la alteracién del gen
KCNE? de tipo salvaje. Ademds, el método puede realizarse detectando el gen KCNE?2 de tipo salvaje y confirmando
la ausencia de una causa del LQT como resultado de este locus. La “alteracién de un gen de tipo salvaje” incluye
todas formas de mutaciones incluyendo deleciones, inserciones y mutaciones puntuales en las regiones codificante y
no codificante. Las deleciones pueden ser del gen entero o sélo de una parte del gen. Las mutaciones puntuales pueden
producir codones de terminacidn, mutaciones de desplazamiento de fase o sustituciones de aminodcidos. Son muta-
ciones somaticas las que se producen sélo en ciertos tejidos y no se heredan en la linea germinal. Pueden encontrarse
mutaciones de la linea germinal en cualquiera de los tejidos corporales y son hereditarias. Los acontecimientos de
mutaciones puntuales pueden producirse en regiones reguladoras, tales como en el promotor del gen, conduciendo a
una pérdida o disminucién de expresion del ARNm. Las mutaciones puntuales también pueden anular un procesa-
miento apropiado del ARN, ocasionando una pérdida de expresioén del producto del gen KCNE?2, o una reduccién en
la estabilidad del ARNm o la eficacia de traduccidn.

Las técnicas de diagndstico ttiles incluyen, pero sin limitacién, hibridacién fluorescente in situ (FISH), secuen-
ciacion directa de ADN, analisis de PFGE, analisis de transferencia de Southern, analisis de conformacion de una
sola cadena (SSCA), ensayo de proteccion de RNasa, oligonucleétido con especificidad de alelo (ASO), andlisis de
transferencia puntual (dot blot) y PCR-SSCP, como se describe con detalle adicionalmente mds adelante. También es
util la técnica desarrollada recientemente de la tecnologia de microplacas de ADN.

La presencia de LQT puede averiguare ensayando cualquier tejido de un ser humano con respecto a la existencia de
mutaciones del gen KCNE2. Por ejemplo, una persona que ha heredado una mutaciéon de KCNE? en la linea germinal
seria propensa a desarrollar LQT. Esto puede determinarse ensayando el ADN de cualquier tejido del cuerpo de la
persona. De forma mds sencilla, puede extraerse sangre y extraerse el ADN de las células sanguineas. Ademads, puede
realizarse un diagnéstico prenatal ensayando células fetales, células placentarias o células amnidticas con respecto a
mutaciones del gen KCNE?2. La alteracién de un alelo de KCNE?2 de tipo salvaje, por ejemplo, por mutacioén puntual o
delecién, puede detectarse por cualquiera de los medios descritos en este documento.

Hay varios métodos que pueden usarse para detectar una variacién de la secuencia de ADN. La secuenciacion
directa del ADN, la secuenciacion manual o la secuenciacién automatica con fluorescencia pueden detectar una varia-
cidén de la secuencia. Otra estrategia es el ensayo de polimorfismo de conformacién de una sola cadena (SSCP) (Orita
et al., 1989). Este método no detecta todos los cambios de secuencia, especialmente si el tamafio del fragmento de
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ADN es mayor de 200 pb, pero puede optimizarse para detectar la mayor parte de la variacién de la secuencia de ADN.
Un inconveniente es la reducida sensibilidad de la deteccidn, pero el alto rendimiento posible con SSCP hace que sea
una alternativa atractiva y viable a la secuenciacidn directa para la deteccién de mutaciones en una investigacién. Los
fragmentos que han cambiado la movilidad en geles de SSCP después se secuencian para determinar la naturaleza
exacta de la variacion de la secuencia de ADN. Otras estrategias basadas en la deteccion de desacoplamientos entre
las dos cadenas de ADN complementarias incluyen la electroforesis en gel desnaturalizante constante (CDGE) (Shef-
field et al., 1991), andlisis de heteroduplex (HA) (White et al., 1992) y escision con desacoplamiento quimico (CMC)
(Grompe et al., 1989). Ninguno de los métodos descritos anteriormente detectard grandes deleciones, duplicaciones
o inserciones, ni detectard una mutacion reguladora que afecte a la transcripcioén o traduccién de la proteina. Otros
métodos que podrian detectar estas clases de mutaciones, tales como un ensayo de truncamiento de proteinas o el
ensayo asimétrico, detectan sélo tipos especificos de mutaciones y no detectarian mutaciones de sentido erréneo. En
una revision reciente de Grompe (1993) puede encontrarse una revisién de los métodos disponibles actualmente de
deteccién de una variacion de secuencia de ADN. Una vez conocida una mutacién, puede utilizarse una estrategia de
deteccion con especificidad de alelo, tal como una hibridacién de oligonucledtidos con especificidad de alelo (ASO)
para explorar rdpidamente grandes niimeros de otras muestras con respecto a esa misma mutacion. Esta técnica puede
utilizar sondas que estdn marcadas con nanoparticulas de oro para producir un resultado de color visual (Elghanian et
al., 1997).

Puede realizarse un andlisis preliminar rdpido para detectar polimorfismos en secuencias de ADN examinando una
serie de transferencias de Southern de ADN cortado con una o mds enzimas de restriccion, preferiblemente con un
gran nimero de enzimas de restricciéon. Cada mancha de transferencia contiene una serie de individuos normales y una
serie de casos de LQT. Las manchas de transferencia que presentan fragmentos de hibridacién (diferentes en longitud
del ADN de control cuando se sondean consecuencias proximas o que incluyen el locus de KCNE?2) indican una
posible mutacién. Si se usan enzimas de restricciéon que producen fragmentos de restriccién muy grandes, se emplea
electroforesis en gel en campo pulsante (PFGE).

La deteccién de mutaciones puntuales puede realizarse por clonacién molecular de los alelos de KCNE2 y secuen-
ciacion de los alelos usando técnicas bien conocidas en este campo. Ademds, los genes o porciones del gen pueden
amplificarse, por ejemplo, por PCR u otra técnica de amplificacién, y puede secuenciarse el gen amplificado o partes
amplificadas del gen.

Hay seis métodos bien conocidos para un ensayo mds completo, aunque todavia indirecto, para confirmar la pre-
sencia de un alelo de susceptibilidad: 1) andlisis de conformacién de una sola cadena (SSCP) (Orita et al., 1989);
2) electroforesis en gel con gradiente de desnaturalizacion (DGGE) (Wartell et al., 1990; Sheffield et al., 1989); 3)
ensayos de proteccién de RNasa (Pinkelstein et al., 1990; Kinszler et al., 1991); 4) oligonucle6tidos con especificidad
de alelo (ASO) (Conner et al., 1983); 5) el uso de proteinas que reconocen desacoplamientos de nucledtidos tales
como la proteina mutS de E. coli (Modrich, 1991); y 6) PCR con especificidad de alelo (Ruano and Kidd, 1989). En
el caso de la PCR con especificidad de alelo, se usan cebadores que hibridan en sus extremos 3’ con una mutacién de
KCNE? particular. Si no estd presente la mutacion particular, no se observa un producto de amplificacion. También
puede usarse la amplificacién refractaria de sistemas de mutaciones (ARMS) como se describe en la Publicacién de
la Solicitud de Patente Europea N° 0332435 y en Newton et al., 1989. También pueden detectarse inserciones y de-
leciones de genes por clonacién, secuenciacién y amplificacion. Ademads, pueden usarse sondas de polimorfismos de
longitud de fragmentos de restriccion (RFLP) para el gen o genes marcadores circundantes para puntuar la alteracién
de un alelo o una insercién en un fragmento polimédrfico. Este método es particularmente ttil para explorar parientes
de un individuo afectado con respecto a la presencia de la mutacién encontrada en ese individuo. Pueden usarse otras
técnicas para detectar inserciones y deleciones conocidas en este campo.

En los tres primeros métodos (SSCP, DGGE y ensayo de proteccion de RNasa), aparece una nueva banda electrofo-
rética. E1 SSCP detecta una banda que migra de forma diferente porque el cambio de secuencia produce una diferencia
en el emparejamiento de bases intramolecular monocatenario. La proteccién de la ARNasa implica la escision del
polinucleétido mutante en dos o mas fragmentos mds pequefios. La DGGE detecta diferencias en las velocidades de
migracion de secuencias mutantes en comparacioén con secuencias de tipo salvaje, usando un gel en gradiente desna-
turalizante. En un ensayo de oligonucleétidos con especificidad de alelo se disefia un oligonucleétido que detecta una
secuencia especifica, y el ensayo se realiza detectando la presencia o ausencia de una sefial de hibridacion. En el ensa-
yo de mutS, la proteina se une sélo a secuencias que contienen un desacoplamiento de nucleétido en un heterodiplex
entre secuencias mutantes y de tipo salvaje.

Los desacoplamientos, de acuerdo con la presente invencion, son diplex de dcido nucleico hibridados en los que
las dos cadenas no son complementarias al 100%. La falta de homologia total puede deberse a deleciones, inserciones,
inversiones o sustituciones. Puede usarse deteccion de desacoplamientos para detectar mutaciones puntuales en el gen
o en su producto de ARNm. Aunque estas técnicas son menos sensibles que la secuenciacién, son mds faciles de
realizar en un gran nimero de muestras. Un ejemplo de una técnica de escisién de desacoplamientos es el método
de proteccion de RNasa. En la practica de la presente invencion, el método implica el uso de una ribosonda marcada
que es complementaria a la secuencia codificante del gen KCNE? de tipo salvaje humano. La ribosonda y el ARNm o
ADN aislado a partir de la persona se templan (hibridan) entre si y posteriormente se digieren con la enzima RNasa
A que puede detectar algunos desacoplamientos en una estructura de ARN duplex. Si se detecta un desacoplamiento
por la RNasa A, lo escinde en el sitio de desacoplamiento. De esta manera, cuando la preparacién de ARN templada
se separa en un matriz de gel electroforético, si se ha detectado un desacoplamiento y se ha escindido por la RNasa
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A, se verd un producto de ARN que es mds pequefio que el ARN diplex de longitud completa para la ribosonda y el
ARNm o ADN. No es necesario que la ribosonda tenga la longitud completa del ARNm o el gen, sino que puede ser
un segmento de cualquiera de ellos. Si la ribosonda comprende s6lo un segmento del ARNm o del gen, serd deseable
usar varias de estas sondas para explorar la secuencia de ARNm entera con respecto a los desacoplamientos.

De una manera similar, pueden usarse sondas de ADN para detectar desacoplamientos por medio de escision enzi-
madtica o quimica. Véase, por ejemplo, Cotton et al., 1988; Shenk et al., 1975; Novack et al, 1986. Como alternativa,
pueden detectarse desacoplamientos por cambios en la movilidad electroforética de diplex desacoplados con respecto
a daplex acoplados. Véase, por ejemplo, Cariello, 1988. Con ribosondas o sondas de ADN, puede amplificarse el
ARNm o ADN celular que podria contener una mutacién usando PCR (véase mas adelante) antes de la hibridacion.
También pueden detectarse cambios en el ADN del gen KCNE?2 usando hibridacién de Southern, especialmente si los
cambios son transposiciones toscas, tales como deleciones e inserciones.

También pueden explorarse secuencias de ADN del gen KCNE2 que se han amplificado por medio del uso de PCR
usando sondas con especificidad de alelo. Estas sondas son oligdmeros de dcido nucleico, conteniendo cada uno de
ellos una regién de la secuencia del gen que lleva una mutacién conocida. Por ejemplo, un oligdmero puede tener
aproximadamente 30 nucleétidos de longitud, correspondiendo a una parte de la secuencia del gen. Mediante el uso
de una bateria de estas sondas con especificidad de alelo, pueden explorarse productos de amplificacién de PCR para
identificar la presencia de una mutacién identificada previamente en el gen. La hibridacién de sondas con especificidad
de alelo con secuencias de KCNE2 amplificadas puede realizarse, por ejemplo, en un filtro de nailon. La hibridacién
con una sonda particular en condiciones de hibridacién de alta rigurosidad indica la presencia de la misma mutacién
en el tejido que en la sonda con especificidad de alelo.

La técnica desarrollada recientemente de andlisis de dcidos nucleicos por la tecnologia de microplacas también es
aplicable a la presente invencién. En esta técnica, se crean literalmente miles de sondas oligonucleotidicas distintas
en una matriz en una microplaca de silicio. El 4cido nucleico a analizar se marca con fluorescencia y se hibrida
con las sondas en la microplaca. También es posible estudiar interacciones de acido nucleico-proteina usando estas
microplacas de dcido nucleico. Usando esta técnica, se puede determinar la presencia de mutaciones o incluso la
secuencia del 4cido nucleico que se estd analizando o se pueden medir los niveles de expresion de un gen de interés.
El método es un método de procesamiento paralelo de muchas, incluso miles, de sondas de una vez y puede aumentar
enormemente la velocidad de andlisis. Se han publicado varios documentos que usan esta técnica. Algunos de éstos
son Hacia et al., 1996; Shoemaker et al., 1996; Chee et al., 1996; Lockhart et al., 1996; DeRisi et al., 1996; Lipshutz
et al., 1995. Este método ya se ha usado para explorar en personas mutaciones en el gen del cancer de mama BRCA 1
(Hacia et al., 1996). Esta nueva tecnologia se ha revisado en un articulo nuevo en Chemical and Engineering News
(Borman, 1996) y ha sido el objeto de una editorial (Editorial, Nature Genetics, 1996). Véase también Fodor (1997).

El ensayo mads definitivo de mutaciones en un locus candidato es comparar directamente secuencias genémicas
de KCNE?2 de pacientes con las de una poblacién de control. Como alternativa, se podria secuenciar ARN mensajero
después de la amplificacion, por ejemplo, por PCR, eliminando de esta manera la necesidad de determinar la estructura
de exonica del gen candidato.

Las mutaciones de pacientes que estdn fuera de la regidn codificante de KCNE2 pueden detectarse examinando
las regiones no codificantes, tales como intrones y secuencias reguladoras préximas o dentro de los genes. Se puede
obtener una indicacién precoz de que son importantes ciertas mutaciones en regiones no codificantes a partir de
experimentos de transferencia de Northern que revelan moléculas de ARN mensajero de tamafio o abundancia anormal
en pacientes en comparacion con los individuos de control.

Puede detectarse una alteracion de la expresion de ARNm de KCNE?2 por cualquier técnica conocida en este
campo. Estas incluyen andlisis de transferencia de Northern, amplificacién por PCR y proteccién de RNasa. Una
expresion disminuida del ARNm indica una alteracion del gen de tipo salvaje. La alteracién de genes de tipo salvaje
también puede detectarse explorando con respecto a la alteracion de la proteina KCNE?2 de tipo salvaje. Por ejemplo,
pueden usarse anticuerpos inmunorreactivos con KCNE?2 para explorar un tejido. La falta de antigeno afin indicaria
una mutaciéon. También podrian usarse anticuerpos especificos para productos de alelos mutantes para detectar un
producto génico mutante. Estos ensayos inmunoldgicos pueden realizarse en cualquier formato conveniente conocido
en la técnica. Estos incluyen transferencias de Western, ensayos inmunohistoquimicos y ensayos ELISA. Puede usarse
cualquier medio para detectar una proteina KCNE? alterada para detectar la alteracion del gen KCNE?2 de tipo salvaje.
Pueden usarse ensayos funcionales, tales como determinaciones de unién de proteinas. Ademads, pueden usarse ensayos
que detectan la funcién bioquimica de KCNE?2. El descubrimiento de un producto de un gen KCNE2 mutante indica
la alteracién de un gen KCNE?2 de tipo salvaje.

También puede detectarse un gen o producto génico de KCNE2 mutante en otras muestras corporales humanas,
tales como suero, heces, orina y esputos. Las mismas técnicas descritas anteriormente para la deteccién de genes o
productos génicos mutantes en tejidos pueden aplicarse a otras muestras corporales. Por medio de la exploracién de
estas muestras corporales, puede conseguirse un diagndstico precoz sencillo para el LQT.

Los pares de cebadores de la presente invencidn son ttiles para la determinacion de la secuencia de nucleétidos
de un alelo de KCNE?2 particular usando PCR. Los pares de cebadores de ADN monocatenarios para KCNE2 pueden
hibridarse con secuencias dentro o que rodean al gen KCNE?2 para cebar la sintesis de ADN de amplificacién del
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propio gen. Una serie completa de estos cebadores permite la sintesis de todos los nucleétidos de las secuencias
codificantes del gen, es decir, los exones. La serie de cebadores preferiblemente permite la sintesis de secuencias de
intrones y exones. También pueden usarse cebadores con especificidad de alelo. Estos cebadores hibridan sélo con
alelos mutantes de KCNE?2 particulares, y por lo tanto s6lo amplificardn un producto en presencia del alelo mutante
como una plantilla.

Para facilitar la posterior clonacién de secuencias amplificadas, los cebadores pueden tener secuencias de sitios
de enzimas de restriccion anexionadas a sus extremos 5°. De esta manera, todos los nucledtidos de los cebadores
proceden de la secuencia de KCNE?2 o de secuencias adyacentes a KCNE2, excepto los pocos nucleétidos necesarios
para formar un sitio de enzima de restriccién. Estas enzimas y sitios son bien conocidos en la técnica. Los propios
cebadores pueden sintetizarse usando técnicas que son bien conocidas en este campo. Generalmente, los cebadores
pueden obtenerse usando maquinas de sintesis de oligonucledtidos que estdn disponibles en el mercado. Dada la
secuencia de KCNE2, el disefio de cebadores particulares estd dentro de la experiencia en la técnica. La presente
invencién mejora esto presentando datos sobre los limites intrén/exén permitiendo de esta manera disefiar cebadores
para amplificar y secuenciar todas las regiones exénicas completamente.

Las sondas de dcidos nucleicos proporcionadas por la presente invencion son ttiles para varios fines. Pueden usarse
en hibridacién de Southern con ADN genémico y en el método de proteccion de RNasa para detectar mutaciones
puntuales ya analizado anteriormente. Las sondas pueden usarse para detectar productos de amplificacién de PCR.
También pueden usarse para detectar desacoplamientos con el gen KCNE2 o el ARNm usando otras técnicas.

Se ha descubierto que individuos con el gen KCNE?2 de tipo salvaje no tienen LQT. Sin embargo, ciertas mutaciones
que interfieren con la funcién del producto del gen KCNE?2 estan implicadas en la patogénesis del LQT. De esta
manera, la presencia de un gen KCNE?2 alterado (o un mutante) que produce una proteina que tiene una pérdida de
funcidn, o una funcién alterada, produce directamente LQT que aumenta el riesgo de arritmias cardiacas. Para detectar
una mutacién del gen KCNE2, se prepara una muestra bioldgica y se analiza para determinar la diferencia entre
la secuencia del alelo que se estd analizando y la secuencia del alelo de tipo salvaje. Los alelos de KCNE2 mutantes
pueden identificarse inicialmente por cualquiera de las técnicas descritas anteriormente. Los alelos mutantes después se
secuencian para identificar la mutacidn especifica del alelo mutante particular. Como alternativa, pueden identificarse
inicialmente alelos mutantes identificando proteinas mutantes (alteradas), usando técnicas convencionales. Los alelos
mutantes después se secuencian para identificar la mutacién especifica para cada alelo. Las mutaciones, especialmente
las que conducen a una alteracién de la funcién de la proteina, después se usan para los métodos de diagndstico y
prondstico de la presente invencion.

También se ha descubierto que la proteina HERG se ensambla con la proteina MiRP1 (KCNE2). De esta manera,
las mutaciones en KCNE?2 que interfieren en la funcién del producto del gen KCNE?2 estan implicadas en la patogénesis
del LQT. De esta manera, la presencia de un gen KCNE?2 alterado (o un mutante) que produce una proteina que tiene
una pérdida de funcién, o una funcién alterada, produce directamente LQT, lo cual aumenta el riesgo de arritmias
cardiacas. Para detectar una mutacién del gen KCNE2, se prepara una muestra bioldgica y se analiza con respecto a
una diferencia entre la secuencia del alelo que se estd analizando y la secuencia del alelo de tipo salvaje. Los alelos
de KCNE2 mutantes pueden identificarse inicialmente por cualquiera de las técnicas descritas anteriormente. Los
alelos mutantes después se secuencian para identificar la mutacién especifica de las proteinas mutantes (alteradas)
particulares, usando técnicas convencionales. Los alelos mutantes después se secuencian para identificar la mutacién
especifica para cada alelo. Las mutaciones, especialmente las que conducen a una funcién alterada de la proteina,
después se usan para los métodos de diagndstico y prondstico de la presente invencion.

Los Ejemplos describen varias caracteristicas de la presente invencién como las que se presentan a continuacion.
Los péptidos KCNE son una superfamilia emergente necesaria para el funcionamiento normal de los canales idnicos.
La proteina MinK, codificada por KCNE1, tiene 129 aminodcidos, un solo segmento transmembrana y se expresa en
numeroso tejidos (Takumi et al., 1988; Swanson et al., 1993). Las mutaciones hereditarias de MinK estdn asociadas
con LQTS y sordera congénita (Schulze-Bahr et al., 1997; Splawski et al., 1997; Tyson et al., 1997; Duggal et al.,
1998). Se entiende la base molecular de estas alteraciones: los canales Ig,, esenciales para el funcionamiento normal
del corazén y el sistema auditivo, son conjuntos de MinK y KvLQT1, una subunidad formadora de poros (Barhanin et
al., 1996; Sanguinetti et al., 1996; Vetter et al., 1996). Aunque los canales que contienen sélo subunidades KvLQT1
pueden funcionar en células experimentales, los canales I, tienen cinéticas de activacién y desactivacién mas lentas,
una mayor conductancia en un solo canal, mayor afinidad por antiarritmicos de Clase III y mayor sensibilidad a segun-
dos mensajeros (Sanguinetti et al., 1996; Busch et al., 1997; Kaczmarek and Blumenthal, 1997; Sesti and Goldstein,
1998; Yang and Sigworth, 1998). Estas propiedades se deben a una asociacidn fisica intima de MinK y subunidades
KvLQT1 (Goldstein and Miller, 1991; Wang et al., 1996; Tai et al., 1997; Sesti and Goldstein, 1998; Tai and Golds-
tein, 1998). A pesar de su significado funcional y clinico, este tipo de complejo mixto se consideraba poco comtn ya
que se desconocian homélogos de MinK, o subunidades que favorecieran una funcién similar.

En la presente memoria se ha delineado la localizacién cromosdémica, la secuencia de ADNc y el producto previsto,
el comportamiento de tipo salvaje y la asociacién con arritmia del primer gen homélogo a KCNE! (MinK). MiRP1,
codificada por KCNE2, tiene 123 aminoécidos, un solo segmento transmembrana previsto y se expresa en musculo
cardiaco y esquelético. Al igual que MinK, MiRP1 se ensambla con una subunidad formadora de poros para crear
complejos estables cuyos atributos funcionales se parecen a los de un canal de potasio cardiaco nativo. Aunque los
complejos MinK/KvLQT]1 recrean los comportamientos de los canales Ig,, los complejos MiRP1/HERG recapitulan
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los de los canales Ix,. En comparacién con los canales formados por subunidades HERG solas, los que contienen
MiRP1 muestran alteraciones en la activacioén dependiente del voltaje alterada, cinéticas de desactivacién, conductan-
cia unitaria, sensibilidad a la regulacién por K* externo y farmacologia. En la forma mutante, MiRP1 estd asociada
con la arritmia cardiaca hereditaria y adquirida. Segun se revela, MinK y MiRP1 son esenciales para la funcién normal
de los canales idnicos cardiacos.

Los péptidos de KCNE se incorporan en una diversidad de conjuntos de ensamblaje que constituyen canales en
las células nativas. La especificidad funcional se deduce de la ausencia de efectos cuando rMiRP1 se coexpresaba con
siete subunidades diferentes de canales de K* en oocitos. La unién especifica se indica por la asociacién preferente
de MiRP1 en lugar de MinK con HERG in vitro (Fig. 6), aunque se pueden formar conjuntos MinK/HERG (Fig. 6;
McDonald et al., 1997). Aunque parece probable un papel de los péptidos de KCNE en canales distintos de Iy, e Ik,
los estudios de MiRP2 humano y de ratén (KCNE3) y MiRP3 de ratén (KCNE4) han indicado tinicamente que no
alteran las corrientes de HERG o KvLQT1 ni activan subunidades de canales enddgenas en los oocitos.

Los complejos MiRP1/HERG funcionan como los canales I, cardiacos nativos. Se sabe que los canales formados
unicamente con subunidades HERG difieren de los canales I, nativos en la apertura, conductancia, regulacién por
K* y bloqueo por metanosulfonanilidas (Sanguinetti et al., 1995; Trudeauet al., 1995; Spector et al., 1996; Zou et
al., 1997; Ho et al., 1998) y (Shibasaki, 1987; “Sanguinetti and Jurkiewicz”, 1992; Yang et al., 1994; Veldkamp et
al., 1995; Ho et al., 1996; Howarth et al., 1996). La idea de que los canales Iy, nativos se forman por ensamblaje de
subunidades MiRP1 y HERG es coherente con 6 observaciones presentadas en la presente memoria.

En primer lugar, la conductancia de un solo canal de canales que contienen MiRP1 es menor que la de canales
de HERG, pero es igual que la de los canales I, en cardiocitos humanos y de conejo aislados (Shibasaki, 1987;
Veldkamp et al., 1995; Zou et al., 1997). En segundo lugar, los complejos MiRP1/HERG y los canales Iy, en miocitos
cardiacos murinos y humanos se desactivan 3 veces mds rapido que los canales formados sélo de subunidades HERG
(Yang et al., 1994; Sanguinetti et al., 1995; London et al., 1997; Wang et al., 1997). En tercer lugar, los complejos
MiRP1/HERG, al igual que los canales I, en miocitos ventriculares de cobaya y miocitos auriculares murinos, son
menos sensibles a la regulacién por K* externo que los canales de HERG (Shibasaki, 1987; Scamps and Carmeliet,
1989; Sanguinetti and Jurkiewicz, 1992; Sanguinetti ef al., 1995; Yang and Roden, 1996; Yang et al., 1997). En cuarto
lugar, las subunidades MiRP1 y HERG se ensamblan de una forma estable. En quinto lugar, un rasgo caracteristico
de los canales I, nativos es que el bloqueo por antiarritmicos de Clase III de metanosulfonanilida se realiza en dos
fases, una fase rdpida observada con el primer pulso de ensayo y una fase lenta (Carmeliet, 1992). Por el contrario, los
canales de HERG requieren pulsos repetitivos hasta voltajes positivos para alcanzar el umbral de activacién antes de
que se desarrolle un bloqueo significativo (Spector et al., 1996). Al igual que los canales Ik, nativos en los miocitos
cardiacos, los canales formados por el ensamblaje de hMiRP1 y HERG muestran un bloqueo de E-4031 bifésico - los
complejos mixtos se inhiben significativamente con el primer pulso de ensayo y se relajan lentamente hasta el bloqueo
de equilibrio (Fig. 7B, c¢) mientras que los canales formados sélo por subunidades HERG se inhiben tinicamente
después de pulsos de ensayo repetitivos (Fig. 7A). Finalmente, Q9E-hMiRP1 aumenta la sensibilidad a claritromicina
de canales de MiRP1/HERG in vitro (Fig. 9). Se sabe que la claritromicina bloquea las corrientes de I, en miocitos
ventriculares caninos y de cobaya aislados y, a altas dosis, induce un intervalo QT prolongado y TdP en seres humanos
(Daleau et al., 1995; Antzelevitch et al., 1996; Katapadi et al., 1997). El hecho de que el mutante se aislara a partir
de un paciente con Torsades de pointes (TdP) inducida por claritromicina y VF confirma la tesis de que los canales I,
cardiacos nativos se forman con hMiRP1.

hKCNE? es un gen de susceptibilidad a arritmias. Los datos genéticos moleculares que confirman la hipétesis de
que mutaciones en el gen de MiRP1 predisponen a arritmias incluye la identificacién de 3 mutaciones de sentido erré-
neo asociadas con LQTS y/o VF. Se identific6 Q9E-hMiRP1 en 1 de 20 individuos con arritmia inducida por farmaco.
Se aislaron M54T-hMiRP1 e I57T-hMiRP1 independientemente en 1 de 230 individuos con arritmias hereditarias o
esporddicas. Los datos no genéticos que confirman esta hipdtesis incluyen las observaciones de que se sabe que la
disfuncién de I, produce LQTS y susceptibilidad a arritmias, que MiRP1 y HERG se ensamblan para formar cana-
les de tipo Ik, y que las mutaciones asociadas con arritmias en KCNE?2 tienen efectos perjudiciales sobre los canales
formados in vitro. Se ha rebatido la explicacién alternativa de que estos son polimorfismos comunes.

Los mutantes de MinK y MiRP1 asociados con arritmias tienen efectos comunes. Cuatro mutantes de MinK se han
asociado con LQTS hereditarios: T7I, D76N, S74L y TL58,59PP (Schulze-Bahr et al., 1997; Splawski et al., 1997;
Tyson et al., 1997; Duggal et al., 1998). La formacién de canales Ix, con S74L y/o D76N-MinK reduce el flujo de K* (y
prolonga el potencial de accidén cardiaco) por desplazamiento de V,,, para la activacion a voltajes mds despolarizados,
acelerando la desactivacion (Splawski et al., 1997; Sesti and Goldstein, 1998) y reduciendo la conductancia de un
solo canal (Sesti and Goldstein, 1998). De una forma similar, los mutantes de MiRP1 asociados con la prolongacién
del intervalo QT reducen la corriente de K* aumentando la dependencia del voltaje de la activacién y acelerando
la desactivacion. Las corrientes a través de los canales formados con QI9E-hMiRP1 se reducen adicionalmente en
comparacidn con el tipo salvaje cuando se exponen a claritromicina, ya que son mds sensibles al bloqueo por fairmacos
(Fig. 9).

Las mutaciones asociadas con arritmias en MiRP1, MinK, HERG y KvLQT1 producen cambios en la funcién de
los canales de magnitud similar. Q9E-hMiRP1 impide la activacién y aumenta la sensibilidad a antibidticos macrélidos
(produciendo una reduccién del 60% en la corriente con respecto al tipo salvaje a 0 mV con claritromicina 0,5 mM).
M54T-hMiRP1 forma canales Iy, que se desactivan dos veces mas rapido que el tipo salvaje, mostrando una reduccién
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del 54% en 7,44, (Tabla 1). De forma similar, mutaciones de pérdida de funcién en HERG y KvLQT1 produjeron una
reduccién del 50-80% en las corrientes maximas (Sanguinetti ef al., 1996; Wollnik et al., 1997) mientras que otros
mutantes de HERG asociados a LQT se aumentaron las velocidades de desactivacion reduciendo el valor de Tispigo
del 49-84% (Chen et al., 1999). Las mutaciones S74L y D76N-MinK asociadas con LQT forman canales I, con una
conductancia de un solo canal reducida un 40-70% y velocidades de desactivacién que son un 33-75% mads rapidas
(Sesti and Goldstein, 1998). Por el contrario, TSA-hMiRP1 no estaba asociada con la enfermedad y funcionaba de
forma parecida al tipo salvaje con la excepcién de un cambio negativo de 8 mV en el V,, para la activacioén. No es de
esperar que produzca arritmia, ya que el alelo aumentaria la capacidad de los canales I, para conseguir repolarizacién
del miocardio.

La aparicién de TdP durante el tratamiento con medicaciones que prolongan el potencial de accién cardiaca es im-
predecible. TdP es un riesgo reconocido del tratamiento con diversos agentes antiarritmicos entre los que se incluyen
quinidina (Roden et al., 1986), sotalol (Hohnloser and Woosley, 1994) e ibutilida (Ellenbogen et al., 1996), el anti-
histaminico terfenadina (Woosley et al., 1993), el agente procinético gastrointestinal cisaprida (Carlsson et al., 1997)
y los antibidticos macrélidos eritromicina (Daleau et al., 1995; Antzelevitch et al., 1996) y claritromicina (Kundu et
al., 1997; Lee et al., 1998). En cada caso, los agentes disminuyen las corrientes de K* cardiacas, en algunos casos por
inhibicion de los canales Ig,. Las caracteristicas basales que identifican a los pacientes con riesgo de TdP inducida por
farmaco incluyen una prolongacién hereditaria del intervalo QT, hipocalemia, ser del sexo femenino y una velocidad
cardiaca lenta, cada uno de los cuales prolonga la duracién del potencial de accidn; estas observaciones condujeron a
Roden (1998) a desarrollar el concepto de una reserva de repolarizacion, es decir, un exceso de capacidad del miocar-
dio de realizar una repolarizacion ordenada y rapida por mecanismos normales. Los factores de riesgo de TdP reducen
esta reserva y hacen mas probable la precipitacion de arritmias por agentes de estrés adicionales.

De esta manera, un escenario verosimil para un intervalo QT prolongado inicialmente en el paciente portador de
QYE-hMiRP1 es la formacién de canales que se activan menos facilmente y, por lo tanto, pasan menos K* para realizar
la repolarizacién de una forma oportuna. Tres factores adicionales que conducen a una reduccién de la corriente de
K* pueden haber predispuesto a este paciente a TdP y VFE. En primer lugar, la claritromicina bloquea los canales
Ik, cardiacos; este efecto serfa mds pronunciado en los pacientes ya que los canales de Q9E-hMiRP1 son 3 veces
mas sensibles al farmaco. En segundo lugar, la hipocalemia conjunta disminuye la actividad del canal Ik, y aumenta
adicionalmente la inhibicién por el antibiético macrélido. En tercer lugar, el ser del sexo femenino es un factor de
riesgo independiente, posiblemente debido a las diferencias especificas de sexo en la densidad de Ig,, como se observa
en miocitos ventriculares de conejo (Makkar et al., 1993; Drici et al., 1998; Ebert et al., 1998). Los resultados de los
presentes solicitantes confirman la idea de que la arritmia adquirida puede producirse como resultado de la herencia
de una subunidad de canal mutante que reduce la capacidad de repolarizacion cardiaca pero se tolera bien hasta que
los estimulos provocativos reducen adicionalmente la capacidad del miocardio de repolarizarse normalmente.

Definiciones

La presente invencién emplea las siguientes definiciones y métodos de uso que, cuando es apropiado, hacen refe-
rencia a KCNE2. Sin embargo, estas definiciones y métodos de uso también son aplicables a KCNE3 y KCNE4.

La “Amplificacion de Polinucleotidos™ utiliza métodos tales como la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR),
amplificacién de ligamiento (o reaccién en cadena de la ligasa, LCR) y métodos de amplificacién basados en el uso
de la Q-beta replicasa. También son titiles la amplificacién de desplazamiento de cadena (SDA), la SDA termdfila,
y la amplificacién basada en la secuencia de dcido nucleico (3SR o NASBA). Estos métodos son bien conocidos y
se han puesto en practica de forma generalizada en la técnica. Véanse, por ejemplo, las Patentes de Estados Unidos
4.683.195 y 4.683.202 e Innis et al, 1990 (para PCR); Wu and Wallace, 1989 (para LCR); las Patentes de Estados
Unidos 5.270.184 y 5.455.166 y Walker et al, 1992 (para SDA); Spargo et al., 1996 (para SDA terméfila) y la Patente
de Estados Unidos 5.409.818, Fahy et al., 1991 y Compton, 1991 para 3SR y NASBA. Los reactivos y el hardware
para realizar la PCR estan disponibles en el mercado. Los cebadores ttiles para amplificar secuencias de la regiéon de
KCNE? son preferiblemente complementarios e hibridan especificamente con secuencias de la regién de KCNE2 o en
regiones que flanquean a una regién diana. Las secuencias de KCNE?2 generadas por amplificacién pueden secuenciarse
directamente. Como alternativa, pero menos deseablemente, la secuencias o secuencias amplificadas pueden clonarse
antes del andlisis de secuencia. Scharf et al., 1986, ha descrito un método para la clonacién y el andlisis de secuencia
directos de segmentos genémicos amplificados enzimaticamente.

“Polinucledtido de analito” y “cadena de analito” se refieren a un polinucleétido mono- o bicatenario que se sos-
pecha que contiene una secuencia diana y que puede estar presente en una diversidad de tipos de muestras, incluyendo
muestras bioldgicas.

“Anticuerpos”. La presente invencién también proporciona anticuerpos policlonales y/o monoclonales y fragmen-
tos de los mismos, y equivalentes de unién inmunoldgicos de los mismos, que son capaces de unirse especificamente
al polipéptido KCNE2 y a fragmentos del mismo o a secuencias polinucleotidicas de la regién de KCNE?2. El término
“anticuerpo” se usa para hacer referencia tanto a una entidad molecular homogénea como a una mezcla, tal como un
producto sérico constituido por una pluralidad de entidades moleculares diferentes. Los polipéptidos pueden prepa-
rarse sintéticamente en un sintetizador de péptidos y acoplarse a una molécula portadora (por ejemplo, hemocianina
de lapa californiana) e inyectarse durante varios meses en conejos. El suero de conejo se ensaya con respecto a la in-
munorreactividad con el polipéptido o fragmento de KCNE2. Pueden obtenerse anticuerpos monoclonales inyectando
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en ratones los polipéptidos proteicos, proteinas de fusién o fragmentos de los mismos. Los anticuerpos monoclonales
se explorardn por ELISA y se ensayardn con respecto a la inmunorreactividad especifica con el polipéptido KCNE2
o fragmentos del mismo. Véase Harlow and Lane, 1988. Estos anticuerpos serdn titiles en ensayos y como productos
farmacéuticos.

Una vez que se ha obtenido una cantidad suficiente de polipéptido deseado, puede usarse para diversos fines. Un
uso tipico es la produccidn de anticuerpos especificos para la unién. Estos anticuerpos pueden ser policlonales o mo-
noclonales y pueden producirse por técnicas in vitro o in vivo bien conocidas en este campo. Para la produccion de
anticuerpos policlonales, se selecciona un sistema inmune diana apropiado, tipicamente ratén o conejo. El antigeno
sustancialmente purificado se presenta al sistema inmune de una forma determinada por métodos apropiados para el
animal y por otros pardmetros bien conocidos para los inmundlogos. Los sitios tipicos de inyeccién son las almo-
hadillas plantares, por via intramuscular, intraperitoneal o intradérmica. Por supuesto, el ratén o el conejo pueden
sustituirse por otras especies. Los anticuerpos policlonales después se purifican usando técnicas conocidas en este
campo, ajustadas para la especificidad deseada.

Una respuesta inmunoldgica normalmente se ensaya con un inmunoensayo. Normalmente, estos inmunoensayos
implican alguna purificacién de una fuente de antigeno, por ejemplo, la producida por las mismas células y de la misma
forma que el antigeno. En la técnica se conocen diversos métodos de inmunoensayo. Véase, por ejemplo, Harlow and
Lane, 1988, o Goding, 1986.

Tipicamente se obtendrdn anticuerpos monoclonales con afinidades de 1078 M™! o preferiblemente de 10~ a 107°
M™! 0 mayores por procedimientos convencionales como los descritos, por ejemplo, en Harlow and Lane, 1988 o Go-
ding, 1986. En resumen, se seleccionaran los animales apropiados y se seguird el protocolo de inmunizacién deseado.
Después del periodo de tiempo apropiado, se escinden los bazos de estos animales y se fusionan células de bazo indi-
viduales, tipicamente, con células de mieloma inmortalizadas en condiciones de seleccion apropiadas. Posteriormente,
las células se separan clonalmente y los sobrenadantes de cada clon se ensayan con respecto a su produccion de un
anticuerpo apropiado especifico para la regién deseada del antigeno.

Otras técnicas adecuadas implican la exposicién in vitro de linfocitos a los polipéptidos antigénicos o, como alter-
nativa, la seleccion de bibliotecas de anticuerpos en fagos o vectores similares. Véase Huse et al., 1989. Los polipép-
tidos y anticuerpos de la presente invencién pueden usarse con o sin modificacién. Frecuentemente, los polipéptidos
y anticuerpos se marcardn por union, covalente o no covalente, a una sustancia que proporciona una sefial detectable.
Se conoce una amplia diversidad de marcadores y técnicas de conjugacidn y se presentan exhaustivamente tanto en
la bibliografia cientifica como en la bibliografia de patentes. Los marcadores adecuados incluyen radiontclidos, en-
zimas, sustratos, cofactores, inhibidores, agentes fluorescentes, agentes quimioluminiscentes, particulas magnéticas y
similares. Las patentes que ensefian el uso de estos marcadores incluyen las patentes de Estados Unidos 3.817.837;
3.850.752; 3.939.350; 3.996.345; 4.277.437; 4.275.149 y 4.366.241. Ademas, pueden producirse inmunoglobulinas
recombinantes (véase la Patente de Estados Unidos 4.816.567).

La expresion “compariero de union” se refiere a una molécula capaz de unirse a una molécula de ligando con alta
especificidad, tal como por ejemplo un antigeno y un anticuerpo con especificidad de antigeno o una enzima y su
inhibidor. En general, los compafieros de unién especificos deben unirse con una afinidad suficiente para inmovilizar
el diplex de copia de analito/cadena complementaria (en el caso de hibridacién de polinucleétidos) en las condiciones
de aislamiento. En la técnica se conocen compafieros de unién especificos e incluyen, por ejemplo, biotina y avidina
o estreptavidina, IgG y protefna A, las numerosas parejas de receptor-ligando conocidas y cadenas polinucleotidicas
complementarias. En el caso de compaiieros de unién polinucleotidicos complementarios, los compaifieros normal-
mente tienen una longitud de al menos aproximadamente 15 bases y pueden tener una longitud de al menos 40 bases.
Esta bien reconocido por los expertos en la materia que también pueden usarse longitudes menores de 15 (por ejem-
plo, 8 bases), entre 15 y 40, y mayores de 40 bases. Los polinucleétidos pueden estar compuestos de ADN, ARN o
andlogos de nucleétidos sintéticos. Pueden identificarse otros compaiieros de unién usando, por ejemplo, el ensayo de
seleccion doble hibrido de levadura descrito en la presente memoria.

Una “muestra biologica” se refiere a una muestra de tejido o fluido que se sospecha que contiene un polinucleétido
o polipéptido analito de un individuo, que incluye, pero sin limitacion, por ejemplo, plasma, suero, fluido espinal,
fluido linfatico, las secciones externas de la piel, tracto respiratorio, intestinal y genitourinario, lagrimas, saliva, células
sanguineas, tumores, drganos, tejidos y muestras de constituyentes de cultivos celulares in vitro.

“Codifica”. Se dice que un polinucleétido “codifica” un polipéptido si, en su estado nativo o cuando se manipula
por métodos bien conocidos por los expertos en la materia, puede transcribirse y/o traducirse para producir el ARNm
y/o el polipéptido o un fragmento del mismo. La cadena antisentido es el complemento de dicho dcido nucleico y la
secuencia codificante puede deducirse a partir de la misma.

“Aislado” o “sustancialmente puro”. Un 4cido nucleico “aislado” o “sustancialmente puro” (por ejemplo, un ARN,
ADN o un polimero mixto) es uno que estd sustancialmente separado de otros componentes celulares que acompafian
naturalmente a una secuencia o proteina humana nativa, por ejemplo ribosomas, polimerasas, y muchas otras se-
cuencias y proteinas del genoma humano. La expresion incluye una secuencia de 4dcido nucleico o proteina que se ha
retirado de su medio natural, e incluye aislados de ADN clonado o recombinante y andlogos sintetizados quimicamente
o andlogos sintetizados biolégicamente por sistemas heter6logos.
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“Alelo de KCNE2” se refiere, respectivamente, a alelos normales del locus de KCNE2 asi como a alelos de KCNE2
que llevan variaciones que producen LQT.

“Locus de KCNE2”, “Gen KCNE2”, “Acidos Nucleicos de KCNE2” o “Polinucledtido de KCNE2”, se refieren
a polinucleétidos, estando todos ellos en la region de KCNE2, respectivamente, que probablemente se expresardn en
tejido normal, produciendo ciertos alelos de los mismos LQT. Se entiende que el locus de KCNE?2 incluye secuencias
codificantes, secuencias intermedias y elementos reguladores que controlan la transcripcién y/o la traduccién. Se
entiende que el locus de KCNE?2 incluye todas las variaciones alélicas de la secuencia de ADN. Los términos “KCNE2”
y “MiRPI” pueden usarse indistintamente. De forma similar, se entiende que el locus de KCNE3 incluye secuencias
codificantes, secuencias intermedias y elementos reguladores que controlan la transcripcion y/o traduccién. Se entiende
que el locus KCNE3 incluye todas las variaciones alélicas de la secuencia de ADN. Los términos “KCNE3” y “MiRP2”
pueden usarse indistintamente. De forma similar, se entiende que el locus de KCNE4 incluye secuencias codificantes,
secuencias intermedias y elementos reguladores que controlan la transcripcién y/o traduccién. Se pretende que el locus
de KCNEA4 incluya todas las variaciones alélicas de la secuencia de ADN. Los términos “KCNE4” y “MiRP3” pueden
usarse indistintamente.

Estos términos, cuando se aplican a un 4cido nucleico, se refieren a un dcido nucleico que codifica un polipéptido
KCNE2 humano, fragmento, homélogo o variante, incluyendo, por ejemplo, fusiones de proteinas o deleciones del
mismo. Los dcidos nucleicos de la presente invencion poseerdn una secuencia que procede o es sustancialmente similar
aun gen que codifica KCNE2 natural o uno que tiene una homologia sustancial con un gen que codifica KCNE2 natural
o una parte del mismo.

El gen KCNE2 o el dcido nucleico de KCNE2 incluye alelos normales del gen KCNE2, respectivamente, incluyendo
alelos silenciosos que no tienen ningtn efecto sobre la secuencia de aminoécidos del polipéptido KCNE2 asi como
alelos que conducen a variantes de secuencia de aminoacidos del polipéptido KCNE2 que no afectan sustancialmente
a su funcién. Estos términos también incluyen alelos que tienen una o mas mutaciones que afectan adversamente a la
funcién del polipéptido KCNE2. Una mutacién puede ser un cambio en la secuencia de dcido nucleico de KCNE2 que
produce un cambio perjudicial en la secuencia de aminodcidos del polipéptido KCNE2, dando como resultado una
pérdida parcial o completa de la funcién de KCNE2, respectivamente, o puede ser un cambio en la secuencia de dcido
nucleico que produce la pérdida de expresion de KCNE2 eficaz o la produccién de formas aberrantes del polipéptido
KCNE2.

El 4cido nucleico de KCNE?2 puede ser el mostrado en la SEC ID N°: 1 (humano) o en la SEC ID N°: 3 (rata) o
puede se un alelo como el descrito anteriormente o una variante o derivado que difiere del mostrado por un cambio
que es uno o mds de una adicidn, insercidn, delecidn y sustitucion de uno o mds nucledtidos de la secuencia mostrada.
Los cambios en la secuencia de nucleétidos pueden producir un cambio de aminodcidos a nivel de la proteina, o no,
como se determina por el cédigo genético. Se aplican consideraciones similares y un alcance similar a KCNE3 humano
(SEC ID N°: 5), KCNE?3 de ratén (SEC ID N°: 7), KCNE4 humano (SEC ID N°: 9) y KCNE4 de ratén (SEC ID N°:
11) como se describe en la presente memoria para KCNE2.

De esta manera, el dcido nucleico de acuerdo con la presente invencion o descrito en la presente memoria puede
incluir una secuencia diferente de la secuencia mostrada en las SEC ID N°: 1 y 3 aunque codifique un polipéptido
con la misma secuencia de aminodcidos que se muestra en estas figuras. Es decir, los dcidos nucleicos de la presente
invencion incluyen secuencias que estdn degeneradas como resultado del cédigo genético. Por otra parte, el polipéptido
codificado puede comprender una secuencia de aminodcidos que difiere en uno o mas residuos aminoacidicos de la
secuencia de aminodcidos mostrada en las SEC ID N°: 2 y 4. También se proporciona en la presente memoria el dcido
nucleico que codifica un polipéptido que es una variante de secuencia de aminodcidos, derivado o alelo de la secuencia
de aminoédcidos mostrada en las SEC ID N°: 2 y 4.

El gen KCNE?2, respectivamente, también se refiere a (a) cualquier secuencia de ADN que (i) hibrida con el comple-
mento de las secuencias de ADN que codifican la secuencia de aminodcidos presentada en la SEC ID N°: 1 (humana)
o la SEC ID N° 3 (rata) en condiciones muy rigurosas (Ausubel ef al., 1992) y (ii) codifica una funcionalidad de
producto génico equivalente a KCNE2 o (b) cualquier secuencia de ADN que (i) hibrida con el complemento de las
secuencias de ADN que codifican la secuencia de aminodcidos presentada en las SEC ID N° 2 y 4 en condiciones
menos rigurosas, tales como condiciones moderadamente rigurosas (Ausubel et al., 1992) y (ii) codifica un producto
génico funcionalmente equivalente a KCNE2. La invencién también incluye moléculas de dcido nucleico que son los
complementos de las secuencias descritas en la presente memoria.

Las composiciones de polinucledtidos de esta invencién incluyen ARN, ADNc, ADN genémico, formas sintéticas
y polimeros mixtos, y cadenas tanto con sentido como antisentido, y pueden modificarse quimica o bioquimicamen-
te o pueden contener bases nucleotidicas no naturales o modificadas, como apreciardn facilmente los expertos en la
materia. Estas modificaciones incluyen, por ejemplo, marcadores, metilacién, sustitucién de uno o mas de los nu-
cledtidos naturales con un andlogo, modificaciones internucleotidicas tales como enlaces no cargados (por ejemplo
metilfosfonatos, fosfotriésteres, fosforamidatos, carbamatos, etc.), enlaces cargados (por ejemplo fosforotiotatos, fos-
foroditioatos, etc.), residuos colgantes (por ejemplo polipéptidos), intercalantes (por ejemplo acridina, psoraleno, etc.),
quelantes, alquiladores y enlaces modificados (por ejemplo acidos nucleicos alfa anoméricos, etc.). También se inclu-
yen moléculas sintéticas que imitan a los polinucleétidos en su capacidad de unirse a una secuencia designada por
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la formacion de enlaces de hidrégeno y otras interacciones quimicas. Estas moléculas son conocidas en este campo
e incluyen, por ejemplo, aquellas en las que enlaces fosfato en la cadena principal de la molécula se sustituyen por
enlaces peptidicos.

La presente invencién proporciona dcidos nucleicos recombinantes que constituyen todo o parte de la region de
KCNE?2. La construccién recombinante puede replicarse de forma auténoma en una célula hospedadora. Como al-
ternativa, la construccién recombinante puede integrarse en el ADN cromosémico de la célula hospedadora. Dicho
polinucleétido recombinante comprende un polinucleétido de origen gendémico, ADNc, semisintético o sintético que,
gracias a su origen de manipulacién, 1) no estd asociado con todo o parte de un polinucleétido con el que estd asociado
en la naturaleza; 2) estd unido a un polinucleétido distinto de aquel con el que estd asociado en la naturaleza; o 3) no
se produce en la naturaleza. Cuando el dcido nucleico de acuerdo con la invencidén incluye ARN, la referencia a la
secuencia mostrada debe considerarse la referencia al equivalente de ARN con la T sustituida por U.

Por lo tanto, en esta invencion se proporcionan acidos nucleicos recombinantes que comprenden secuencias que no
se producirian en la naturaleza. Aunque puede emplearse la secuencia de tipo salvaje, con frecuencia estard alterada,
por ejemplo por delecién, sustitucién o insercién. Pueden explorarse bibliotecas de ADNc o gendmicas de diversos
tipos como fuentes naturales de los dcidos nucleicos de la presente invencion, o estos dcidos nucleicos pueden propor-
cionarse por amplificacién de secuencias residentes en el ADN gendémico u otras fuentes naturales, por ejemplo por
PCR. La eleccién de las bibliotecas de ADNc normalmente corresponde a una fuente de tejido que es abundante en
ARNm de las proteinas deseadas. Normalmente se prefieren bibliotecas de fagos, pero pueden usarse otros tipos de
bibliotecas. Los clones de una biblioteca se extienden sobre placas, se transfieren a un sustrato para la exploracion, se
desnaturalizan y se tratan con sondas para determinar la presencia de secuencias deseadas.

Las secuencias de ADN usadas en esta invenciéon normalmente comprenderan al menos aproximadamente cinco
codones (15 nucledtidos), mas habitualmente al menos aproximadamente 7-15 codones y atin mas preferiblemente al
menos aproximadamente 35 codones. También pueden estar presentes uno o mds intrones. Este nimero de nucleétidos
normalmente es aproximadamente la longitud minima necesaria para una sonda satisfactoria que hibridaria especifica-
mente con una secuencia codificante de KCNE2. En este contexto, pueden usarse oligdmeros de tan solo 8 nucleétidos,
mds generalmente 8-17 nucledtidos para sondas, especialmente en relacién con la tecnologia de microplacas.

Las técnicas para la manipulacién de 4cidos nucleicos se describen de forma general, por ejemplo, en Sambrook
et al., 1989 o Ausubel et al., 1992. Los reactivos ttiles para aplicar estas técnicas, tales como enzimas de restriccion
y similares, se conocen ampliamente en la técnica y estdn disponibles en el mercado en vendedores tales como New
England BioLabs, Boehringer Mannheim, Amersham, Promega, U. S. Biochemicals, New England Nuclear, y varias
fuentes distintas. Las secuencias de 4cido nucleico recombinantes usadas para producir proteinas de fusién de la
presente invencidon pueden proceder de secuencias naturales o sintéticas. Muchas secuencias de genes naturales se
pueden obtener a partir de diversos ADNc o de bibliotecas gendémicas usando sondas apropiadas. Véase, GenBank,
National Institutes of Health.

Como se usa en la presente memoria, una “parte” del locus o regién o alelo de KCNE? se define como una zona que
tiene un tamafio minimo de al menos aproximadamente ocho nucleétidos, o preferiblemente de aproximadamente 15
nucledtidos, o mds preferiblemente de al menos aproximadamente 25 nucleétidos, y puede tener un tamafio minimo
de al menos aproximadamente 40 nucleétidos. Esta definicién incluye todos los tamaifios en el intervalo de 8-40
nucleétidos asi como un tamafio mayor de 40 nucleétidos. De esta manera, esta definicién incluye acidos nucleicos de
8, 12, 15, 20, 25, 40, 60, 80, 100, 200, 300, 400, 500 nucledtidos, o dcidos nucleicos que tienen cualquier nimero de
nucledtidos dentro de estos intervalos de valores (por ejemplo 9, 10, 11, 16, 23, 30, 38, 50, 72, 121, etc., nucleétidos), o
dcidos nucleicos que tienen mas de 500 nucledtidos. La presente invencion incluye todos los nuevos dcidos nucleicos
que tienen al menos 8 nucledtidos derivados de las SEC ID N 1, 3,5, 7, 9 y 11, su complemento o secuencias
de 4cido nucleico funcionalmente equivalentes. La presente invencién no incluye dcidos nucleicos que existen en la
técnica anterior. Es decir, la presente invencion incluye todos los dcidos nucleicos que tienen al menos 8 nucleétidos
derivados de las SEC ID N°: 1, 3,5, 7,9 y 11 con la condicién de que no incluya 4cidos nucleicos que existen en la
técnica anterior.

“Proteina KCNE2” o “polipéptido KCNE2” se refieren a una proteina o polipéptido codificado por el locus de
KCNE2, variantes o fragmentos del mismo. Los términos “KCNE2” y “MiRP1” se usan indistintamente. De forma
similar, la proteina KCNE3 se refiere a una proteina codificada por el locus de KCNE3, variantes y fragmentos del
mismo. Los términos “KCNE3” y “MiRP2” se usan indistintamente. De forma similar, la proteina KCNE4 se refiere a
una proteina codificada por el locus de KCNE3, variantes y fragmentos del mismo. Los términos “KCNE4” y “MiRP3”
se usan indistintamente. El término “polipéptido” se refiere a un polimero de aminoécidos y su equivalente y no se
refiere a una longitud especifica del producto; de esta manera, dentro de la definicién de polipéptido se incluyen
péptidos, oligopéptidos y proteinas. Este término tampoco se refiere o excluye modificaciones del polipéptido, por
ejemplo, glicosilaciones, acetilaciones, fosforilaciones y similares. Dentro de la definicidn se incluyen, por ejemplo,
polipéptidos que contienen uno o mds andlogos de un aminoécido (incluyendo, por ejemplo, aminodcidos no naturales
etc.), polipéptidos con enlaces sustituidos asi como otras modificaciones conocidas en la técnica, tanto naturales como
no naturales. Normalmente, estos polipéptidos tendrdn una homologia de al menos aproximadamente un 50% con la
secuencia de KCNE2 nativa, preferiblemente superior a aproximadamente un 90% y mds preferiblemente tendran una
homologia de al menos aproximadamente un 95%. También se incluyen proteinas codificadas por ADN que hibridan
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en condiciones de rigurosidad alta o baja con acidos nucleicos que codifican KCNE2 y polipéptidos o proteinas muy
relacionadas recuperadas por antisueros contra proteinas KCNE2.

El polipéptido KCNE2 puede ser el mostrado en las SEC ID N°: 2 (humana) y 4 (rata) que puede estar en forma
aislada y/o purificada, sin o sustancialmente sin material con el que estd asociado de forma natural. El polipéptido,
si se produce por expresion en una célula procariota o se produce sintéticamente, puede carecer del procesamiento
postraduccional nativo, tal como glicosilaciéon. Como alternativa, la presente invencidon también estd relacionada con
polipéptidos que son variantes de secuencia, alelos o derivados del polipéptido KCNE2. Estos polipéptidos pueden
tener una secuencia de aminoécidos que difiere de la presentada en las SEC ID N°: 2 6 4 por una o mds de adiciones,
sustituciones, deleciones o inserciones de uno o mas aminodacidos. Estos polipéptidos preferidos tienen funcién de
KCNE2. A KCNE3 humana (SEC ID N° 6), KCNE3 de rat6n (SEC ID N°: 8), KCNE4 humana (SEC ID N°: 10) y
KCNE4 de ratén (SEC ID N°: 12) se les aplican consideraciones y alcances similares a los descritos en este documento
para KCNE2.

Las variantes de sustitucion tipicamente contienen el cambio de un aminodcido por otro en uno o més sitios dentro
de la proteina, y pueden disefiarse para modular una o mds propiedades del polipéptido, tales como la estabilidad frente
a la escision proteolitica, sin la pérdida de otras funciones o propiedades. Las sustituciones de aminodcidos pueden
realizarse basandose en la similitud en polaridad, carga, solubilidad, hidrofobia, hidrofilia y/o naturaleza anfipatica de
los residuos implicados. Son sustituciones preferidas las que son conservativas, es decir, un aminodcido se reemplaza
por otro de forma y carga similar. Las sustituciones conservativas son bien conocidas en este campo y tipicamente
incluyen sustituciones dentro de los siguientes grupos: glicina, alanina; valina, isoleucina, leucina; 4cido aspartico,
acido glutdmico; asparagina, glutamina; serina, treonina; lisina, arginina; y tirosina, fenilalanina.

Ciertos aminoacidos pueden sustituir a otros aminodcidos en una estructura proteica sin una pérdida apreciable de
capacidad de unién interactiva con estructuras tales como, por ejemplo, regiones de unién a antigeno de anticuerpos o
sitios de unién en moléculas de sustrato o sitios de unién en proteinas que interaccionan con el polipéptido KCNE2.
Como es la capacidad interactiva y la naturaleza de una proteina la que define la actividad bioldgica funcional de
esa proteina, pueden realizarse ciertas sustituciones de aminodcidos en una secuencia proteica, y en su secuencia
de ADN codificante subyacente, y sin embargo puede obtenerse una proteina con propiedades similares. Al realizar
estos cambios puede considerarse el indice hidropéatico de los aminodcidos. Generalmente se entiende en la técnica
la importancia del indice de aminodcidos hidréfobos para conferir una funcién bioldgica interactiva en una proteina
(Kyte and Doolittle, 1982). Como alternativa, la sustitucién de aminodcidos similares puede realizarse eficazmente
basandose en la hidrofilia. Generalmente se entiende en la técnica la importancia de la hidrofilia para conferir una
funcién bioldgica interactiva de una proteina (Patente de Estados Unidos 4.554.101). El uso del indice hidréfobo o la
hidrofilia para disefiar polipéptidos se describe con mds detalle en la Patente de Estados Unidos 5.691.198.

La longitud de secuencias polipeptidicas comparadas para determinar la homologia generalmente serd de al menos
aproximadamente 16 aminodcidos, normalmente de al menos aproximadamente 20 residuos, mas habitualmente de al
menos aproximadamente 24 residuos, tipicamente al menos de aproximadamente 28 residuos y preferiblemente mayor
de aproximadamente 35 residuos.

“Unido operativamente” se refiere a una yuxtaposicién donde los componentes descritos de esta manera estdn en
una relacion que les permite funcionar de la manera deseada. Por ejemplo, un promotor estd unido operativamente a
una secuencia codificante si el promotor afecta a su transcripcion o expresion.

La expresion peptidomimético o mimético pretende hacer referencia a una sustancia que tiene la actividad biol6-
gica esencial del polipéptidos KCNE2. Un peptidomimético puede ser una molécula que contiene péptido que imita
elementos de la estructura secundaria de la proteina (Johnson et al., 1993). El fundamento subyacente al uso de pepti-
domiméticos es que el esqueleto peptidico de las proteinas existe principalmente para orientar las cadenas laterales de
los aminodcidos de tal forma que se faciliten las interacciones moleculares, tales como las de anticuerpo y antigeno,
enzima y sustrato o proteinas de andamiaje (“scaffolding”). Un peptidomimético se disefia para permitir interacciones
moleculares similares a la molécula natural. Es posible que un mimético no sea un péptido, pero retendrd la actividad
bioldgica esencial del polipéptido KCNE2 natural.

“Sondas”. Los polimorfismos de polinucleétidos asociados con alelos de KCNE2 que predisponen a LQT se de-
tectan por hibridacién con una sonda polinucleotidica que forma un hibrido estable con la de la secuencia diana, en
condiciones de hibridacién y lavado de rigurosas a moderadamente rigurosas. Si se espera que las sondas sean perfecta-
mente complementarias a la secuencia diana, se usardn condiciones de alta rigurosidad. Puede reducirse la rigurosidad
de la hibridacion si se espera algtin desacoplamiento, por ejemplo, si se esperan variantes con el resultado de que la
sonda no sea completamente complementaria. Se eligen condiciones que descarten uniones no especificas/adventicias,
es decir que minimicen las interferencias. (Debe indicarse que a lo largo de esta descripcioén, si simplemente se dice
que se usan condiciones “rigurosas” se entiende que se usan condiciones “muy rigurosas”). Como estas indicaciones
identifican polimorfismos de ADN neutros asi como mutaciones, estas indicaciones necesitan un andlisis adicional
para demostrar la deteccion de un alelo de susceptibilidad de KCNE].

Las sondas para los alelos de KCNE?2 pueden proceder de secuencias de la region de KCNE2, su ADNCc, secuencias
funcionalmente equivalentes o sus secuencias complementarias. Las sondas pueden tener cualquier longitud adecuada,
que incluya todo o una parte de la regiéon de KCNE?2 y que permita hibridacion especifica con la region. Si la secuencia
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diana contiene una secuencia idéntica a la de la sonda, las sondas pueden ser cortas, por ejemplo, en el intervalo de
aproximadamente 8-30 pares de bases, ya que el hibrido serd relativamente estable incluso en condiciones rigurosas.
Si se espera algtin grado de desacoplamiento con la sonda, es decir, si se sospecha que la sonda hibridard con una
regidn variante, puede emplearse una sonda de mayor tamafio que hibride con la secuencia diana con la especificidad
requerida.

Las sondas incluirdn un polinucleétido aislado unido a un marcador o molécula indicadora y puede usarse para
aislar otras secuencias polinucleotidicas que tienen similitud de secuencia por métodos convencionales. En relacion
con las técnicas para preparar y marcar sondas, véase, por ejemplo, Sambrook et al., 1989 o Ausubel et al., 1992.
Pueden seleccionarse otros polinucleétidos similares usando polinucleétidos homoélogos. Como alternativa, pueden
sintetizarse o seleccionarse polinucleétidos que codifican estos polipéptidos o polipéptidos similares por medio del
uso de la redundancia del cédigo genético. Pueden introducirse diversas sustituciones de codones, por ejemplo, por
cambios silenciosos (produciendo de esta manera diversos sitios de restriccidén) o para optimizar la expresién en un
sistema particular. Pueden introducirse mutaciones para modificar las propiedades del polipéptido, quizds para cambiar
la velocidad de degradacién o renovacién del polipéptido.

Las sondas que comprenden oligonucledtidos sintéticos u otros polinucleétidos de la presente invencién pueden
proceder de polinucle6tidos mono- o bicatenarios recombinantes o naturales o pueden sintetizarse quimicamente. Las
sondas también pueden marcarse por traslacion de mellas, reaccion de relleno de Klenow u otros métodos conocidos
en la técnica.

Se prefieren como sondas partes de la secuencia polinucleotidica que tienen al menos aproximadamente ocho nu-
cledtidos, normalmente al menos aproximadamente 15 nucledtidos y menos de aproximadamente 9 kb, normalmente
menos de aproximadamente 1,0 kb, de una secuencia polinucleotidica que codifica KCNE?2. Esta definicién, por lo
tanto, incluye sondas con tamafios de 8 nucleé6tidos a 9000 nucleétidos. De esta manera, esta definicién incluye son-
das de 8, 12, 15, 20, 25, 40, 60, 80, 100, 200, 300, 400 6 500 nucledtidos o sondas que tienen cualquier niimero de
nucledtidos dentro de estos intervalos de valores (por ejemplo, 9, 10, 11, 16, 23, 30, 38, 50, 72, 121, etc., nucledtidos),
o sondas que tienen mds de 500 nucleétidos. Las sondas también pueden usarse para determinar si un ARNm que
codifica KCNE? esté presente en una célula o tejido. La presente invencion incluye todas las nuevas sondas que tienen
al menos 8 nucledtidos procedentes de las SEC ID N°: 3, 5,7, 9 y 11, sus complementarias o secuencias de dcido
nucleico funcionalmente equivalentes. La presente invencién no incluye sondas que existen en la técnica anterior. Es
decir, la presente invencién incluye todas las sondas que tienen al menos 8 nucleétidos procedentes de las SEC ID N°:
3,5,7,9y 11, con la condicién de que no incluyan sondas que existen en la técnica anterior.

También son aplicables consideraciones y longitudes de nucledtidos similares a cebadores que pueden usarse para
la amplificacién de todo o parte del gen KCNE2. De esta manera, una definicién de cebadores incluye cebadores de 8,
12, 15, 20, 25, 40, 60, 80, 100, 200, 300, 400, 500 nucledtidos, o cebadores que tienen cualquier nimero de nucleétidos
dentro de estos intervalos de valores (por ejemplo, 9, 10, 11, 16, 23, 30, 38, 50, 72, 121, etc. nucleétidos), o cebadores
que tienen mas de 500 nucledtidos, o cualquier nimero de nucledtidos entre 500 y 9000. Los cebadores también
pueden usarse para determinar si el ARNm que codifica KCNE?2 esta presente en una célula o tejido. La presente
invencidn incluye todos los nuevos cebadores que tienen al menos 8 nucledtidos derivados del locus de KCNE2 para
amplificar el gen KCNE?2, su complemento o secuencias de dcido nucleico funcionalmente equivalentes. La presente
invencién no incluye cebadores que existen en la técnica anterior. Es decir, la presente invencién incluye todos los
cebadores que tienen al menos 8 nucleétidos con la condicién de que no incluya cebadores que existen en la técnica
anterior.

Las expresiones “modificaciones o fragmentos de proteina” se proporcionan por la presente invencién para poli-
péptidos KCNE2 o fragmentos de los mismos que son sustancialmente homélogos a la secuencia estructural primaria
pero que incluyen, por ejemplo, modificaciones quimicas y bioquimicas in vivo o in vitro o que incorporan aminodci-
dos no habituales. Estas modificaciones incluyen, por ejemplo, acetilacién, carboxilacion, fosforilacion, glicosilacion,
ubiquitinacién, marcaje, por ejemplo, con radionticlidos y diversas modificaciones enzimaticas, como apreciaran facil-
mente los expertos en la materia. En la técnica se conocen diversos métodos para marcar polipéptidos y sustituyentes o
marcadores Utiles para estos fines, e incluyen is6topos radioactivos tales como **P, ligandos que se unen a antiligandos
marcados (por ejemplo, anticuerpos), fluor6foros, agentes quimioluminiscentes, enzimas y antiligandos que pueden
servir como miembros de pares de unién especificos para un ligando marcado. La eleccién del marcador depende de
la sensibilidad requerida, la facilidad de conjugacién con el cebador, los requisitos de estabilidad y la instrumentacién
disponible. En la técnica son bien conocidos métodos para marcar polipéptidos. Véase Sambrook et al, 1989 o Ausubel
et al, 1992.

Aparte de polipéptidos con una longitud sustancialmente completa, la presente invencién proporciona fragmen-
tos biolégicamente activos de los polipéptidos. Las actividades bioldgicas significativas incluyen unién al ligando,
actividad inmunoldgica y otras actividades biolégicas caracteristicas de los polipéptidos KCNE2. Las actividades in-
munolégicas incluyen tanto la funcién inmunogénica en un sistema inmune diana como la comparticién de epitopos
inmunolégicos para la unidn, sirviendo como un antigeno competidor o sustituto de un epitopo de la proteina KC-
NE2. Como se usa en la presente memoria, “epitopo” se refiere a un determinante antigénico de un polipéptido. Un
epitopo podria comprender tres aminodcidos en una conformacion espacial que es tinica para el epitopo. En general,
un epitopo consiste en al menos cinco de estos aminodcidos, y mas habitualmente consiste en al menos 8-10 de estos
aminodcidos. En la técnica se conocen métodos para determinar la conformacién espacial de estos aminoacidos.
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Con fines inmunoldgicos, pueden usarse segmentos de polipéptidos con repeticiones en tindem como inmuné-
genos, produciendo de esta manera protefnas muy antigénicas. Como alternativa, estos polipéptidos servirdn como
competidores de alta eficacia para la unién especifica. Mds adelante se describe la produccién de anticuerpos especi-
ficos para polipéptidos KCNE2 o fragmentos de los mismos.

La presente invencién también proporciona polipéptidos de fusién, que comprenden polipéptidos KCNE2 y frag-
mentos. Los polipéptidos homdlogos pueden ser fusiones entre dos o mds secuencias polipeptidicas de KCNE2 o entre
las secuencias de KCNE2 y una proteina relacionada. De forma similar, pueden construirse fusiones heterélogas que
presentarian una combinacién de propiedades o actividades de las proteinas derivadas. Por ejemplo, pueden “cam-
biarse” dominios de unién a ligando u otros dominios entre diferentes polipéptidos de fusién nuevos o fragmentos.
Estos polipéptidos de fusion homdlogos o heterdlogos pueden presentar, por ejemplo, una fuerza o especificidad de
union alterada. Los compaiieros de fusién incluyen inmunoglobulinas, 8-galactosidasa bacteriana, trpE, proteina A, 3-
lactamasa, alfa amilasa, alcohol deshidrogenasa y el factor de acoplamiento alfa de levaduras. Véase Godowski et al.,
1988.

Las proteinas de fusion tipicamente se obtendran por métodos de 4cido nucleico recombinante, como se describe
m4s adelante, o pueden sintetizarse quimicamente. Se describen técnicas para la sintesis de polipéptidos, por ejemplo,
en Merrifield (1963).

“Purificacion de proteinas” se refiere a diversos métodos para el aislamiento de los polipéptidos KCNE2 a partir de
otro material biolégico, tales como células transformadas con 4cidos nucleicos recombinantes que codifican KCNE2, y
se conocen bien en la técnica. Por ejemplo, estos polipéptidos pueden purificarse por cromatografia de inmunoafinidad
empleando, por ejemplo, los anticuerpos proporcionados por la presente invencién. En la técnica son bien conocidos
diversos métodos de purificacién de proteinas e incluyen los descritos en Deutscher, 1990 y Scopes, 1982.

Las expresiones “aislado”, “sustancialmente puro” y “sustancialmente homogéneo” se usan indistintamente para
describir una proteina o polipéptido que se ha separado de componentes que lo acompafian en su estado natural.
Una proteina monomérica es sustancialmente pura cuando de al menos aproximadamente un 60 a un 75% de una
muestra presenta una sola secuencia polipeptidica. Una proteina sustancialmente pura tipicamente comprenderad de
aproximadamente un 60 a un 90% P/P de una muestra de proteina, mds habitualmente aproximadamente un 95% y
preferiblemente tendrd una pureza mayor de aproximadamente un 99%. La pureza u homogeneidad de la proteina
puede indicarse por varios medios bien conocidos en la técnica tales como electroforesis en gel de poliacrilamida de
una muestra de proteina, seguida de visualizacién de una sola banda de polipéptido tras la tincién del gel. Para ciertos
fines, puede proporcionarse una mayor resolucién usando HPLC u otros medios bien conocidos en la técnica que se
utilizan para la purificacion.

Una proteina KCNE2 carece sustancialmente de componentes con los que estd asociada naturalmente cuando se
separa de los contaminantes nativos que la acompaiian en su estado natural. De esta manera, un polipéptido que se
sintetiza quimicamente o se sintetiza en un sistema celular diferente de la célula de la que procede de forma natural
carecerd sustancialmente de sus componentes asociados naturalmente. Una proteina también puede convertirse en
una proteina sustancialmente libre de componentes asociados de forma natural por aislamiento, usando técnicas de
purificacion de proteinas bien conocidas en este campo.

Un polipéptido producido como un producto de expresién de una secuencia genética aislada y manipulada es un
“polipéptido aislado” como se usa en la presente memoria, aunque se exprese en un tipo celular homélogo. Las formas
obtenidas sintéticamente o moléculas expresadas por células heter6logas son intrinsecamente moléculas aisladas.

“Acido nucleico recombinante” es un cido nucleico que no se produce de forma natural o que se produce por
la combinacioén artificial de dos segmentos de secuencia separados de otra manera. Esta combinacién artificial con
frecuencia se realiza por medios de sintesis quimica o por manipulacion artificial de segmentos de acidos nucleicos
aislados, por ejemplo, por técnicas de ingenieria genética. Esto normalmente se hace para reemplazar un codén con
un codén redundante que codifica el mismo aminoacido o un aminodcido conservativo, mientras que tipicamente
introduce o elimina un sitio de reconocimiento de secuencia. Como alternativa, se realiza para unir entre s{ segmentos
de 4cido nucleico de funciones deseadas para generar una combinacién de funciones deseada.

“Secuencias reguladoras” se refiere a las secuencias que normalmente estan dentro de 100 kb de la regién codifi-
cante de un locus, pero también pueden estar mds distantes de la region codificante, lo cual afecta a la expresion del
gen (incluyendo la transcripcion del gen y la traduccidn, corte y empalme, estabilidad o similar del ARN mensajero).

“Homologia o similitud sustancial”. Un 4cido nucleico o fragmento del mismo es “sustancialmente homdlogo”
(“o sustancialmente similar”) a otro si, cuando se alinea dptimamente (con inserciones o deleciones de nucleétidos
apropiadas) con el otro 4cido nucleico (o su cadena complementaria), hay una identidad de secuencias de nucleétidos
de al menos aproximadamente un 60% de las bases nucleotidicas, normalmente de al menos aproximadamente un
70%, méas habitualmente de al menos aproximadamente un 80%, preferiblemente de al menos aproximadamente un
90% y mas preferiblemente de al menos aproximadamente un 95-98% de las bases nucleotidicas.
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Identidad significa el grado de relacion de secuencia entre dos secuencias polipeptidicas o dos secuencias polinu-
cleotidicas determinado por la identidad del acoplamiento entre dos cadenas de dichas secuencias. La identidad puede
calcularse facilmente. Aunque existen varios métodos para medir la identidad entre dos secuencias polinucleotidicas o
polipeptidicas, el término “identidad” es bien conocido para los expertos en la materia (Computational Molecular Bio-
logy, Lesk, A. M., ed., Oxford University Press, New York, 1988; Biocomputing: Informatics and Genome Projects,
Smith, D. W., ed., Academic Press, New York, 1993; Computer Analysis of Sequence Data, Part I, Griffin, A. M.,
and Griffin, H. G., eds., Humana Press, New Jersey, 1994; Sequence Analysis in Molecular Biology, von Heinje, G.,
Academic Press, 1987; and Sequence Analysis Primer, Gribskov, M. and Devereux, J., eds., M Stockton Press, New
York, 1991). Los métodos empleados comtiinmente para determinar la identidad entre dos secuencias incluyen, pero sin
limitacidn, los descritos en Guide to Huge Computers, Martin J. Bishop, ed., Academic Press, San Diego, 1994, and
Carillo, H., and Lipman, D. (1988). Los métodos preferidos para determinar la identidad se disefian para proporcionar
el mayor acoplamiento entre las dos secuencias ensayadas. Estos métodos estdn codificados en programas informati-
cos. Los métodos de programas informdticos preferidos para determinar la identidad entre dos secuencias incluyen,
pero sin limitacidn, el paquete informético GCG (Devereux et al. (1984), BLASTP, BLASTN, FASTA (Altschul et al.
(1990); Altschul ez al. (1997)).

Como alternativa, existe una homologia (o similitud) sustancial cuando un 4cido nucleico o fragmento del mismo
hibrida con otro 4cido nucleico (o una cadena complementaria del mismo) en condiciones de hibridacién selectivas,
con un cadena o su complementaria. Existe selectividad de hibridacién cuando se produce hibridacién que es sustan-
cialmente mds selectiva que la ausencia total de especificidad. Tipicamente se producird hibridacién selectiva cuando
haya una homologia de al menos aproximadamente un 55% sobre un tramo de al menos aproximadamente 14 nucled-
tidos, preferiblemente de al menos aproximadamente un 65%, mas preferiblemente de al menos aproximadamente un
75% y aun mas preferiblemente de al menos aproximadamente un 90%. Véase Kanehisa, 1984. La longitud de compa-
racién de homologia, como se describe, puede ser sobre tramos mas largos y, en ciertas realizaciones, con frecuencia
serd sobre un tramo de al menos aproximadamente 9 nucleétidos, normalmente al menos aproximadamente 20 nu-
cleétidos, mds habitualmente al menos aproximadamente 24 nucleétidos, tipicamente al menos aproximadamente 28
nucledtidos, mas tipicamente al menos aproximadamente 32 nucleétidos y preferiblemente al menos aproximadamente
36 o mds nucledtidos.

La hibridacién de 4cidos nucleicos se verd afectada por condiciones tales como la concentracién de sal, la tem-
peratura o disolventes orgdnicos, ademds de la composicién de bases, la longitud de las cadenas complementarias
y el nimero de desacoplamientos de bases nucleotidicas entre los dcidos nucleicos que hibridan, como apreciardn
facilmente los expertos en la materia. Las condiciones de temperatura rigurosas generalmente incluirdn temperaturas
superiores a 30°C, tipicamente superiores a 37°C y preferiblemente superiores a 45°C. Las condiciones de sal rigurosas
normalmente serdn concentraciones menores de 1000 mM, tipicamente menores de 500 mM y preferiblemente me-
nores de 200 mM. Sin embargo, la combinacién de parametros es mucho mas importante que la medida de cualquier
pardmetro individual. Las condiciones de rigurosidad dependen de la longitud del 4cido nucleico y de la composicién
de bases del dcido nucleico, y pueden determinarse por técnicas bien conocidas en este campo. Véase, por ejemplo,
Wetmur y Davidson, 1968.

Las secuencias de sonda también pueden hibridar especificamente con ADN duplex en ciertas condiciones para
formar triplex u otros complejos de ADN de mayor orden. La preparaciéon de estas sondas y las condiciones de
hibridacién adecuadas son bien conocidas en este campo.

Las expresiones “homologia sustancial” o “identidad sustancial”, cuando se hace referencia a polipéptidos, indican
que el polipéptido o proteina en cuestiéon presenta una identidad de al menos aproximadamente un 30% con una
protefna natural entera o una parte de la misma, normalmente una identidad de al menos aproximadamente un 70%,
mas habitualmente una identidad de al menos aproximadamente un 80%, preferiblemente una identidad de al menos
aproximadamente un 90% y mads preferiblemente una identidad de al menos aproximadamente un 95%.

La homologia, en el caso de los polipéptidos, tipicamente se mide usando un software de andlisis de secuencia.
Véase, por ejemplo, el Paquete de Software de Andlisis de Secuencia del Genetics Computer Group, University of
Wisconsin Biotechnology Center, 910 University Avenue, Madison, Wisconsin 53705. El software de andlisis de
proteinas compara secuencias similares usando medidas de homologia asignadas a diversas sustituciones, deleciones
y otras modificaciones. Las sustituciones conservativas tipicamente incluyen sustituciones dentro de los siguientes
grupos: glicina, alanina; valina, isoleucina, leucina; dcido aspartico, dcido glutdmico; asparagina, glutamina; serina,
treonina; lisina, arginina; y fenilalanina, tirosina.

“Funcion sustancialmente similar” se refiere a la funcién de un 4cido nucleico modificado o una proteina modifi-
cada, con referencia al dcido nucleico KCNE2 de tipo salvaje o el polipéptido KCNE2 de tipo salvaje. El polipéptido
modificado serd sustancialmente homélogo al polipéptido KCNE2 de tipo salvaje y tendrd sustancialmente la misma
funcién. El polipéptido modificado puede tener una secuencia de aminodcidos alterada y/o puede contener aminoéci-
dos modificados. Ademas de la similitud de la funcién, el polipéptido modificado puede tener otras propiedades utiles,
tales como una mayor semivida. La similitud de la funcién (actividad) del polipéptido modificado puede ser sustan-
cialmente igual que la actividad del polipéptido KCNE2 de tipo salvaje. Como alternativa, la similitud de la funcién
(actividad) del polipéptido modificado puede ser mayor que la actividad del polipéptido KCNE2 de tipo salvaje. El
polipéptido modificado se sintetiza usando técnicas convencionales o se codifica por un 4cido nucleico modificado
y se produce usando técnicas convencionales. El dcido nucleico modificado se prepara por técnicas convencionales.
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Un 4cido nucleico con una funcién sustancialmente similar a la funcién del gen KCNE2 de tipo salvaje produce la
proteina modificada descrita anteriormente.

Un “fragmento”, “parte” o “segmento” de polipéptido es un tramo de residuos aminoacidicos de al menos aproxi-
madamente 5 a 7 aminodcidos contiguos, con frecuencia de al menos aproximadamente 7 a 9 aminoécidos contiguos,
tipicamente de al menos aproximadamente 9 a 13 aminodcidos contiguos y, mas preferiblemente de al menos aproxi-
madamente 20 a 30 o mds aminodcidos contiguos.

Los polipéptidos de la presente invencion, si son solubles, pueden acoplarse a un soporte en fase sélida, por ejemplo
nitrocelulosa, nailon, materiales de relleno de columnas (por ejemplo perlas de Sepharose), perlas magnéticas, lana de
vidrio, plastico, metal, geles poliméricos, células u otros sustratos. Estos soportes pueden tomar la forma, por ejemplo,
de perlas, pocillos, tiras reactivas o0 membranas.

“Region diana” se refiere a una regién del 4cido nucleico que se amplifica y/o detecta. La expresion “secuencia
diana” se refiere a una secuencia con la que una sonda o cebador formard un hibrido estable en condiciones deseadas.

La préctica de la presente invencion emplea, a menos que se indique otra cosa, técnicas convencionales de quimica,
biologia molecular, microbiologia, ADN recombinante, genética e inmunologia. Véase, por ejemplo, Maniatis et al.,
1982; Sambrook et al., 1989; Ausubel et al., 1992; Glover, 1985; Anand, 1992; Guthrie y Fink, 1991. Se proporciona
una descripcién general de técnicas y materiales para la localizacién de genes humanos, incluyendo la localizacién del
cromosoma 1 humano, por ejemplo, en White y Lalouel, 1988.

Preparacion de dcidos nucleicos recombinantes o sintetizados quimicamente; vectores, transformacion, células hos-
pedadoras

Grandes cantidades de los polinucleétidos de la presente invencién pueden producirse por replicacion en una célula
hospedadora adecuada. Se incorporardn fragmentos polinucleotidicos naturales o sintéticos que codifican un fragmen-
to deseado en construcciones de polinucleétidos recombinantes, normalmente construcciones de ADN, capaces de
introducirse y replicarse en una célula procariota o eucariota. Normalmente, las construcciones polinucleotidicas se-
rdn adecuadas para la replicacion en un hospedador unicelular, tal como una levadura o bacteria, pero también pueden
destinarse a la introduccién (con y sin integracién dentro del genoma) en lineas de células cultivadas de mamifero, de
células vegetales u otras lineas celulares eucariotas. La purificacion de dcidos nucleicos producidos por los métodos
de la presente invencién se describe, por ejemplo, en Sambrook et al., 1989 o Ausubel et al., 1992.

Los polinucleétidos de la presente invencién también pueden producirse por sintesis quimica, por ejemplo, por el
método de fosforamidita descrito por Beaucage and Caruthers (1981) o el método triéster de acuerdo con Matteucci
and Caruthers (1981) y pueden realizarse en sintetizadores de oligonucledtidos autométicos comerciales. Puede ob-
tenerse un fragmento bicatenario a partir del producto monocatenario de sintesis quimica por sintesis de la cadena
complementaria e hibridacion de las cadenas entre si en condiciones apropiadas o por la adicién de la cadena comple-
mentaria usando ADN polimerasa con una secuencia de cebador apropiada.

Las construcciones polinucleotidicas preparadas para la introduccién en un hospedador procariota o eucariota pue-
den comprender un sistema de replicacion reconocido por el hospedador, incluyendo el fragmento polinucleotidico
deseado que codifica el polipéptido deseado, y preferiblemente también incluird secuencias reguladoras de la inicia-
cién de la transcripcion y traduccién unidas operativamente al segmento codificante del polipéptido. Los vectores de
expresion pueden incluir, por ejemplo, un origen de replicacién o secuencias de replicacién auténoma (ARS) y se-
cuencias de control de la expresion, un promotor, un potenciador y sitios de informacién de procesamiento necesarios,
tales como sitios de unién a ribosomas, sitios de corte y empalme del ARN, sitios de poliadenilacion, secuencias ter-
minadoras de la transcripcidn y secuencias estabilizadoras del ARNm. Estos vectores puede prepararse por medio de
técnicas recombinantes convencionales bien conocidas en este campo y descritas, por ejemplo, en Sambrook et al.,
1989 o Ausubel et al., 1992.

Se seleccionara un promotor apropiado y otras secuencias de vectores necesarias para que sean funcionales en el
hospedador y pueden incluir, cuando sea apropiado, las asociadas de forma natural con el gen KCNE?2. Se describen
ejemplos de combinaciones aceptables de lineas celulares y vectores de expresion en Sambrook et al., 1989 o Ausu-
bel et al., 1992; véase también, por ejemplo, Metzger et al., 1988. En la técnica se conocen muchos vectores ttiles
y pueden obtenerse a partir de vendedores tales como Stratagene, New England Biolabs, Promega Biotech, y otros.
En hospedadores procariotas pueden usarse promotores tales como los promotores de trp, lac y promotores de fa-
gos, promotores de ARNt y promotores de enzimas glicoliticas. Los promotores ttiles de levaduras incluyen regiones
promotoras para la metalotioneina, 3-fosfoglicerato quinasa u otras enzimas glicoliticas tales como enolasa o glice-
raldheido-3-fosfata deshidrogenasa, enzimas responsables de la utilizacién de maltosa y galactosa, y otras. También
se describen vectores y promotores adecuados para uso en la expresion de levaduras en Hitzeman et al., documento
EP 73.675A. Los promotores de mamifero no nativos apropiados podrian incluir los promotores tardio y temprano
de SV10 (Fiers et al., 1978) o promotores derivados del virus de la leucemia murina de Molony, virus de tumores de
ratén, virus de sarcoma aviar, adenovirus II, virus del papiloma bovino o polioma. Los promotores de insecto pueden
proceder de baculovirus. Ademas, la construccién puede unirse a un gen amplificable (por ejemplo, DHFR) de forma
que puedan realizarse multiples copias del gen. En relaciéon con secuencias potenciadoras y otras secuencias de con-
trol de la expresion apropiadas, véase también Enhancers and Eukarvotic Gene Expression, Cold Spring Harbor Press,
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Cold Spring Harbor, New York (1983). Véanse también, por ejemplo, las Patentes de Estados Unidos N° 5.691.198;
5.735.500; 5.747.469 y 5.436.146.

Aunque estos vectores de expresion pueden replicar de forma auténoma, también pueden replicar al insertarse en
el genoma de la célula hospedadora, por métodos bien conocidos en la técnica.

Los vectores de expresion y clonacién probablemente contendran un marcador de seleccidon, un gen que codifica
una proteina necesaria para la supervivencia o crecimiento de una célula hospedadora transformada con el vector.
La presencia de este gen asegura el crecimiento s6lo de las células hospedadoras que expresan los insertos. Los
genes de seleccion tipicos codifican proteinas que a) confieren resistencia a antibiéticos u otras sustancias toxicas,
por ejemplo ampicilina, neomicina, metotrexato, etc., b) complementan deficiencias auxotrdficas, o ¢) suministran
nutrientes clinicos no disponibles en medios complejos, por ejemplo, el gen que codifica D-alanina racemasa en el
caso de bacilos. La eleccion del marcador de seleccion apropiado dependerd de la célula hospedadora, y en la técnica
se conocen bien marcadores apropiados para diferentes hospedadores.

Los vectores que contienen los dcidos nucleicos de interés pueden transcribirse in vitro y el ARN resultante puede
introducirse en la célula hospedadora por métodos bien conocidos, por ejemplo por inyeccioén (véase, Kubo et al.,
1988), o los vectores pueden introducirse directamente en células hospedadoras por métodos bien conocidos en la
técnica, que varian dependiendo del tipo de hospedador celular, incluyendo electroporacidn; transfeccién empleando
cloruro célcico, cloruro de rubidio y fosfato cdlcico, DEAE-dextrano u otras sustancias; bombardeo con micropro-
yectiles; lipofeccion; infeccion (cuando el vector es un agente infeccioso, tal como un genoma retroviral); y otros
métodos. Véase, en general, Sambrook et al., 1989 and Ausubel et al., 1992. La introduccién de los polinucleétidos en
la célula hospedadora por cualquier método conocido en la técnica, incluyendo, entre otros, los descritos anteriormen-
te, se denominard en la presente memoria “transformacién”. Se entiende que las células en las que se han introducido
los 4cidos nucleicos descritos anteriormente también incluyen la descendencia de dichas células.

Pueden prepararse grandes cantidades de los dcidos nucleicos y polipéptidos de la presente invencidn expresando
el 4cido nucleico de KCNE?2 o partes del mismo en vectores u otros vehiculos de expresion en células hospedadoras
procariotas o eucariotas compatibles. Los hospedadores procariotas usados mas cominmente son cepas de Escherichia
coli, aunque también pueden usarse otros procariotas tales como Bacillus subtilis o Pseudomonas.

También pueden ser ttiles células hospedadoras de mamifero u otras células hospedadoras eucariotas, tales como
las de levadura, hongos filamentosos, plantas, insectos o especies de anfibios o aviares, para la produccién de las
proteinas de la presente invencién. La propagacién de células de mamifero en cultivo es bien conocida per se. Véase
Jakoby and Pastan (eds.) (1979). Son ejemplos de lineas de células hospedadoras de mamifero usadas comtinmente
las células VERO y HeLa, células de ovario de hdmster Chino (CHO) y lineas celulares WI38, BHK y COS, aunque
el experto en la materia apreciard que pueden ser apropiadas otras lineas celulares, por ejemplo, para proporcionar
una mayor expresion, patrones de glicosilacién deseables u otras caracteristicas. Un ejemplo de una linea celular de
insectos usada cominmente es SF9.

Los clones se seleccionan usando marcadores que dependen del modo de la construccién del vector. El marcador
puede estar en la misma molécula de ADN o en una molécula de ADN diferente, preferiblemente en la misma molécula
de ADN. En hospedadores procariotas, el transformante puede seleccionarse, por ejemplo, por resistencia a ampicilina,
tetraciclina u otros antibidticos. La produccién de un producto particular basdndose en la sensibilidad a la temperatura
también puede servir como un marcador apropiado.

Las células procariotas o eucariotas transformadas con los polinucledtidos de la presente invencidn serdn ttiles no
s6lo para la produccién de los dcidos nucleicos y polipéptidos de la presente invencidn, sino también, por ejemplo,
para estudiar las caracteristicas de polipéptidos KCNE2.

Las sondas y cebadores basados en la secuencia del gen KCNE?2 descrito en la presente memoria se usan para
identificar proteinas y secuencias del gen KCNE2 homdlogas en otras especies. Estas secuencias génicas y proteinas
se usan en los métodos de diagndstico/pronéstico, terapéuticos y de seleccion de farmacos descritos en la presente
memoria para la especie a partir de la cual se han aislado.

Meétodos de Uso: Exploracion de Fdrmacos

La invencidn es particularmente Util para explorar compuestos por medio del uso de proteinas KCNE2, KCNE3
0 KCNE4 en células transformadas, oocitos transfectados o animales transgénicos. Como mutaciones en la proteina
KCNE2 pueden alterar el funcionamiento del canal de potasio I, cardiaco, se exploran firmacos candidatos para
comprobar los efectos sobre el canal usando oocitos o usando células que contienen una proteina KCNE2 normal
y una proteina HERG mutante, respectivamente, o una proteina HERG mutante y una proteina KCNE2 mutante. El
farmaco se afiade a las células en cultivo, por ejemplo, células transformadas de forma estable, o se administra a un
animal transgénico, por ejemplo, un ratén knockout, y se compara el efecto sobre la corriente inducida del canal de
potasio Ig, con la corriente inducida de una célula o animal que contiene la proteina HERG y KCNE2 de tipo salvaje.
Los candidatos de fairmaco que alteran la corriente inducida a un nivel mas normal son ttiles para tratar o prevenir
el LQT. En los ejemplos se describen métodos electrofisiologicos adecuados que pueden usarse para la exploracién
de farmacos. Estos métodos pueden aplicarse a oocitos o células transformadas establemente. De esta manera, puede
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determinarse el efecto de los farmacos sobre los canales idénicos dependientes de voltaje que incluyen KCNE2, KCNE3
o KCNEA4.

Esta invencion es particularmente ttil para explorar compuestos usando el polipéptido KCNE2 o un fragmento de
unién del mismo en cualquiera de una diversidad de técnicas de exploracién de farmacos.

El polipéptido KCNE2 o fragmento empleado en dicho ensayo puede estar libre en solucidn, estar fijado a un
soporte sé6lido o llevarse sobre una superficie celular. Un método de exploracion de farmacos utiliza células hospeda-
doras eucariotas o procariotas que se transforman de forma estable con polinucledtidos recombinantes que expresan
el polipéptido o fragmento, preferiblemente en ensayos de unién competitiva. Dichas células, en forma viable o fijada,
pueden usarse para ensayos de unién convencionales. Se puede medir, por ejemplo, la formacién de complejos entre
un polipéptido KCNE2 o un fragmento y el agente que se va a ensayar, o examinar el grado en el que se interfiere en
la formacién de un complejo entre un polipéptido KCNE2 o un fragmento y un ligando conocido por el agente que se
estd ensayando.

De esta manera, la presente invencidn proporciona métodos de exploracién de farmacos que comprenden poner en
contacto dicho agente con un polipéptido KCNE?2 o un fragmento del mismo y ensayar (i) con respecto a la presencia
de un complejo entre el agente y el polipéptido KCNE2 o el fragmento, o (ii) con respecto a la presencia de un
complejo entre el polipéptido KCNE2 o el fragmento y un ligando, por métodos bien conocidos en la técnica. En estos
ensayos de unién competitiva, el polipéptido KCNE2 o el fragmento tipicamente estd marcado. El polipéptido KCNE2
o fragmento libre se separa del que estd presente en un complejo proteina:proteina, y la cantidad de marcador libre (es
decir no complejado) es una medida de la unién del agente que se estd ensayando a KCNE2 o su interferencia con la
unién de KCNE2:ligando, respectivamente. También se puede medir la cantidad de KCNE2 unido, en lugar de libre.
También es posible marcar el ligando en lugar del KCNE2 y medir la cantidad de ligando que se une a KCNE2 en
presencia y en ausencia del farmaco que se estd ensayando.

Otra técnica para la exploracién de farmacos proporciona una exploracién de alto rendimiento de compuestos que
tienen una afinidad de unién adecuada por los polipéptidos KCNE2 y se describe con detalle en Geysen (publicacién
de la solicitud de patente PCT WO 84/03564). En resumen, se sintetizan grandes nimeros de compuestos de ensayo
peptidicos pequefios diferentes en un sustrato sélido, tal como pasadores de pldstico o alguna otra superficie. Los
compuestos de ensayo peptidicos se hacen reaccionar con polipéptido KCNE2 y se lavan. Después se detecta el
polipéptido KCNE?2 unido por métodos bien conocidos en la técnica.

El KCNE2 purificado puede aplicarse directamente como un recubrimiento sobre placas para uso en las técnicas
de exploracién de farmacos mencionadas anteriormente. Sin embargo, pueden usarse anticuerpos no neutralizadores
contra el polipéptido para capturar anticuerpos para inmovilizar el polipéptido KCNE2 sobre la fase sélida.

Esta invencién también contempla el uso de ensayos de exploracion de farmacos competitivos en los que anticuer-
pos neutralizadores capaces de unirse especificamente al polipéptido KCNE2 compiten con un compuesto de ensayo
por la unién al polipéptido KCNE2 o fragmentos del mismo. De esta manera, los anticuerpos pueden usarse para
detectar la presencia de cualquier péptido que comparta uno o mas determinantes antigénicos del polipéptido KCNE2.

Los métodos de exploracion anteriores no se limitan a ensayos que emplean s6lo KCNE2, sino que también son
aplicables al estudio de complejos KCNE2-proteina. Se analiza el efecto de los farmacos sobre la actividad de este
complejo.

De acuerdo con estos métodos, los siguientes ensayos son ejemplos de ensayos que pueden usarse para explorar
candidatos de farmacos.

Un KCNE2 mutante (per se o como parte de una proteina de fusion) se mezcla con una proteina de tipo salvaje
(per se o como parte de una proteina de fusioén) a la que se une KCNE2 de tipo salvaje. Esta mezcla se realiza tanto
en presencia de un farmaco como en ausencia del firmaco, y se mide la cantidad de unién del KCNE2 mutante con la
proteina de tipo salvaje. Si la cantidad de la unién es mayor en presencia de dicho farmaco que en ausencia de dicho
farmaco, el farmaco es un candidato de farmaco para tratar el LQT debido a una mutacién en KCNE?2.

Un KCNE2 de tipo salvaje (per se o como parte de una proteina de fusién) se mezcla con una proteina de tipo
salvaje (per se o como parte de una proteina de fusidn) a la que se une KCNE2 de tipo salvaje. Esta mezcla se realiza
tanto en presencia de un foirmaco como en ausencia del firmaco, y se mide la cantidad de unién del KCNE2 de tipo
salvaje con la proteina de tipo salvaje. Si la cantidad de unién es mayor en presencia de dicho fairmaco que en ausencia
de dicho farmaco, el fairmaco es un candidato de fdrmaco para tratar el LQT debido a una mutacién en KCNE?2.

Una protefna mutante, que como proteina de tipo salvaje se une a KCNE2 (per se o como parte de una proteina de
fusion) se mezcla con un KCNE2 de tipo salvaje (per se o como parte de una proteina de fusion). Esta mezcla se realiza
tanto en presencia de un firmaco como en ausencia del farmaco, y se mide la cantidad de unién de la proteina mutante
con el KCNE2 de tipo salvaje. Si la cantidad de unién es mayor en presencia de dicho farmaco que en ausencia de
dicho farmaco, el fairmaco es un candidato de firmaco para el tratamiento del LQT debido a una mutacién en el gen
que codifica la proteina.

22



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 338 520 T3

Meétodos de Uso: Farmacogenomica

Las moléculas de KCNE2 (asi como las moléculas de KCNE3 y KCNE4) de la presente invencion, asi como agen-
tes o moduladores que tienen un efecto estimulador o inhibidor sobre la actividad de KCNE2 (por ejemplo, expresion
del gen de KCNE2) identificados por un ensayo de exploracién descrito en la presente memoria, pueden adminis-
trarse a individuos para tratar (profilactica o terapéuticamente) trastornos asociados con una actividad aberrante de
KCNE2. Junto con dicho tratamiento, puede considerarse la farmacogendmica (es decir, el estudio de la relacién entre
el genotipo de un individuo y la respuesta de ese individuo a un compuesto o farmaco extrafio). Las diferencias en
el metabolismo de los agentes terapéuticos puede conducir a una toxicidad severa o fallo terapéutico por medio de
la alteracién de la relacién entre la dosis y la concentracién sanguinea del farmaco farmacoldgicamente activo. De
esta manera, un médico o clinico puede considerar la aplicacién del conocimiento obtenido en estudios farmacogend-
micos relevantes para determinar si se administra una molécula de KCNE2 o un modulador de KCNE2, asi como la
adaptacion de la dosificacion y/o régimen terapéutico de tratamiento con una molécula de KCNE2 o un modulador de
KCNE2.

La farmacogendmica aborda variaciones hereditarias clinicamente significativas en la respuesta a firmacos debido
a una alteracion de la eliminacién del farmaco y una accién andémala del fairmaco en personas afectadas. Véase, por
ejemplo, Eichelbaum et al. (1996) and Linder et al. (1997). En general, pueden diferenciarse dos tipos de condicio-
nes farmacogenéticas. Condiciones genéticas transmitidas como un solo factor que alteran la manera en la que los
farmacos actdan sobre el cuerpo (accién alterada del farmaco) o condiciones genéticas transmitidas como factores
individuales que alteran la manera en la que actda el cuerpo sobre los fairmacos (metabolismo alterado del farmaco).
Estas condiciones farmacogenéticas pueden producirse como defectos genéticos raros o como polimorfismos que se
producen comuinmente. Por ejemplo, la deficiencia en glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD) es una enzimopatia
hereditaria comtn en la que la complicacion clinica principal es la hemolisis después de la ingestion de fairmacos
oxidantes (antimaldricos, sulfonamidas, analgésicos, nirofuranos) y el consumo de habas.

Una estrategia farmacogendmica para identificar genes que predicen la respuesta a firmacos, conocida como “aso-
ciacion a nivel del genoma”, se basa principalmente en un mapa de alta resolucién del genoma humano que consiste
en marcadores relacionados con genes ya conocidos (por ejemplo, un mapa de marcadores génicos “bialélicos” que
consiste en 60.000-100.000 sitios polimérficos o variables en el genoma humano, teniendo cada uno de ellos dos
variantes). Dicho mapa genético de alta resolucién puede compararse con un mapa del genoma de cada uno de un
nimero estadisticamente significativo de pacientes que participan en un ensayo de farmacos de Fase II/III para identi-
ficar marcadores asociados con una respuesta al fairmaco o efecto secundario observado particular. Como alternativa,
dicho mapa de alta resolucién puede generarse a partir de una combinacién de unos diez millones de polimorfismos
de un solo nucledtido (SNP) conocidos en el genoma humano. Como se usa en la presente memoria, un “SNP” es
una alteracién comin que se produce en una sola base nucleotidica en un tramo de ADN. Por ejemplo, un SNP puede
aparecer una vez cada 1000 bases de ADN. Un SNP puede estar implicado en un proceso de enfermedad, sin embargo,
la inmensa mayoria pueden no estar asociados con ninguna enfermedad. Dado un mapa genético basado en la apari-
cién de dichos SNP, los individuos pueden agruparse en categorias genéticas dependiendo de un patrén particular de
SNP en su genoma individual. De esta manera, pueden adaptarse los regimenes de tratamiento a grupos de individuos
genéticamente similares, teniendo en cuenta rasgos que pueden ser comunes entre estos individuos genéticamente
similares.

Como alternativa, puede utilizarse un método denominado “estrategia de gen candidato” para identificar genes que
predicen una respuesta a un fairmaco. De acuerdo con este método, si se conoce un gen que codifica un formaco diana
(por ejemplo, una proteina KCNE2 o un receptor de KCNE2 de la presente invencion), todas las variantes comunes de
ese gen pueden identificarse de una forma bastante fécil en la poblacién y puede determinarse si tener una version del
gen frente a otra estd asociado con una respuesta particular al formaco.

Como realizacioén ilustrativa, la actividad de enzimas que metabolizan firmacos es un determinante principal tan-
to de la intensidad como de la duracién de la accidn del farmaco. El descubrimiento de polimorfismos genéticos de
enzimas que metabolizan farmacos (por ejemplo, N-acetiltransferasa 2 (NAT 2) y las enzimas del citocromo P450
CYP2D6 y CYP2C19) ha proporcionado una explicacién de por qué algunos pacientes no obtienen los efectos del
farmaco esperados o muestran una respuesta exagerada al fairmaco y toxicidad grave después de tomar una dosis con-
vencional y segura de un farmaco. Estos polimorfismos se expresan en dos fenotipos en la poblacién, el metabolizador
rapido (EM, del inglés “extensive metabolizer”) y el metabolizador lento (PM, del inglés “poor metabolizer”). La
prevalencia de PM es diferente entre las diferentes poblaciones. Por ejemplo, el gen que codifica CYP2D6 es muy po-
limoérfico y se han identificado varias mutaciones en PM, conduciendo todas ellas a la ausencia de CYP2D6 funcional.
Los metabolizadotes lentos de PYP2D6 y CYP2C19 experimentan con bastante frecuencia una respuesta exagerada al
farmaco y efectos secundarios cuando reciben dosis convencionales. Si un metabolito es el residuo terapéutico activo,
el PM no muestra respuesta terapéutica, como se demuestra para el efecto analgésico de la codeina mediado por su
metabolito formado por CYP2D6 morfina. El otro extremo son los denominados metabolizadores ultrarrdpidos que
no responden a las dosis convencionales. Recientemente, se ha identificado que la base molecular del metabolismo
ultrarrdpido se debe a la amplificacién del gen de CYP2D6. Ciertos andlisis similares con los péptidos relacionados
con MinK correlacionan el genotipo y los efectos del farmaco.

Como alternativa, puede utilizarse un método denominado “perfilado de expresion génica” para identificar genes
que predicen la respuesta a un fairmaco. Por templo, la expresién génica de un animal al que se le ha dosificado
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un farmaco (por ejemplo, una molécula de KCNE2 o un modulador de KCNE2 de la presente invencién) puede
proporcionar una indicacion de si se han activado rutas génicas relacionadas con la toxicidad.

Puede usarse la informacion generada a partir de més de una de las estrategias farmacogendmicas anteriores para
determinar los regimenes de dosificacion y tratamiento apropiados para el tratamiento profilactico o terapéutico de
un individuo. Este conocimiento, cuando se aplica a la dosificacién o seleccion de farmacos, puede evitar reacciones
adversas o fallo terapéutico y por lo tanto mejorar la eficacia terapéutica o profilactica cuando se trata un sujeto con
una molécula de KCNE2 o un modulador de KCNE2, tal como un modulador identificado por uno de los ensayos de
exploracidn ilustrativos descritos en la presente memoria.

Métodos de Uso: Diserio Racional de Fdrmacos

El objetivo del disefio racional de farmacos es producir andlogos estructurales de polipéptidos biolégicamente ac-
tivos de interés o de moléculas pequefias con las que interaccionan (por ejemplo agonistas, antagonistas, antagonistas,
inhibidores) para crear farmacos que, por ejemplo, sean formas mds activas o estables del polipéptido o que, por ejem-
plo, mejoren o interfieran con la funcién de un polipéptido in vivo. Varias estrategias para uso en el disefio racional de
farmacos incluyen el andlisis de la estructura tridimensional, exploraciones de alanina, creacién de modelos molecu-
lares y uso de anticuerpos anti-id. Estas técnicas son bien conocidas para los expertos en la material, incluyendo las
descritas en las Patentes de Estados Unidos N°® 5.837.492; 5.800.998 y 5.891.628, incorporadas cada una de ellas en la
presente memoria como referencia.

De esta manera, se pueden disefiar farmacos que tengan, por ejemplo, mejor actividad o estabilidad del polipéptido
KCNE2 o que actien como inhibidores, agonistas, antagonistas, etc. de la actividad del polipéptido KCNE2. Gracias
a la disponibilidad de secuencias de KCNE2 clonadas, pueden proporcionarse cantidades suficientes del polipéptido
KCNE2 para realizar estudios analiticos tales como cristalografia de rayos x. Ademads, el conocimiento de las secuen-
cias de la proteina KCNE2 proporcionadas en la presente memoria guiard a los que emplean técnicas informéticas de
creacion de modelos en lugar de, o ademds de, la cristalografia de rayos x.

El polipéptido de la invencién también puede usarse para explorar compuestos desarrollados como resultado de
la tecnologia de bibliotecas combinatorias. La tecnologia de bibliotecas combinatorias proporciona una forma eficaz
de ensayar un amplio nimero potencial de diferentes sustancias con respecto a la capacidad de modular la actividad
de un polipéptido. Estas bibliotecas y su uso se conocen en la técnica. Se prefiere el uso de bibliotecas de péptidos.
Véase, por ejemplo, el documento WO 97/02048.

En resumen, un método para explorar una sustancia que modula la actividad de un polipéptido puede incluir poner
en contacto una o mds sustancias de ensayo con el polipéptido en un medio de reaccién adecuado, ensayar la actividad
del polipéptido tratado y comparar esa actividad con la actividad del polipéptido en un medio de reaccién comparable
sin tratar con la sustancia o sustancias de ensayo. Una diferencia en actividad entre los polipéptidos tratados y no
tratados indica un efecto modulador de la sustancia o sustancias de ensayo relevantes.

Antes de o ademds de explorar la modulacién de la actividad, las sustancias de ensayo pueden explorarse con
respecto a la capacidad de interaccionar con el polipéptido, por ejemplo en un sistema doble hibrido de levadura (por
ejemplo Bartel e al., 1993; Fields and Song, 1989; Chevray and Nathans, 1992; Lee et al., 1995). Este sistema puede
usarse como una exploracion generalizada antes de ensayar una sustancia con respecto a la capacidad real de modular
la actividad del polipéptido. Como alternativa, la exploracién podria usarse para explorar sustancias de ensayo con
respecto a la unién a una molécula de unién especifica a KCNE2, o para encontrar miméticos del polipéptido KCNE2.

Después de la identificacidon de una sustancia que modula o afecta a la actividad del polipéptido, la sustancia
puede investigarse adicionalmente. Ademds, puede fabricarse y/o usarse en la preparacion, es decir, la fabricacion o
formulacién, o en una composicion tal como un medicamento, composicion farmacéutica o farmaco. Estos pueden
administrarse a los individuos.

De esta manera, la presente invencién incluye en diversos aspectos no sélo una sustancia identificada usando una
molécula de dcido nucleico como modulador de la actividad del polipéptido, de acuerdo con lo que se describe en
la presente memoria, sino también una composicién farmacéutica, medicamento, foirmaco u otra composiciéon que
comprende dicha sustancia, un método que comprende la administracién de dicha composicién que comprende di-
cha sustancia, un método que comprende la administracién de dicha composicién a un paciente, por ejemplo, para
tratamiento (que puede incluir el tratamiento preventivo) del LQT, el uso de dicha sustancia en la fabricaciéon de una
composicién para administracién, por ejemplo, para el tratamiento del LQT, y un método para fabricar una composi-
cién farmacéutica que comprende mezclar dicha sustancia con un excipiente, vehiculo o soporte farmacéuticamente
aceptable, y opcionalmente otros ingredientes.

Una sustancia identificada como un modulador de la funcién del polipéptido puede ser de naturaleza peptidica o no
peptidica. Con frecuencia se prefieren “moléculas pequefias” no peptidicas para muchos usos farmacéuticos in vivo.
Por consiguiente, puede disefiarse un mimético o imitador de la sustancia (particularmente si es un péptido) para uso
farmacéutico.
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El disefio de miméticos para un compuesto farmacéuticamente activo conocido es una estrategia conocida para
el desarrollo de agentes farmacéuticos basados en un compuesto “guia”. Esto podria ser deseable cuando es dificil
o caro sintetizar el compuesto activo o cuando es poco adecuado para un método de administracién particular, por
ejemplo, los péptidos puros son agentes activos poco adecuados para composiciones orales ya que tienden a degradarse
rdpidamente por proteasas en el canal alimentario. Generalmente se usa el disefio, sintesis y ensayo de miméticos para
evitar la exploracion aleatoria de grandes nimeros de moléculas en relacion con una propiedad diana.

Comunmente se realizan varias etapas en el disefio de un mimético a partir de un compuesto que tiene una propie-
dad diana dada. En primer lugar, se determinan las partes particulares del compuesto que son criticas y/o importantes
para determinar la propiedad diana. En el caso de un péptido, esto puede realizarse variando sistematicamente los
residuos aminoacidicos del péptido, por ejemplo, sustituyendo cada residuo por turnos. Comtinmente se usan explora-
ciones de alanina en péptidos para refinar dichos motivos peptidicos. Estas partes o residuos que constituyen la regién
activa del compuesto se conocen como su “farmacéforo”.

Una vez que se ha encontrado el farmacdéforo, su estructura se modela de acuerdo con sus propiedades fisicas,
por ejemplo estereoquimica, unién, tamafio y/o carga, usando datos de una serie de fuentes, por ejemplo técnicas
espectroscdpicas, datos de difraccion de rayos x y RMN. En este procedimiento de modelado pueden usarse andlisis
computacionales, mapeo de similitud (que modela la carga y/o volumen de un farmacéforo, en lugar de la unién entre
atomos) y otras técnicas.

En una variante de esta estrategia, se modela la estructura tridimensional del ligando y su compafiero de unidn.
Esto puede ser especialmente ttil cuando el ligando y/o el compaifiero de unién cambian la conformacién tras la unién,
permitiendo que el modelo tenga en cuenta esto en el disefio del mimético.

Después se selecciona una molécula de plantilla sobre la cual pueden injertarse grupos quimicos que imitan al
farmacéforo. La molécula de plantilla y los grupos quimicos injertados sobre la misma pueden seleccionarse conve-
nientemente de forma que el mimético sea facil de sintetizar, sea probablemente aceptable desde el punto de vista
farmacolégico y no se degrade in vivo, mientras que retiene la actividad bioldgica del compuesto guia. Como alterna-
tiva, cuando el mimético estd basado en péptidos, puede conseguirse una estabilidad adicional ciclando el péptido, lo
cual aumenta su rigidez. El mimético o miméticos encontrados por esta estrategia después puede explorarse para ver
si tienen la propiedad diana o en qué medida la presentan. Después puede realizarse una optimizacién o modificacién
adicional para llegar a uno o mas miméticos finales para el ensayo clinico o in vivo.

Métodos de Uso: Diagnéstico del Acido Nucleico y Kits de Diagndstico

Para detectar la presencia de un alelo de KCNE2 que predispone a un individuo al LQT, se prepara una muestra
bioldgica tal como sangre y se analiza con respecto a la presencia o ausencia de alelos de susceptibilidad de KCNE2.
Para detectar la presencia de LQT o como un indicador de prondstico, se prepara una muestra bioldgica y se analiza
con respecto a la presencia o ausencia de alelos mutantes de KCNE2. Los resultados de estos ensayos y la informacién
interpretativa se devuelven al profesional sanitario para que se lo comunique al individuo de ensayo. Estos diagndsticos
pueden realizarse por laboratorios de diagndstico o, como alternativa, se fabrican kits de diagnéstico y se venden a los
profesionales sanitarios o a los propios individuos para el autodiagndstico.

Inicialmente, el método de exploracion implica la amplificacién de las secuencias de KCNE?2 relevantes. En otra
realizacién preferida de la invencién, el método de exploracién implica una estrategia no basada en PCR. Estos méto-
dos de exploracién incluyen metodologias de amplificacién de marcadores de dos etapas que son bien conocidas en la
técnica. Tanto las estrategias de exploracién basadas en PCR como las no basadas en PCR pueden detectar secuencias
diana con un alto nivel de sensibilidad.

El método mas popular usado hoy en dia es la amplificacién de dianas. En este caso, la secuencia de acido nucleico
diana se amplifica con polimerasas. Un método particularmente preferido que usa la amplificacién dirigida por poli-
merasas es la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). La reaccion en cadena de la polimerasa y otros ensayos de
amplificacién dirigidos por polimerasas pueden conseguir un aumento de mas de un millén de veces en el nimero de
copias por medio del uso de ciclos de amplificacion dirigidos por polimerasa. Una vez amplificado, el 4cido nucleico
resultante puede secuenciarse o usarse como un sustrato para sondas de ADN.

Cuando las sondas se usan para detectar la presencia de las secuencias diana, la muestra bioldgica a analizar, tal
como sangre o suero, puede tratarse, si se desea, para extraer los dcidos nucleicos. El 4cido nucleico de la muestra
puede prepararse de diversas maneras para facilitar la deteccion de la secuencia diana, por ejemplo desnaturalizacion,
digestion de restriccion, electroforesis o transferencia puntual. La regién diana del dcido nucleico del analito normal-
mente debe ser al menos parcialmente monocatenaria para formar hibridos con la secuencia de direccién de la sonda.
Si la secuencia es monocatenaria de forma natural, la desnaturalizacién no serd necesaria. Sin embargo, si la secuencia
es bicatenaria, probablemente serd necesario desnaturalizar la secuencia. La desnaturalizacion puede realizarse por
diversas técnicas conocidas en este campo.

El 4cido nucleico que constituye el analito y la sonda se incuban en condiciones que promueven una formacién
de hibridos estables de la secuencia diana en la sonda con la supuesta secuencia dirigida en el analito. La regién de
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las sondas que se usa para unirse al analito puede realizarse de manera que sea completamente complementaria a la
region diana de KCNE?2. Por lo tanto, son deseables condiciones de alta rigurosidad para impedir falsos positivos.
Sin embargo, se usan condiciones de alta rigurosidad unicamente si las sondas son complementarias a regiones del
cromosoma que son Unicas en el genoma. La rigurosidad de la hibridacién se determina por varios factores durante
la hibridacién y durante el procedimiento de lavado, incluyendo la temperatura, fuerza idénica, composicién de bases,
longitud de la sonda y concentracién de formamida. Estos factores se perfilan, por ejemplo, en Maniatis et al., 1982
and Sambrook et al., 1989. En ciertas circunstancias, puede desearse la formacion de hibridos de orden superior, tales
como triplex, cuadruplex, etc., para proporcionar la manera para detectar secuencias diana.

La deteccion, si la hay, del hibrido resultante normalmente se realiza por medio del uso de sondas marcadas. Co-
mo alternativa, la sonda puede estar sin marcar, pero puede ser detectable por union especifica a un ligando que esta
marcado, directa o indirectamente. En la técnica se conocen marcadores adecuados y métodos para marcar sondas
y ligandos, e incluyen, por ejemplo, marcadores radiactivos que pueden incorporarse por métodos conocidos (por
ejemplo, traslacion de mellas, cebado aleatorio o tratamiento con quinasas), biotina, grupos fluorescentes, grupos
quimioluminiscentes (por ejemplo, dioxetanos, particularmente dioxetanos inducidos), enzimas, anticuerpos, nano-
particulas de oro y similares. En la técnica se conocen variaciones de este esquema bdasico e incluyen las variaciones
que facilitan la separacion de los hibridos a detectar de materiales extrafios y/o que amplifican la sefial procedente del
residuo marcado. Se revisan varias de estas variaciones, por ejemplo, en Matthews and Kricka, 1988; Landegren et al.,
1988; Mifflin, 1989; Patente de Estados Unidos 4.868.105; y en la Publicacién EPO N° 225.807.

Como se ha indicado anteriormente, en esta invencion también se contemplan ensayos de exploracién no basados
en PCR. Este procedimiento hibrida una sonda de 4cido nucleico (o un andlogo tal como un esqueleto de metilfosfonato
que reemplaza el fosfodiéster normal) a la diana de ADN de bajo nivel. Esta sonda puede tener una enzima unida
covalentemente a la sonda, de tal forma que el enlace covalente no interfiera con la especificidad de la hibridacion.
Este complejo de enzima-sonda-conjugado-acido nucleico diana después puede aislarse del conjugado de sonda libre
y enzima y se aflade un sustrato para la deteccién de la enzima. La actividad enzimdtica se observa como un cambio
en el desarrollo de color o en la produccién de luminiscencia que tiene como resultado un aumento de sensibilidad de
10%-10°. Como ejemplo en relacién con la preparacion de conjugados de oligodesoxinucledtido-fosfatasa alcalina y su
uso como sondas de hibridacion, véase Jablonski et al. (1986).

En la técnica se conocen metodologias de amplificacién de marcadores de dos etapas. Estos ensayos funcionan
sobre el principio de que un pequefio ligando (tal como digoxigenina, biotina o similar) se une a una sonda de dcido
nucleico capaz de unirse especificamente a KCNE2. También se contemplan dentro del alcance de este ejemplo sondas
con especificidad de alelo y las sondas especificas de alelo ilustrativas incluyen sondas que comprenden las mutaciones
de predisposicion de esta solicitud de patente.

En un ejemplo, el pequefio ligando unido a la sonda de 4cido nucleico se reconoce especificamente por un conju-
gado de anticuerpo-enzima. En una realizacion de este ejemplo, se une digoxigenina a la sonda de dcido nucleico. La
hibridacién se detecta por un conjugado de anticuerpo-fosfatasa alcalina que actda sobre un sustrato quimioluminis-
cente. En relacién con los métodos para marcar sondas de 4cido nucleico de acuerdo con esta realizacion, véase Martin
et al., 1990. En un segundo ejemplo, el ligando pequefio se reconoce por un conjugado de segundo ligando-enzima
que puede formar un complejo especifico con el primer ligando. Una realizacién bien conocida de este ejemplo es el
tipo de interacciones biotina-avidina. En relacidén con los métodos para marcar sondas de dcido nucleico y su uso en
ensayos basados en biotina-avidina, véase Rigby ef al., 1977 and Nguyen et al., 1992.

Dentro del alcance de esta invencién también se contempla que los ensayos de sondas de acido nucleico de esta
invencion empleardn un céctel de sondas de dcido nucleico capaces de detectar KCNE2. De esta manera, en un ejemplo
para detectar la presencia de KCNE2 en una muestra celular, se emplea mds de una sonda complementaria al gen vy,
en particular, el nimero de diferentes sondas es alternativamente dos, tres o cinco secuencias de sonda de acido
nucleico diferentes. En otro ejemplo, para detectar la presencia de mutaciones en la secuencia del gen KCNE2 en un
paciente, se emplea mas de una sonda complementaria a esos genes donde el céctel incluye sondas capaces de unirse
a las mutaciones especificas de alelo identificadas en poblaciones de pacientes con alteraciones en KCNE2. En esta
realizacién, puede usarse cualquier nimero de sondas y preferiblemente se incluirdn sondas correspondientes a las
mutaciones génicas principales identificadas como las que predisponen a un individuo al LQT.

Meétodos de Uso: Diagnostico del Péptido y Kits de Diagndstico

La presencia de LQT también puede detectarse basandose en la alteracién del polipéptido KCNE?2 de tipo salvaje.
Estas alteraciones pueden determinarse por andlisis de la secuencia de acuerdo con técnicas convencionales. Mas
preferiblemente, se usan anticuerpos (policlonales o monoclonales) para detectar diferencias en péptidos KCNE2 o
la ausencia de dichos péptidos. En este campo son bien conocidas técnicas para inducir y purificar anticuerpos, y
puede elegirse cualquiera de estas técnicas para conseguir las preparaciones reivindicadas en esta invencién. En una
realizacion preferida de la invencion, los anticuerpos inmunoprecipitardn proteinas de KCNE2 en la solucién ademds
de reaccionar con estas proteinas en transferencias de Western o inmunotransferencias de geles de poliacrilamida.
En otra realizacién preferida, los anticuerpos detectardn proteinas de KCNE?2 en secciones de parafina o de tejido
congelado usando técnicas inmunocitoquimicas.
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Las realizaciones preferidas relacionadas con los métodos para detectar KCNE?2 o sus mutaciones incluyen ensayos
de inmunoabsorbente ligado a enzima (ELISA), radioinmunoensayos (RIA), ensayos inmunorradiométricos (IRMA)
y ensayos inmunoenzimadticos (IEMA), incluyendo ensayos de tipo sdndwich que usan anticuerpos monoclonales y/o
policlonales. Se describen ensayos de tipo sdndwich ilustrativos por David et al., en las Patentes de Estados Unidos
N°4.376.110 y 4.486.530, incorporadas en la presente memoria como referencia.

Meétodos de Uso: Terapia Génica

En la presente memoria también se proporciona un método para suministrar la funcién de KCNE2 de tipo salvaje
a una célula que lleva un alelo mutante de KCNE2, respectivamente. El suministro de dicha funcién permitiria el
funcionamiento normal de las células receptoras. El gen de tipo salvaje o una parte del gen puede introducirse en la
célula en un vector tal que el gen se mantenga extracromosémico. En dicha situacién, el gen se expresard por la célula
desde la localizacién extracromosémica. Es mds preferida la situacion en la que el gen de tipo salvaje o una parte del
mismo se introduce en la célula mutante de tal forma que se recombine con el gen mutante endégeno presente en la
célula. Esta recombinacién requiere un doble acontecimiento de recombinacién que tiene como resultado la correccién
de la mutacién del gen. En la técnica se conocen vectores para la introduccién de genes tanto para la recombinacién
como para el mantenimiento extracromosémico, y puede usarse cualquier vector adecuado. En la técnica se conocen
métodos para introducir ADN en células tales como electroporacion, coprecipitacion con fosfato calcico y transduccién
viral, y la eleccién del método estd dentro de la competencia del experto en la materia.

Como se ha descrito en términos generales anteriormente, el gen KCNE2 o el fragmento del mismo, cuando sea
aplicable, puede emplearse en métodos de terapia génica para aumentar la cantidad de los productos de expresion
de dicho gen en las células. También puede ser ttil aumentar el nivel de expresién de un gen de LQT dado incluso
en las células cardiacas en las que se expresa el gen mutante a un nivel “normal”, pero el producto génico no es
completamente funcional.

La terapia génica se realizaria de acuerdo con métodos aceptados generalmente, por ejemplo, como se describe por
Friedman (1991) o Culver (1996). Primero se analizarian las células de un paciente por los métodos de diagndstico
descritos anteriormente para determinar la produccién del polipéptido de KCNE?2 en las células. Se prepara un virus
o vector plasmidico (véanse los detalles adicionales mds adelante), que contiene una copia del gen KCNE2 unido
a elementos de control de la expresién y capaz de replicarse dentro de las células. El vector puede ser capaz de
replicarse dentro de las células. Como alternativa, el vector puede ser deficiente en la replicacién y se replica en
células auxiliares para uso en terapia génica. Se conocen vectores adecuados, tales como los descritos en la Patente de
Estados Unidos 5.252.479 y en la publicacién de solicitud PCT WO 93/07282 y en las Patentes de Estados Unidos N°
5.691.198; 5.747.469; 5.436.146 y 5.753.500. El vector después se inyecta en el paciente. Si el gen transfectado no se
incorpora permanentemente en el genoma de cada una de las células diana, el tratamiento puede tener que repetirse
periédicamente.

Los sistemas de transferencia génica conocidos en este campo pueden ser Utiles en la prictica de los métodos de
terapia génica descritos en la presente memoria. Estos incluyen métodos de transferencia virales y no virales. Se han
usado varios virus como vectores de transferencia génica o como base para reparar los vectores de transferencia génica,
incluyendo papovavirus (por ejemplo, SV40, Madzak et al., 1992), adenovirus (Berkner, 1992; Berkner et al., 1988;
Gorziglia and Kapikian, 1992; Quantin et al., 1992; Rosenfeld et al., 1992; Wilkinson and AKrigg, 1992; Stratford-
Perricaudet et al., 1990; Schneider et al., 1998), virus vaccinia (Moss, 1992; Moss, 1996), virus adenoasociados
(Muzyczka, 1992; Ohi et al., 1990; Russell and Hirata, 1998), herpesvirus incluyendo HSV y EBV (Margolskee,
1992; Johnson et al., 1992; Fink et al., 1992; Breakefield and Geller, 1987; Freese et al., 1990; Fink et al., 1996),
lentivirus (Naldini et al., 1996), virus Sindbis y Semliki Forest (Berglund et al., 1993), y retrovirus de origen aviar
(Bandyopadhyay and Temin, 1984; Petropoulos et al., 1992), murino (Miller, 1992; Miller et al., 1985; Sorge et al.,
1984; Mann and Baltimore, 1985; Miller et al., 1988) y humano (Shimada et al., 1991; Helseth et al., 1990; Page
et al., 1990; Buchschacher and Panganiban, 1992). La mayoria de los protocolos de terapia génica humanos se han
basado en retrovirus murinos incapacitados, aunque también se estan usando adenovirus y virus adenoasociados.

Los métodos de transferencia génica no virales conocidos en este campo incluyen técnicas quimicas tales como
coprecipitacion con fosfato cdlcico (Graham and van der Eb, 1973; Pellicer et al., 1980); técnicas mecdnicas, por
ejemplo microinyeccién (Anderson et al., 1980; Gordon et al., 1980; Brinster et al., 1981; Costantini and Lacy, 1981);
transferencia mediada por fusion de membranas por medio de liposomas (Felgner et al., 1987; Wang and Huang,
1989; Kaneda et al., 1989; Stewart et al., 1992; Nabel ef al., 1990; Lim et al., 1991); y captacién directa de ADN
y transferencia de ADN mediada por receptores (Wolff et al., 1990; Wu et al., 1991; Zenke et al., 1990; Wu et al.,
1989; Wolff et al., 1991; Wagner et al., 1990; Wagner et al., 1991; Cotten et al., 1990; Curiel et al., 1992; Curiel
et al., 1991). La transferencia génica mediada por virus puede combinarse con transferencia génica in vivo directa
usando la administraciéon de liposomas, que permite dirigir los vectores virales a las células tumorales y no a las
células circundantes que no se estdn dividendo. Como alternativa, la linea celular productora del vector retroviral
puede inyectarse en tumores (Culver et al., 1992). Entonces la inyeccidn de las células productoras proporcionaria una
fuente continua de particulas de vector. Esta técnica se ha aprobado para uso en seres humanos con tumores cerebrales
inoperables.

En una estrategia que combina los métodos de transferencia génica bioldgicos y fisicos, se combina ADN plasmidi-
co de cualquier tamafio con un anticuerpo conjugado con polilisina especifico para la proteina del hex6n de adenovirus,
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y el complejo resultante se une a un vector de adenovirus. El complejo trimolecular después se usa para infectar a las
células. El vector de adenovirus permite una unién eficaz, internalizacién y degradacion del endosoma antes de que
se dafie el ADN acoplado. En relacién con otras técnicas para la administracién de vectores basados en adenovirus,
véase Schneider et al. (1998) y las Patentes de Estados Unidos N°® 5.691.198; 5.747.469; 5.436.146 y 5.753.500.

Se ha demostrado que los complejos de liposoma/ADN pueden intervenir en la transferencia génica directa in
vivo. Aunque en las preparaciones de liposomas convencionales el proceso de transferencia génica no es especifico,
se ha informado sobre una captacién y expresion localizada in vivo en depésitos de tumor, por ejemplo, después de la
administracion directa in situ (Nabel, 1992).

Se entiende que los vectores de expresion, en el contexto de la terapia génica, incluyen las construcciones que
contienen secuencias suficientes para expresar un polinucleétido que se ha clonado en su interior. En los vectores
de expresion viral, la construccién contiene secuencias virales suficientes para soportar el empaquetamiento de la
construccién. Si el polinucleétido codifica KCNE?2, la expresién producird KCNE2. Si el polinucleétido codifica un
polinucledtido antisentido o una ribozima, la expresion produciré el polinucledtido antisentido o la ribozima. De esta
manera, en este contexto, la expresién no requiere que se sintetice un producto proteico. Ademds del polinucledtido
clonado en el vector de expresion, el vector también contiene un promotor funcional en células eucariotas. La secuencia
polinucleotidica clonada estd bajo el control de este promotor. Los promotores eucariotas adecuados incluyen los
descritos anteriormente. El vector de expresion también puede incluir secuencias, tales como marcadores de seleccién
y otras secuencias descritas en la presente memoria.

Se prefieren técnicas de transferencia de genes que dirigen el ADN directamente al tejido cardiaco. La transferencia
génica mediada por receptores, por ejemplo, se realiza por la conjugacién de ADN (normalmente en forma de pldsmido
superenrollado cerrado covalentemente) a un ligando proteico a través de polilisina. Los ligandos se eligen basandose
en la presencia de los receptores de ligandos correspondientes en la superficie celular de la célula/tipo tisular diana.
Estos conjugados de ligando-ADN pueden inyectarse directamente en la sangre si se desea y se dirigen al tejido
diana donde se produce la unién al receptor y la internalizacién del complejo de ADN-proteina. Para solucionar el
problema de la destruccién intracelular del ADN, puede incluirse la coinfeccidn con adenovirus para alterar la funcién
de endosomas.

La terapia es como sigue: pacientes que llevan un alelo de susceptibilidad de KCNE?2 se tratan con un vehiculo de
administracion de genes de tal forma que algunas o todas las células precursoras cardiacas reciben al menos una copia
adicional de un alelo de KCNE2 normal funcional. En esta etapa, los individuos tratados tienen menor riesgo de LQT
en la medida en que el efecto del alelo susceptible se ha contrarrestado por la presencia del alelo normal.

Meétodos de Uso: Terapia Peptidica

Pueden suministrarse péptidos que tienen actividad KCNE2 a células que llevan un mutante o que carecen del alelo
de KCNE2. La proteina puede producirse por expresion de la secuencia de ADNc en bacterias, por ejemplo, usando
vectores de expresion conocidos. Como alternativa, puede extraerse el polipéptido KCNE2 de células de mamifero que
producen KCNE2. Ademads, pueden emplearse las técnicas de quimica sintética para sintetizar la proteina KCNE2.
Cualquiera de estas técnicas puede proporcionar la preparacién de la presente invenciéon que comprende la proteina
KCNE2. La preparacion carece sustancialmente de otras proteinas humanas. Esto se consigue de la manera mds facil
por sintesis en un microorganismo o in vitro.

Las moléculas de KCNE2 activas pueden introducirse en las células por microinyeccién o por medio del uso de
liposomas, por ejemplo. Como alternativa, algunas moléculas activas pueden absorberse por las células, activamente o
por difusién. El suministro de moléculas con actividad KCNE2 debe conducir a una inversion parcial del LQT. Tam-
bién pueden usarse otras moléculas con actividad KCNE2 (por ejemplo péptidos, formacos o compuestos orgdnicos)
para realizar tal inversion. También se usan polipéptidos modificados que tienen una funcién sustancialmente similar
para la terapia peptidica.

Meétodos de Uso: Hospedadores Transformados

Pueden seleccionarse animales para el ensayo de agentes terapéuticos después de mutagénesis de animales enteros
o después del tratamiento de células de la linea germinal o cigotos. Estos tratamientos incluyen la insercién de alelos
de KCNE?2 mutantes, normalmente de una segunda especie animal, asi como la insercién de genes homologos altera-
dos. Como alternativa, el gen KCNE2 endégeno de los animales puede alterarse por mutacién de insercién o delecién
u otras alteraciones genéticas usando técnicas convencionales (Capecchi, 1989; Valancius and Smithies, 1991; Hasty
et al., 1991; Shinkai et al., 1992; Mombaerts et al., 1992; Philpott et al., 1992; Snouwaert et al., 1992; Donehower
et al., 1992). Estos animales transgénicos, de transposicién (transplacement) y knock-out, particularmente los ratones
knockout, también pueden usarse para explorar firmacos que pueden ser ttiles para tratar o prevenir el LQT u otros
trastornos de canales idnicos o para explorar farmacos con respecto a su efecto sobre la actividad de canales i6ni-
cos. También pueden obtenerse lineas celulares a partir de estos animales para uso como modelos celulares, o en la
exploracion de farmacos. Después de haber administrado las sustancias de ensayo a los animales, debe evaluarse la
presencia de LQT. Si la sustancia de ensayo previene o suprime la aparicién de LQT, entonces la sustancia de ensayo
es un agente terapéutico candidato para el tratamiento del LQT. Estos modelos animales proporcionan un vehiculo de
ensayo extremadamente importante para posibles productos terapéuticos. Se emplean métodos convencionales, inclu-
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yendo los descritos en las Patentes de Estados Unidos 5.837.492; 5.800.998 y 5.891.628, cada uno incorporado en la
presente memoria como referencia.

El diagnéstico presintomdtico del LQT ha dependido de la identificacidn de la prolongacién de QT en electro-
cardiogramas. Desafortunadamente, rara vez se realizan electrocardiogramas en individuos jévenes y sanos. Ademads,
muchos portadores del gen del LQT tienen intervalos QT relativamente normales, y el primer sintoma de enfermedad
puede ser una arritmia cardiaca fatal (Vincent et al., 1992). Ahora que se han identificado mas genes de LQT y se
han asociado con LQT, puede contemplarse el ensayo genético de este trastorno. Esto requerira anélisis mutacionales
continuados y la identificacién de genes de LQT adicionales. Con andlisis fenotipicos mds detallados, pueden descu-
brirse diferencias fenotipicas entre las formas variadas de LQT. Estas diferencias pueden ser ttiles para el diagndstico
y tratamiento.

La identificacién de la asociacidn entre las mutaciones del gen KCNE2 y LQT permite una exploracion presintoma-
tica temprana de individuos para identificar los que tienen riesgo de desarrollar LQT. Para identificar estos individuos,
se exploran los alelos de KCNE?2 con respecto a mutaciones directamente o después de la clonacién de los alelos. Los
alelos se ensayan con respecto a la presencia de diferencias de secuencias de acido nucleico del alelo normal usando
cualquier técnica adecuada, incluyendo pero sin limitacién uno de los siguientes métodos: hibridacién fluorescente
in situ (FISH), secuenciacion de ADN directa, andlisis de PFGE, andlisis de transferencia de Southern, analisis de
conformacién de una sola cadena (SSCP), andlisis de ligamiento, ensayo de proteccién frente a RNasa, oligonucled-
tido con especificidad de alelo (ASO), andlisis de transferencia puntual y andlisis de PCR-SSCP. También es ttil la
técnica desarrollada recientemente de tecnologia de microchip de ADN. Por ejemplo, (1) se determinan las secuencias
de nucleédtidos de los alelos clonados y del gen KCNE2 normal o el fragmento apropiado (secuencia codificante o
secuencia genémica) y después se comparan, o (2) se hibridan los transcritos de ARN del gen KCNE?2 o el fragmento
génico con un ADN gendmico entero monocatenario de un individuo a ensayar, y el heterodiplex resultante se trata
con ribonucleasa A (RNasa A) y se procesa en un gel de desnaturalizacién para detectar la localizacién de cualquier
desacoplamiento. Dos de estos métodos pueden realizarse de acuerdo con los siguientes procedimientos.

Los alelos del gen KCNE2 en un individuo a ensayar se clonan usando técnicas convencionales. Por ejemplo,
se obtiene una muestra de sangre del individuo. El ADN gendmico aislado de las células en esta muestra se digiere
parcialmente a un tamafio medio de fragmentos de aproximadamente 20 kb. Se aislan fragmentos en el intervalo de 18-
21 kb. Los fragmentos resultantes se ligan en un vector apropiado. Las secuencias de los clones después se determinan
y se comparan con el gen KCNE2 normal.

Como alternativa, se realizan reacciones en cadena de la polimerasa (PCR) con pares de cebadores para la regién 5’
o los exones del gen KCNE2. También pueden realizarse PCR con pares de cebadores basados en cualquier secuencia
del gen KCNE2 normal. Por ejemplo, pueden preparase y utilizarse pares de cebadores para uno de los intrones.
Finalmente, también puede realizarse RT-PCR sobre el ARNm. Los productos amplificados después se analizan por
polimorfismos de conformacién de una sola cadena (SSCP) usando técnicas convencionales para identificar cualquier
diferencia y después se secuencian y se comparan con la secuencia génica normal.

Los individuos pueden explorarse rdpidamente con respecto a las variantes comunes del gen KCNE2 amplificando
el ADN del individuo usando pares de cebadores adecuados y analizando el producto amplificado, por ejemplo, por
hibridacién de transferencia puntual (dot-blot) usando sondas oligonucleotidicas con especificidad de alelo.

El segundo método emplea RNasa A para ayudar a la deteccion de diferencias entre el gen KCNE2 normal y genes
defectuosos. Esta comparacién se realiza en etapas usando fragmentos de restricciéon pequefios (~500 pb) del gen
KCNE?2 como sonda. En primer lugar, el gen KCNE2 se digiere con una o mas enzimas de restriccion que cortan la
secuencia del gen en fragmentos de aproximadamente 500 pb. Estos fragmentos se separan en un gel de electroforesis,
se purifican del gel y se clonan individualmente, en las dos orientaciones, en un vector SP6 (por ejemplo, pSP64 o
pSP65). Los plasmidos basados en SP6 que contienen insertos de los fragmentos del gen KCNE?2 se transcriben in
vitro usando el sistema de transcripcion SP6, bien conocido en la técnica, en presencia de [a-**P]GTP, generando
transcritos de ARN radiomarcados de las dos cadenas del gen.

Individualmente, estos transcritos de ARN se usan para formar heterodiiplex con el ADN alélico usando técnicas
convencionales. Los desacoplamientos que se producen en el heterodiplex de ARN:ADN, debido a las diferencias
de secuencia entre el fragmento de KCNE2 y el subclén de alelo de KCNE? del individuo, producen la escision en la
cadena de ARN cuando se trata con RNasa A. Estos desacoplamientos pueden ser el resultado de mutaciones puntuales
o pequefias deleciones en el alelo del individuo. La escisién de la cadena de ARN produce dos o mds fragmentos de
ARN pequefios, que se desplazan mds rapido en el gel de desnaturalizacién que la propia sonda de ARN.

Cualquier diferencia que se encuentre, identificard a un individuo como un individuo que tiene una variante mo-
lecular del gen KCNE?2 y la consiguiente presencia del sindrome de QT largo. Estas variantes pueden tomar varias
formas. Las formas mds severas serfan mutaciones de desplazamiento de fase o grandes deleciones que harfan que el
gen codificara una proteina andmala o una que alterara significativamente la expresion de la proteina. Las mutaciones
disruptivas menos severas incluirian deleciones en fase pequefias y sustituciones de pares de bases no conservativas
que tendrian un efecto significativo sobre la proteina producida, tales como cambios hacia o desde un residuo de cis-
teina, de un aminodacido basico a uno acido o viceversa, desde un aminoacido hidréfobo a uno hidréfilo o viceversa,
u otras mutaciones que afecten a la estructura secundaria o terciaria de la proteina. Generalmente no seria de esperar
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que las mutaciones silenciosas o las resultantes de sustituciones de aminoacidos conservativas alteraran la funcién de
las proteinas.

El ensayo genético permitird a los expertos en la materia identificar individuos con riesgo de LQT en, o incluso
antes del nacimiento. El diagndstico presintomatico del LQT permitird la prevencién de estos trastornos. Las terapias
médicas existentes, incluyendo los agentes bloqueantes beta adrenérgicos, pueden prevenir y retrasar la aparicién de
problemas asociados con la enfermedad. Finalmente, esta invencién cambia nuestra comprensién de la causa y trata-
miento de enfermedades cardiacas comunes tales como arritmias cardiacas que son responsables del 100% de todas
las muertes naturales. El diagnéstico existente se ha centrado en la medicién del intervalo QT en electrocardiogramas.
Este método no es un indicador completamente preciso de la presencia del sindrome de QT largo. La presente inven-
cién es un indicador més preciso de la presencia de la enfermedad. El ensayo genético y la comprensién mecéanica
mejorada del LQT proporciona la oportunidad de prevenir arritmias que ponen en riesgo la vida por medio de terapias
racionales. Es posible, por ejemplo, que los agentes de apertura de canales de potasio reduzcan el riesgo de arritmias
en pacientes con mutaciones de KCNE2; por el contrario, los agentes bloqueantes de los canales de sodio, pueden ser
un tratamiento mds eficaz para pacientes con mutaciones que alteran la funcién de SCN5A. Finalmente, estos estudios
pueden proporcionar una perspectiva de mecanismos subyacentes a las arritmias comunes, ya que estas arritmias con
frecuencia estdn asociadas con una repolarizacién cardiaca anémala y pueden deberse a una combinacién de factores
hereditarios y adquiridos.

Composiciones Farmacéuticas y Vias de Administracion

Los polipéptidos, anticuerpos, péptidos y dcidos nucleicos de KCNE2 de la presente invencién pueden formularse
en composiciones farmacéuticas, que se preparan de acuerdo con técnicas de composiciones farmacéuticas conven-
cionales. Véase, por ejemplo, Remington’s Pharmaceutical Sciences. 18th Ed. (1990, Mack Publishing Co., Easton,
PA). La composicién puede contener el agente activo o sales farmacéuticamente aceptables del agente activo. Estas
composiciones pueden comprender, ademds de una de las sustancias activas, un excipiente, vehiculo, tamp6n, estabili-
zante u otro material farmacéuticamente aceptable bien conocido en este campo. Estos materiales no deben ser t6xicos
y no deben interferir con la eficacia del ingrediente activo. El vehiculo puede tomar una amplia diversidad de formas
dependiendo de la forma de la preparacién deseada para la administracion, por ejemplo, intravenosa, oral, intratecal,
epineural o parenteral.

Para la administracién oral, los compuestos pueden formularse en preparaciones sélidas o liquidas tales como
cépsulas, pildoras, comprimidos, grageas, materiales fundidos, polvos, suspensiones o emulsiones. Para preparar las
composiciones en forma de dosificacién oral, puede emplearse cualquiera de los medios farmacéuticos habituales tales
como, por ejemplo, agua, glicoles, aceites, alcoholes, agentes aromatizantes, conservantes, agentes colorantes, agentes
de suspension y similares en el caso de preparaciones liquidas orales (tales como, por ejemplo, suspensiones, elixires y
soluciones); o vehiculos tales como almidones, azicares, diluyentes, agentes de granulacion, lubricantes, aglutinantes,
agentes disgregantes y similares en el caso de preparaciones sélidas orales (tales como, por ejemplo, polvos, cdpsulas
y comprimidos). Debido a su facilidad en la administracién, los comprimidos y cdpsulas representan la forma de
unidad de dosificacién oral mas ventajosa, en cuyo caso evidentemente se emplean vehiculos farmacéuticos sélidos.
Si se desea, los comprimidos pueden recubrirse con aziicar o recubrirse con un revestimiento entérico por técnicas
convencionales. El agente activo puede encapsularse de forma que sea adecuado para el paso a través del tracto
gastrointestinal mientras que al mismo tiempo permite el paso a través de la barrera hematoencefdlica. Véase, por
ejemplo, el documento WO 96/11698.

Para la administracién parenteral, el compuesto puede disolverse en un vehiculo farmacéutico y administrarse co-
mo una solucién o una suspension. Son ejemplos ilustrativos de vehiculos adecuados agua, solucién salina, soluciones
de dextrosa, soluciones de fructosa, etanol o aceites de origen animal, vegetal o sintético. El vehiculo también puede
contener otros ingredientes, por ejemplo conservantes, agentes de suspension, agentes solubilizantes, tampones y simi-
lares. Cuando los compuestos se administran por via intratecal, también pueden disolverse en liquido cefalorraquideo.

El agente activo preferiblemente se administra en una cantidad terapéuticamente eficaz. La cantidad real adminis-
trada y la velocidad y evolucién a lo largo del tiempo de la administracién dependeran de la naturaleza y gravedad de
la afeccién a tratar. La prescripcion del tratamiento, por ejemplo las decisiones sobre la dosificacién, tiempos, etc. esta
dentro de la responsabilidad de los expertos o especialistas generales, y tipicamente tiene en cuenta el trastorno a tratar,
el estado del paciente individual, el sitio de administracion, el método de administracién y otros factores conocidos
para los expertos en la materia. Pueden encontrarse ejemplos de técnicas y protocolos en Remington’s Pharmaceutical
Sciences.

Como alternativa, pueden usarse terapias de direccién para administrar el agente activo de forma mads especifica a
ciertos tipos de células, por medio del uso de sistemas de direccion tales como anticuerpos o ligandos con especificidad
de célula. La direccion puede ser deseable por una diversidad de razones, por ejemplo, si el agente es inaceptablemente
téxico o si de otra manera requeriria una dosificacion demasiado elevada, o si de otra manera no podria entrar en las
células diana.

En lugar de administrar estos agentes directamente, pueden producirse en la célula diana, por ejemplo, en un
vector viral tal como el descrito anteriormente o en un sistema de administracién basado en células tal como el
descrito en la Patente de Estados Unidos N° 5.550.050 y en las publicaciones de solicitudes PCT N° WO 92/19195,
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WO 94/25503, WO 95/01203, WO 95/05452, WO 96/02286, WO 96/02646, WO 96/40871, WO 96/40959 y WO
97/12635, disefiado para implantacién en un paciente. El vector podia dirigirse a las células especificas a tratar o
podria contener elementos reguladores que tengan mayor especificidad de tejido por las células diana. El sistema de
administracién basado en células se disefia para implantarse en el cuerpo de un paciente en el sitio diana deseado y
contiene una secuencia codificante del agente activo. Como alternativa, el agente podria administrarse en una forma
precursora para convertirse en la forma activa por un agente de activacién producido en o dirigido a las células a tratar.
Véanse, por ejemplo, los documentos EP 425.731A y WO 90/07936.

La préctica de la presente invencion emplea, a menos que se indique otra cosa, técnicas convencionales de qui-
mica, biologia molecular, microbiologia, ADN recombinante, genética, inmunologia, biologia celular, cultivo celular
y biologia transgénica, que estdn dentro de la experiencia de este campo. Véase, por ejemplo Maniatis et al., 1982;
Sambrook et al., 1989; Ausubel et al., 1992; Glover, 1985; Anand, 1992; Guthrie and Fink, 1991; Harlow and Lane,
1988; Jakoby and Pastan, 1979; Nucleic Acid Hybridization (B. D. Hames & S. J. Higgins eds. 1984); Transcription
And Translation (B. D. Hames & S. J. Higgins eds. 1984); Culture Of Animal Cells (R. I. Freshney, Alan R. Liss,
Inc., 1987); Immobilized Cells And Enzymes (IRL Press, 1986); B. Perbal, A Practical Guide To Molecular Cloning
(1984); the treatise, Methods In Enzymology (Academic Press, Inc., N.Y.); Gene Transfer Vectors For Mammalian Ce-
IIs (J. H. Miller and M. P. Calos eds., 1987, Cold Spring Harbor Laboratory); Methods In Enzymology, Vols. 154 and
155 (Wu et al. eds.), Immunochemical Methods In Cell And Molecular Biology (Mayer and Walker, eds., Academic
Press, London, 1987); Handbook Of Experimental Immunology, Volumes I-IV (D. M. Weir and G. C. Blackwell, eds.,
1986); Hogan et al., Manipulating the Mouse Embryo, (Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.
Y., 1986).

Meétodos de Andlisis de Polimorfismos

Se describen métodos de extensién de una sola base, por ejemplo, en las Patentes de Estados Unidos 5.846.710;
6.004.744; 5.888.819 y 5.856.092. En resumen, los métodos funcionan hibridando un cebador que es complementario
a una secuencia diana de tal forma que el extremo 3’ del cebador esté inmediatamente adyacente pero no incluya un
sitio de posible variacion en la secuencia diana. Es decir, el cebador comprende una subsecuencia del complemento de
un polinucleétido diana que termina en la base que estd inmediatamente adyacente al extremo 5’ del sitio polimérfico.
La hibridacién se realiza en presencia de uno o mds nucleétidos marcados complementarios a una o méis bases que
pueden ocupar el sitio de posible variacién. Por ejemplo, para un polimorfismo bialélico pueden usarse dos nucleéti-
dos marcados de forma diferencial. Para un polimorfismo tetraalélico pueden usarse cuatro nucleétidos marcados de
forma diferencial. En algunos métodos, particularmente los métodos que emplean mdltiples nucleétidos marcados de
forma diferencial, los nucledtidos son didesoxinucledtidos. La hibridacion se realiza en condiciones que permiten la
extension de cebadores si estd presente un nucle6tido complementario a una base que ocupa el sitio de variacion en
la secuencia diana. La extension incorpora un nucledtido marcado generando de esta manera un cebador extendido
marcado. Si se usan multiples nucledtidos marcados de forma diferencial y la diana es hetocigota, entonces pueden
obtenerse multiples cebadores extendidos marcados de forma diferencial. Los cebadores extendidos se detectan pro-
porcionando una indicacion de qué base ocupa el sitio de variacion en el polinucledtido diana.

Ejemplos

La presente invencion se detalla adicionalmente en los siguientes ejemplos, que se ofrecen a modo de ilustracién
y no pretenden limitar la invencién de manera alguna. En este campo se conocen bien técnicas convencionales o se
utilizan las técnicas descritas de manera especifica mds adelante.

Ejemplo 1
Meétodos de Biologia Molecular

Todos los ARNCc se sintetizaron después de que los genes se ligaran a pBF2 con un MCS modificado (pGAl)
(Sesti and Goldstein, 1998). Se buscaron las bases de datos NCBI con la secuencia proteica codificada por KCNE]
usando algoritmos BLAST (Altschul et al., 1990) y no se pudieron encontrar genes significativamente homélogos.
Una reevaluacién de las secuencias debajo del umbral de significado estadistico identific6 9 EST que llevaban un
motivo diana corto. Los aminodcidos diana en MinK de rata eran sitios que se sabia que influian en la apertura de
canales I, (T59, 162, R68, S69, K71, S75, D77) (Takumi et al., 1991; Splawski et al., 1997), selectividad i6nica (F55,
T59) (Goldstein and Miller, 1991; Tai and Goldstein, 1998), conductancia unitaria (S75, D77) (Sesti and Goldstein,
1998), bloqueo de poros (Y47, 148, F55, G56, F57) (Goldstein and Miller, 1991; Wang et al., 1996; Tai and Goldstein,
1998) y los que se exponen en la ruta de conduccion de canales Iy, profunda (F55, G56, FS7, TS9) (Wang et al., 1996;
Tai and Goldstein, 1998). Las secuencias de rata y humana que codifican MiRP1 primero se aislaron por transcripcién
inversa a partir de ARNm poli(A)* cardiaco (Clontech). Se realizé una amplificacién rapida de los extremos de ADNc
con un Kit de ADNc¢ Marathon™ vy se exploraron bibliotecas de ADNc de rata adulta y de corazén humano adulto
cebadas aleatoriamente y con oligo(dT) (Clontech) para determinar las secuencias completas. Se aislaron tres ADNc
para MiRP1 de rata y humano y se secuenciaron las dos cadenas. Los andlisis de las secuencias de nucleétidos y de
proteinas se realizaron con LaserGene (DNASTAR, Inc., Madison, WI). Los alineamientos se realizaron con ClustalW
1.6 con algoritmos Blossum y penalizaciones de abertura y extension de huecos de 15 y 0,1. Como el gen de MinK
se denomina KCNE]I, los nuevos genes se han denominado KCNE2 (MiRP1), KCNE3 (MiRP2) y KCNE4 (MiRP3)
por el Comité de Nomenclatura de Bases de Datos del Genoma (HUGO/GDB). Los nimeros de acceso para MiRP1
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humana, MiRP1 de rata, MiRP2 humana, MiRP2 de ratén y MiRP3 de ratén son AF071002, AF071003, AF076531,
AF076532 y AF076533, respectivamente.

Andlisis de SSCP. Se amplificaron muestran genémicas por PCR y se usaron en andlisis de SSCP. En la exploracién
de mutacién se usaron tres pares de cebadores:

1F, 5°- CCGTTTTCCTAACCTTGTTCG-3’ (SECID N®:13) y
2R, 5’-AGCATCAACTTTGGCTTGGAG-3’ (SECID N°: 14);
3F, 5°- GTCTTCCGAAGGATTTTTATTAC-3’ (SECIDN* 15)y
4R, 5’-GTTCCCGTCTCTTGGATTTCA-3’ (SEC ID N°: 16);
5F, 5°- AATGTTCTCTTTCATCATCGTG-3’ (SECIDN* 17)y
6R, 5’-TGTCTGGACGTCAGATGTTAG-3’ (SEC ID N°: 18).

La PCR se realiz6 con 50 ng de ADN en un volumen final de 10 ul usando un aparato de ciclos térmicos Perkin-
Elmer Cetus 9600. Las reacciones de PCR tuvieron una concentracion final de formamida al 4% y glicerol al 10% y se
recubrieron con aceite mineral. Las condiciones de amplificacién fueron 94°C durante 3 minutos seguido de 35 ciclos
de 94°C durante 10 s, 55°C durante 20 s y 72°C durante 20 s, seguido de extensién durante 5 minutos a 72°C. Las
reacciones de diluyeron con 40 ul de SDS al 0,1%/EDTA 10 mM y con 30 ul de formamida al 95% como colorante
de carga. La mezcla se desnaturalizé a 94°C durante 5-10 minutos e inmediatamente se puso en hielo. Tres ul de cada
muestra se sometieron a electroforesis en un gel de poliacrilamida al 5% (acrilamida:bisacrilamida 49:1) a 4°C y en
geles de aumento de la deteccion de mutacion 0,5X y 1X (MDE, FMC Bioproducts) a temperatura ambiente. Las
electroforesis en los geles al 5% se realizaron a 40 W durante 2-3 horas y las electroforesis en los geles 0,5X y 1X
se realizaron durante una noche a 350 V u 800 V respectivamente. Los geles se secaron en papel de filtro 3MM y se
expusieron a la pelicula durante 18 horas a -70°C.

Secuenciacion de ADN. Se escindieron bandas de SSCP aberrantes y normales del gel y se eluyeron en 100 ul de
ddH,O a 65°C durante 30 minutos. En una segunda reacciéon de PCR de 100 ul usando el par de cebadores original
se usaron 10 ul del ADN eluido como plantilla. Los productos se lavaron 3 veces con 400 ul de ddH,O en micro-
concentradores Microcon 100 (Amicon). E1 ADN se secuenci6 directamente en las dos direcciones por el método de
terminacion de cadena didesoxi, usando los cebadores originales, en un secuenciador de ADN de Applied Biosystems
modelo 373A.

Ejemplo 2
Meétodos de Electrofisiologia

Se aislaron oocitos de Xenopus laevis, se desfolicularon por tratamiento con colagenasa y se inyectaron al dia
siguiente con 46 nl de ARNc. Se midieron las corrientes de las células enteras 2-4 dias después de la inyeccién de 1 ng
de ARNc de HERG con o sin 0,2 ng de ARNc de MiRP1 de rata o humano usando fijacién de voltaje de dos electrodos
(Oocyte Clamp, Warner Instruments Inc., Hamden, CT), un ordenador IBM y un software no comercial. Los datos
se muestrearon a 4 kHz y se filtraron a 1 kHz a menos que se indique otra cosa. Los datos de partida se muestran
sin correccién de fugas. Los registros de un solo canal se registraron usando un amplificador Axopatch 200A (Axon
Instruments, Foster City, CA), un ordenador Quadra 800 y un software ACQUIRE (Instrutech, Great Neck, NY) y se
almacenaron sin filtrar en la cinta VHS. Los datos se filtraron a través de un filtro Bessel de 4 polos antes del analisis
usando paquetes TAC (Instrutech Corp., Great Neck, NY) o IGOR (WaveMetrics Inc., Lake Oswego, OR). Todos los
experimentos se realizaron a 22°C.

Protocolos. Mantenimiento del voltaje en todos los casos a -80 mV. (1) Activacién de estado estacionario; prepulso
durante 3 s de -80 a 40 mV en etapas de 10 mV, pulso de ensayo durante 6 s a -100 mV; intervalo interpulso 5 s. (2)
Cinética de activacion; duraciones prepulso crecientes de 0,005 a 3 s a un voltaje de 0 a 60 mV en etapas de 20
mV, pulso de ensayo durante 3 s a -100 mV; intervalo interpulso 5 s. (3) Corriente médxima; desactivacion de estado
estacionario; cinética de desactivacion; prepulso durante 3 s a 30 mV, pulso de ensayo durante 5 s de -150 a 10 mV
en etapas de 10 mV; pulso hasta -120 mV durante 1 s; intervalo interpulso 5 s. (4) Inactivacion de estado estacionario;
prepulso durante 3 s a 20 mV, pulso durante 30 ms a un voltaje de -120 a 60 mV en etapas de 10 mV; pulso de ensayo
durante 1 s a 20 mV; intervalo interpulso 2 s. (5) Bloqueo de E-4031; se repitieron 50 ciclos: pulso durante 3 s a 30
mV, pulso de ensayo durante 5 s a -100 mV. (6) Corrientes is6crona y maxima; pulso durante 1 6 2 s de -80 a 20 6 40
mV en etapas de 10 mV seguidas de una etapa de 2 s a -40 mV con un intervalo interpulso de 3 s. (7) Se activaron
canales individuales por un pulso de 2 s de -80 a 20 mV seguido de un pulso de ensayo de 4 6 6 s a voltajes de -120 a
-20 mV en etapas de 10 mV con un intervalo interpulso de 3 s.

32



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 338 520 T3

Condiciones ionicas. La activacion de los canales formados tnicamente con HERG o que contenia subunidades
tanto rtMiRP1 como HERG se evalué a diversas concentraciones de Ca?* por los protocolos 1y 2. Tratando al Ca**
como i6n bloqueante, se observéd una constante de inhibicidn de equilibrio (K;) aparente para los canales de HERG
de 0,29 + 0,02 mM a -100 mV, un valor similar al presentado por otros investigadores (Ho et al., 1998), mientras que
los canales heteroméricos que contienen rtMiRP1 tenfan un valor de K; aparente ~ 3 veces menor. De esta manera se
realizaron caracterizaciones iniciales en una solucion de bafio de “bajo Ca**/alto K en (en mM): 95 KCI, 5 NaCl,
1 MgCl,, 0,3 CaCl, y 10 HEPES, pH 7,6 con NaOH. Otros estudios usan soluciones basadas en niveles de especies
ionizadas encontradas en plasma humano (en mM): 4 KCl, 95 NaCl, 0,75 MgCl,, 1 CaCl, y 10 HEPES, pH 7,6 con
NaOH. Para las titulaciones de K* en la Fig. 4, se sustituyeron isoténicamente NaCl y KCI. Para todas las zonas
selladas (cell-attached), la solucién de la pipeta era (en mM): 100 KCl, 1 MgCl,, 0,3 CaCl,, 10 HEPES, pH 7.5 sin
KOH. Para las células enteras, las pipetas contenian (en mM): 100 KCl, 1 MgCl,, 10 HEPES, 2 EGTA, pH 7,5 con
KOH.

Farmacologia. La quinidina se adquiri6 en Sigma, la claritromicina en American Bioanalytical (Natick, MA). Se
disolvieron quinidina y E-4031 rdpidamente en solucién de bafio. Una solucién madre 50 mM de claritromicina en
DMSO se diluyé con solucién de bafio para los estudios. La quinidina y claritromicina se estudiaron por el protocolo
1 a -40 mV con solucién de Ca?>* 1 mM, KCI 4 mM o de otra manera cuando se indique. E-4031 se estudi6 por el
protocolo 3 a -100 mV con una solucién de Ca** 1 mM, KC1 4 mM en el caso de los oocitos y el protocolo 1 a -40 mV
para las células CHO. Los coeficientes de Hill se determinaron de acuerdo con 1/(1 + ([farmaco]/K;)").

Ejemplo 3
Meétodos de Bioquimica

rMiRP1 y HERG se marcaron en el epitopo reemplazando el codén de terminacién terminal de cada uno con
nucledtidos que codificaban residuos HA (YPYDVPDYAX; SEC ID N°: 19) o residuos cmyc (ISMEQKLISEEDLNX;
SEC ID N°: 20). La transfeccion transitoria de las células COS se realizé por medio de una solucién madre de DEAE-
Dextrano, cloroquina y DMSO. Las células transfectadas se lisaron en tampén A (en mM): 150 NaCl, NP-40 al 1%,
CHAPS al 1%, 0,2 PMSF, 20 NaF, 10 Na;VO,, 50 Tris, pH 7,4 y 0,7 pug/ml de Pepstatina, antes de clarificarse por
centrifugacién a 10.000 g durante 30 s. Las inmunoprecipitaciones se realizaron con anticuerpo monoclonal anti-
cmyc 9E10 (Oncogene Research) y proteina A/G inmovilizada (Pierce). Las muestras se separaron por SDS-PAGE
(10-16%). Las transferencias de Western se realizaron con anticuerpo monoclonal anti-HA 12CAS (Boehringer) con
un anticuerpo secundario acoplado a quimioluminiscencia-peroxidasa de rdbano picante (Oncogene Research) para
fluorografia. Para generar subunidades de proteinas a partir de ARNc pararMiRP1, rMinK y HERG-cmyc se usd lisado
de reticulocitos de conejo Speedread Lysate 2™ (Novagen). Las subunidades se radiomarcaron con *S-metionina
(Amersham) y se diluyeron en Tamp6n A que contenfa NP-40 al 1,5%. Los ensayos de unién se realizaron mezclando
volimenes iguales de las mezclas de reaccién e incubando durante 2 horas en hielo antes de IP como se ha indicado
anteriormente.

Ejemplo 4
Identificacion y Clonacion de Genes que Codifican Productos Relacionados con MinK

Se evaluaron bases de datos disponibles a través del National Center for Biotechnology Information (NCBI) con
respecto a secuencias relacionadas con MinK. La estrategia de busqueda de los presentes solicitantes se dirigio a sitios
en MinK que se sabe que influyen en la apertura de canales I, (Takumi et al., 1991; Splawski et al., 1997), la selec-
tividad idnica (Goldstein and Miller, 1991; Tai and Goldstein, 1998), la conductancia unitaria (Sesti and Goldstein,
1998), el bloqueo de poros (Goldstein and Miller, 1991; Wang et al., 1996; Tai and Goldstein, 1998) y los expuestos
fisicamente en la ruta de conduccién de canales Iy, (Wang et al., 1996; Tai and Goldstein, 1998). De esta manera, se
identificaron fragmentos de genes relacionados con MinK en 9 marcadores de secuencia expresada (EST) y 3 nuevos
genes clonados. Como el gen de MinK se denomina KCNE, los nuevos genes se han denominado KCNE2, KCNE3 'y
KCNE4 y sus secuencias de nucle6tidos y proteica prevista se han depositado en el NCBI.

Ejemplo 5
MiRP1 es una Subunidad De Canal Ionico

Como un fragmento de gen EST que codificaba MiRP1 de rata (rMiRP1) detectaba un abundante mensajero indi-
vidual en corazén de rata y musculo esquelético por andlisis de transferencia de Northern (Fig. 1A), se exploré una
biblioteca de ADNCc cardiaca y se aislaron miiltiples clones de rMiRP1 idénticos. Una fase de lectura abierta prevista
de 369 pb prevé una proteina de 123 aminodcidos con dos sitios de N-glicosilacién, un solo segmento transmembrana
y secuencias consenso para 2 sitios de fosforilacién mediados por la proteina quinasa C (Fig. 1C). Esto sugiere que
MiRP1 tiene la misma topologia de membrana de Tipo I sencilla encontrada para MinK - un extremo amino extra-
celular seguido de un solo tramo transmembrana y un extremo carboxi citopldsmico (Busch et al., 1992; Blumenthal
and Kaczmarek, 1994; Wang and Goldstein, 1995). Los aislados de rata de MiRP1 y MinK muestran una identidad de
aminodcidos del 27% y una homologia del 45% (Fig. 1C).
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Para ensayar si rMiRP1 podia funcionar como subunidad de canal iénico, su ARNc (1-25 ng) se inyectd en oocitos
de Xenopus laevis. El ARN complementario para MinK induce corrientes de K* en estas condiciones por medio de
su asociacién con una subunidad formadora de poros endégena para las células (Blumenthal and Kaczmarek, 1992;
Wang and Goldstein, 1995; Sanguinetti et al., 1996; Tai et al., 1997). Por el contrario, las mediciones por fijacion de
voltaje de dos electrodos no revel6 corrientes en los dias 1-14 después de la inyecciéon con ARNc de rMiRP1 (n =
45, no mostrado). Ademads, el ARNc de rMiRP1 no tuvo ningtin efecto aparente sobre los canales formados por la
expresion de subunidades KvLQT1, KCNQ?2, Shaker, (A6-46) Shaker retirado por inactivacién rapida, Kv1.3, Kv1.5,
Kv1.6 0 Kv2.1 (n = 15-39, no mostrado). Por el contrario, rMiRP1 tenia efectos significativos sobre las propiedades
de canales formados con subunidades de HERG.

Los canales HERG se abren cuando se despolarizan a voltajes positivos que favorecen corrientes de salida de K*.
Se describen como canales de rectificacion interna, sin embargo, porque el movimiento neto de iones a través de estos
canales es hacia el interior durante un ciclo de despolarizacidn-hiperpolarizacién cuando las concentraciones de K* en
los dos lados de la membrana son iguales (una condicién no fisiolégica usada rutinariamente para la caracterizacién
de canales). Como se ve en los registros realizados en solucién de KCl 100 mM simétrica (Fig. 2) y como se modela
mas adelante, la rectificacion interna se produce como resultado de una rdpida inactivacién del canal (Shibasaki, 1987;
Sanguinetti et al., 1995; Trudeau et al., 1995; Smith et al., 1996; Wang et al., 1997; Zou et al., 1997).

a b
C 2 O L modelo
c d

Los canales de HERG se activan desde un estado cerrado a un estado abierto (C—O) tras la despolarizacion,
pero pasa poca corriente hacia el exterior porque rdpidamente se inactivan (O—1I). Con la repolarizacioén de vuelta a
potenciales negativos, los canales rapidamente se recuperan del estado inactivo al estado abierto (O«I) y la corriente
de K* pasa hasta que se cierran (C«OQ). El tiempo transcurrido en el estado abierto durante la repolarizacién es
significativo porque la etapa c es rdpida en comparacion con la etapa d (una transicién denominada desactivacion).
Esta es la causa de que la velocidad de desactivacion tenga una influencia tan fuerte sobre la magnitud de la corriente
de K*. Como menores concentraciones de Ca?* muestran las transiciones de apertura de los canales de HERG e I,
nativos (Sanguinetti and Jurkiewicz, 1992; Ho et al., 1996) y (Sanguinetti ef al., 1995; Ho et al., 1998), inicialmente se
usé una solucién de Ca** 0,3 mM KCI 100 mM para estudiar la influencia de tMiRP1 sobre la funcién de los canales.

Se descubri6 que la activacion se alteraba por rMiRP1 usando un protocolo que estima la fraccion de canales que
dejan el estado cerrado en el equilibrio después de que la membrana pase a diversos potenciales de ensayo (Fig. 2A,
2C). Los canales que contenian rMiRP1 requerian un potencial mds positivo, ~9 + 1 mV (media + s.e.m. para 10
oocitos), para conseguir la activacion semimaxima (V,,,) en comparacién con canales formados sélo con subunidades
HERG:; por el contrario, no fue evidente ningtin cambio en el factor de pendiente (Fig. 2C). Este cambio en V,,,
parecia deberse a una menor velocidad de activacién de los canales formados con rMiRP1 (Fig. 2C encarte, modelo
etapa a).

Las corrientes maximas también se alteraron por rMiRP1. La dimensién de las corrientes de células enteras se
evalué usando un protocolo que activa completamente los canales por medio de una despolarizaciéon sostenida y
después mide las corrientes maximas a diversos potenciales de ensayo (Fig. 2B). Las corrientes maximas medias
fueron un 40% menores para los canales con rMiRP1 en comparacién con los formados tinicamente con subunidades
HERG (Fig. 2D). Como se muestra mds adelante, esto se debia principalmente a la corriente alterada de un solo canal
(es decir, el nimero de iones que se mueven a través del canal abierto por unidad de tiempo) en lugar de a los cambios
en la apertura del canal.

La inactivacién (etapa b) se juzgd usando un protocolo de estado estacionario (Smith et al., 1996) en el que
la inactivacién del canal llega al equilibrio a diversos voltajes durante un prepulso tan breve que puede producirse
una pequefla desactivacion; después, se evaliia la fraccién de canales en estado inactivo pasando el voltaje hasta un
potencial de ensayo. La inactivacion de los canales de HERG fue igual que la de los que contenian rMiRP1 con voltajes
de prepulso de -100 a 30 mV (Fig. 2E). Las relaciones de corriente-voltaje divergian sélo a potenciales mds negativos
que -100 mV donde eran evidentes las diferencias en la desactivacion. La recuperacién de la inactivacion (etapa c)
segufa siendo extremadamente rdpida en los dos tipos de canales.

La desactivacion de los canales (etapa d) se alteré notablemente por rMiRP1. Después de activar completamente
los canales por una etapa de despolarizacidn, la velocidad con la que los canales volvian al estado cerrado se evalu6 a
diversos potenciales de ensayo. En estas condiciones i6nicas, tMiRP1 indujo un aumento de 7 veces en la velocidad
de desactivacion (Fig. 2F). De esta manera, los canales de HERG no se desactivaban apreciablemente hasta -100 mV
y requerian una etapa de 50 mV mds negativos para conseguir la misma velocidad de desactivacion que los canales
formados con rMiRP1. Aunque la desactivacion era sensible al voltaje, el aumento de velocidad con rMiRP1 no
cambi6 de -100 a -150 mV (no mostrado).
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Ejemplo 6
Conductancia Unitaria y Desactivacion de Canales de rMiRP1 /HERG y Canales I, Nativos

El andlisis de un solo canal revelé el mecanismo primario por medio del cual rMiRP1 reducia las corrientes
maximas en células enteras (Fig. 2D). tMiRP1 producia una reduccién en la corriente unitaria de ~ 40% a través
de complejos de canales abiertos (Fig. 3A, B). De esta manera, se descubrié que los canales de HERG individuales
tenfan una conductancia diferencial de 12,9 + 2 pS (Fig. 3C), como se ha descrito previamente (Zou et al., 1997).
Los canales que contenian rMiRP1 mostraron un valor de 8 + 1 pS (Fig. 3C). Este es similar al valor de conductancia
unitaria presentado para canales I, nativos en células de nodo auriculoventricular de conejo estudiadas en condiciones
idénticas, 8,4 pS (Shibasaki, 1987).

La mayor velocidad de desactivacién del canal observada cuando los canales estaban formados con rtMiRP1 y se
estudiaron en modo de células enteras (Fig. 2F) también fue evidente a nivel de un solo canal (Fig. 4). Aunque los
canales de HERG individuales permanecian abiertos durante muchos segundos en las zonas mantenidas a -100 mV,
como se ha notificado previamente (Zou et al., 1997), los canales formados con rMiRP1 se cerraban rdpidamente (Fig.
4A). Medias de conjunto de 50-70 rastros subrayan la aceleracion de 2,3 veces de la desactivacion producida por la
formacién de canales con rtMiRP1 (Fig. 4E). De esta manera, los canales formados con tMiRP1 de nuevo eran como
los canales I, nativos. En monocitos ventriculares humanos y de ratén, se descubri6 que los canales I, se desactivaban
de 2 a 3 veces mds rapido que los canales formados con HERG o con subunidades de un gen relacionado con éter a-
go-go murino (MERG) (Yang et al., 1994; Sanguinetti et al., 1995; Lees-Miller et al., 1997; London et al., 1997).

Ejemplo 7
Regulacion por K* Externo de Canales de rMiRP/HERG y Canales I, Nativos

A continuacién se emplearon condiciones i6nicas similares a las del plasma humano (solucién de KCI 4 mM,
Ca** ionizado 1 mM). Un rasgo caracteristico de los canales I, nativos y los formados sélo de subunidades HERG
es una pendiente negativa para la relacidn de corriente-voltaje a voltajes despolarizados; esto se debe a la inactivacién
del canal (Sanguinetti et al., 1995; Smith et al., 1996; Spector et al., 1996). Como era de esperar, rMiRP1 no tuvo
ningin efecto significativo sobre la forma de la relacién de corriente-voltaje (Fig. SA, B) ya que no tenia alterada la
inactivacion del canal (Fig. 2E). Por el contrario, la regulacion positiva de corrientes de K* hacia el exterior asociadas
con la elevacién de la concentracion externa de K*, otra notable caracteristica de los canales de HERG y canales
Ik, nativos (Sanguinetti and Jurkiewicz, 1992; Sanguinetti et al., 1995) se modifico por rtMiRP1. Los canales que
contenfan rMiRP1 eran menos sensibles que los canales de HERG cuando el ién K* externo variaba de 1 a 8 mM (Fig.
5C). También se encontrd una baja respuesta a K* externo, como la observada en la presente memoria con tMiRP1,
cuando se estudiaron canales Iy, nativos en células de auricula murina o miocitos ventriculares de cobaya (Shibasaki,
1987; Scamps and Carmeliet, 1989; Sanguinetti and Jurkiewicz, 1992; Sanguinetti ef al., 1995; Yang and Roden,
1996). Al estudiarse en condiciones idnicas similares a las del plasma y en el modo de células enteras, de nuevo se
observo que rMiRP1 aumentaba la velocidad de desactivacién ~2 veces desde 7 = 130 + 8 ms para canales de HERG
a 61 =4 ms (media + s.e.m., protocolo 3, n = 5 células) (Fig. 5D).

Los efectos combinados de rMiRP1 sobre la activacidn, desactivacion y regulacién por el ién K* externo, en estas
condiciones i6nicas, produjeron una relacién de corriente-voltaje que cambiaba poco en su forma en comparacién
con los canales formados por subunidades HERG solas (Fig. 5B). Sin embargo, los oocitos que expresaban canales
con rMiRP1 pasaban la mitad de la corriente de entrada y un cuarto de la corriente de salida en comparacién con los
canales de HERG (Fig. 5D, SE).

Ejemplo 8
Asociacion Estable de Subunidades rMiRP1 y HERG

Se evalu6 la interaccién de subunidades entre rMiRP y HERG primero estudiando las proteinas modificadas con
marcadores de epitopos y expresadas en células de cultivo de tejidos de mamiferos. Los epitopos no tenfan ningtin
efecto aparente sobre la actividad macroscépica del canal (no mostrado). La expresion transitoria de rMiRP1-HA en
células COS, seguido del andlisis de transferencia de Western con anticuerpo anti-HA, revel6 tres bandas especificas
a distancias de migracion apropiadas para la proteina madura y pequefias cantidades de sus formas mono- y no glico-
siladas (Fig. 6A), calle 1); el tratamiento con endoglisadasa F produjo el colapso del perfil a una banda especifica a la
menor masa prevista (no mostrado).

La coexpresion de rMiRP1-HA con HERG-cmyc permitié la recuperacién de rtMiRP1-HA por inmunoprecipita-
cién (IP) con un anticuerpo monoclonal anti-cmyc (Fig. 6, calle 2). Se demostré que la recuperacion era especifica
porque anti-cmyc IP no daba ninguna sefial cuando HERG-cmyc se expresaba solo (Fig. 6A, calle 3), cuando rMiRP1-
HA se expresaba solo (Fig. 6A, calle 4) o cuando se expresaba la proteina de canal conexina 43-cmyc con rtMiRP1-
HA (Fig. 6A, calle 5).

Como se ha notificado previamente, MinK y HERG-cmyc también se ensamblan (McDonald et al., 1997). Para
comparar la unién de MinK y MiRP1 a HERG-cmyc, se realizé un ensayo usando subunidades de MinK marcada con
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3§ y MiRP1 sintetizadas in vitro. La incubacién de tMiRP1 y HERG-cmyc seguido de anti-cmyc IP permitié una
fuerte recuperacién de rMiRP1, a juzgar por la autorradiografia (Fig. 6B, calle 1). De forma similar, la incubacién
de rMinK y HERG-cmyc permiti6 una fuerte recuperacion de rMinK (Fig. 6B, calle 2). Cuando rMiRP1 y rMinK se
mezclaron en una relacién 1:1 y se incubaron a un exceso molar de 5 veces con HERG-cmyc, anti-cmyc IP condujo a
una fuerte recuperacién de tMiRP1, como la observada en ausencia de rMinK, mientras que la recuperacién de rtMinK
era deficiente (Fig. 6B, calle 3). De esta manera, rtMinK y rMiRP1 podian ensamblarse cada uno con HERG-cmyc. Sin
embargo, en estas condiciones in vitro, la presencia de los dos péptidos favorecia la formacién de complejos estables
rMiRP1/HERG preferentemente a los formados con rMinK.

Ejemplo 9
Clonacion y Funcion del Gen de rMiRP1 Humano, hKCNE2

Basandose en la supuesta correlacién molecular de complejos de canales MiRP1/HERG y canales I, cardiacos
nativos, se clond el gen de MiRP1 humano (hKCNE?2) para explorar con respecto a la presencia de mutaciones en pa-
cientes con arritmias cardiacas. Se aislaron multiples clones idénticos a partir de una biblioteca de ADNc de musculo
cardiaco humano. Como ocurre en la rata, los transcritos se detectaron en misculo cardiaco y esquelético (no mos-
trado). E1 ADNc humano también predijo una proteina de 123 aminodcidos con 2 sitios de N-glicosilacién, un solo
segmento transmembrana y 2 sitios de fosforilacién mediados por proteina quinasa C. El alineamiento de rMiRP1 de
rata y humano mostré una identidad del 82% y una homologia del 97% (Fig. 1c).

El gen hKCNE? se localiz6 en el cromosoma 21g22.1 (nimero de acceso AP000052). Esto era importante porque
hKCNEI, el gen que codifica MinK, previamente se habia localizado en este sitio (niimero de acceso AP000053). Los
2 genes estdn dispuestos en orientacién opuesta, separados por 79 kb. Sus fases de lectura abiertas comparten una
identidad del 34% y los dos estdn contenidos en un solo exdén (Splawski et al., 1998). Esto sugiere que MiRP1 y MinK
estdn relacionados por medio de duplicacién génica y evolucion divergente.

MiRP1 humano de tipo salvaje, estudiado por expresion transitoria en células de Ovario de Hamster Chino (CHO)
usando solucién de KC1 4 mM, Ca** 1 mM, tuvo los mismos efectos que MiRP1 de rata. Al igual que los canales con
rMiRP1, los complejos de hMiRP1/HERG necesitaban la despolarizacién a potenciales méds positivos para conseguir
una activacién semiméaxima y no mostraban ningtin cambio en el factor de pendiente en comparacién con los canales
formados por subunidades HERG solas (Tabla 1). Al igual que tMiRP1, hMiRP1 no alteraba la inactivacion en estado
estacionario (no mostrado). Al igual que los que tienen rMiRP1, los complejos de hMiRP1/HERG se desactivaban
mads rdpidamente que los canales de HERG, ~3 veces (Tabla 1, 7y a -120 mV). Finalmente, la conductancia unitaria de
los canales formados con hMiRP1 (en oocitos) era igual que la medida para canales con tMiRP1, 8,0 = 0,7 pS (n=11
zonas, no mostrado, como en la Fig. 3C).

TABLA 1
Pardmetros de Activacion y Desactivacion de Canales de hMiRPI/HERG y Canales Formados Solo con Subunidades
HERG
canal activacion pendiente desactivacion | desactivacion relacion de
(N° de células) Vi de T Ts desactivacién
activacién
mv mv s S Ie(ls + 1p)

HERG (11) 255 91+14 241+ 119 782 + 376 0,59+ 0,19
WT hMiRP1 (21) 2116 95+1,0 80 + 26 483 + 491 0,82 + 0,03
T8A hMiRP1 29+6 94 +17 100 £ 40 590 + 370 0,83+ 0,05
(15)

Q9E hMiRP1 1214 76104 100 + 27 750 + 451 0,80 + 0,11
(14)

M54T  hMiRP1 216 72+20 37+8 266 + 35 0,81+ 0,06
(10)

La cinética de activacion se estimd en macrozonas (macropatches) en solucién de KCl 4 mM, Ca**, 1, 0 mM. Se
midieron las corrientes y se ajustaron para los pardmetros de activacioén con la Figura 2; para la desactivacion, se usé
una funcién doble exponencial (I + I;e™/?,) + Le/?,) y el protocolo 3 (-120 mV). Cuando se estudi6 el bloqueo en
solucién de KCI 1 mM, Ca** 1 mM, los canales con hMiRP1 de tipo salvaje mostraron un valor de V,,, =-20 £ 5
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mV y una pendiente = 9,2 + 2 mientras que los canales de Q9E-hMiRP1 tenian un valor de V,, =-12 + 5 mV y una
pendiente = 7,6 = 1 (n = 7-13 células).

Ejemplo 10
Los Canales de hMiRP1/HERG y los Canales Iy, Nativos Presentan Cinéticas de Bloqueo de Clase 11l Bifdsicas

Una discrepancia fundamental entre los canales Ig, nativos y los canales de HERG clonados es sus respuestas
dispares a antiarritmicos de metanosulfonanilida de Clase III como E-4031. Los canales de HERG cerrados expuestos
a los agentes muestran poca inhibicién con un pulso de ensayo inicial y consiguen un bloqueo de equilibrio lentamente
con pulsos de activacidn repetitivos o despolarizacién prolongada (Spector et al., 1996; Zhou et al., 1998). Por el
contrario, los canales I, nativos muestran 2 fases de bloqueo - inhibicién significativa con el pulso de ensayo inicial y
una relajacién rdpida al bloqueo de equilibrio con pulsos de ensayo posteriores (Carmeliet, 1992; Carmeliet, 1993).

Como era de esperar, los canales de HERG expresados en células CHO y banados en E-4031 mostraron una
inhibicién minima tras el primer pulso de ensayo (Fig. 7A). En un notable contraste, los canales formados con hMiRP1
se inhibian significativamente en el primer pulso, al igual que los canales Ik, nativos (Fig. 7B). La fraccién de corriente
no bloqueada en el primer pulso por E-4031 1 uM era 0,9 + 0,1 para los canales de HERG y 0,6 + 0,2 para los canales
formados con MiRP1 y HERG (n = 9 células).

Los canales de HERG en las células CHO alcanzaron el equilibrio lentamente con pulsos repetitivos (Fig. 7C); la
relajacion se alcanz6 de la mejor manera por una sola reduccidon exponencial con una constante de tiempo (7) de 26
+ 9 ciclos de pulsos (n = 9 células). El bloqueo de los canales con hMiRP1 se describié de la mejor manera como un
bloqueo répido inicial seguido de una sola reduccién exponencial con 7 =4 + 1 ciclos de pulso (n = 7 células, Fig. 7C).
De esta manera, los complejos de canales mixtos reproducian la cinética de bloqueo bifésico caracteristica observada
con los canales Ik, nativos (Carmeliet, 1992; Carmeliet, 1993).

La potencia de la metanosulfonanilida varia ampliamente con el tipo celular y la condicién i6nica (Snyders and
Chaudhary, 1996; Yang and Roden, 1996; Yang et al., 1997). Otros autores han observado que el bloqueo de los
canales de HERG por E-4031 es débil en oocitos, K; = 588 nM (Trudeau et al., 1995) y fuerte en células de cultivo de
tejido de mamiferos, K; = 7,7 nM (Zhou et al., 1998). En oocitos, también se observé que el bloqueo por E-4031 de
los canales de HERG era deficiente, K; = 1.250 + 200 nM; los canales formados con rtMiRP1 y HERG eran ~3 veces
mas sensibles, K; =380 + 60 (Fig. 5F). En células CHO, los canales de HERG se bloqueaban fuertemente por E-4031,
K; = 8,8 + 0,8 nM; de nuevo, los canales formados con hMiRP1 eran ~2 veces mas sensibles, K; =4,6 + 0,6 nM (n =
6 células). Se observo que los canales I, nativos en miocitos cardiacos de hurén eran sensibles a E-4031, K; = 10,3
nM (Liu-et al., 1996).

Ejemplo 11
Las Mutaciones en MiRP1 Humano estdin Asociadas Con Arritmias

Para ensayar la hipétesis de que los mutantes de MiRP1 producen arritmia cardiaca, se explor6é un panel de 20
pacientes con arritmia inducida por farmaco y 230 pacientes con arritmias hereditarias o esporddicas y sin mutaciones
en sus genes KVLQOTI, HERG, SCN5A o KCNEI. También se evalud una poblacién de control de 1.010 individuos. El
andlisis por SSCP y secuenciacién de ADN revel6 3 anomalias y 1 polimorfismo.

Q9E-hMiRPI. Uno de 20 pacientes con arritmia inducida por fdrmacos tuvo una transversién de C a G en el
nucleétido +25 de hKCNE?2 produciendo una sustituciéon de Q9 a E en el supuesto dominio extracelular de hMiRP1.
Esta mutacién no se identificé en 1.010 individuos de control. El paciente es una mujer afroamericana de 76 afios
con una historia de hipertensién sanguinea, diabetes no dependiente de insulina e ictus. Dos electrocardiogramas
basales mostraron intervalos QT corregidos para el ritmo cardiaco que estaban prolongados al limite (QTc = 460
ms). La ecocardiograffa revel6 una hipertrofia del ventriculo izquierdo concéntrica con hipocinesis difusa de leve a
moderada pero sin dilatacién ventricular. La paciente fue admitida en el hospital con neumonia y se traté con 7 dosis
de eritromicina intravenosa, 500 mg cada 6 horas y después se cambi6 a claritromicina oral, 500 mg cada 12 horas.
Después de 2 dosis de claritromicina, la electrocardiografia mostr6é un QTc de 540 ms. La paciente desarrollé TdP y
VEF, necesitando desfibrilacion. En ese momento, presentaba hipocalemia con un nivel sérico de potasio de 2,8 mec/l.

M54T-hMiRP1. Uno de 230 pacientes con arritmias hereditarias o esporddicas tuvo una transiciéon de T a C en el
nucleétido +161 que causaba la sustitucién de T por M54 en el segmento transmembrana previsto. Esta mutacién no
se identificé en 1.010 individuos de control. Este paciente es una mujer caucdsica de 38 afios que tenia buena salud. No
se estaba sometiendo a ninguna medicacién. Este individuo tuvo VF mientras hacia footing. Su resucitacién necesitd
desfibrilacion. Los resultados de la ecocardiografia y la cateterizacion cardiaca con estudios electrofisiolégicos y
biopsia del ventriculo derecho fueron normales. Los electrocardiogramas posteriores mostraron una respuesta atipica
al ejercicio con intervalos QTc que variaban de 390 a 500 ms. Se puso un desfibrilador interno automético.

157T-hMiRP1. Otro de los 230 pacientes con arritmias hereditarias o esporadicas tenia una transiciéon de T a C
en +170 que producia una sustitucion de I57 por T en el segmento transmembrana previsto. Este paciente es una
mujer hispana de 48 afios con buena salud y que no tiene historia de TdP o VF. Su electrocardiograma en reposo
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muestra un intervalo QT prolongado (QTc = 470 ms). Es miembro de una familia multigeneracional que ahora esta
bajo evaluacién genética, clinica y biofisica.

T8A-hMiRPI. En 18 de 1.260 individuos explorados, un polimorfismo de A a G en el nucleétido +22 produjo un
cambio de T8 por A en el supuesto dominio extracelular de MiRP1. El cambio se encontré en 1 paciente con arritmia
inducida por quinidina, 1 con arritmia hereditaria o esporddica y 16 controles.

Ejemplo 12
Los Mutantes de hMiRP1 Asociados con Arritmia Reducen el Flujo de K*

Se compararon canales de hMiRP1/HERG de tipo salvaje y los formados con Q9E, M54T, I57T o T8 A-hMiRP1
por expresion transitoria en células CHO usando solucién de KC1 4 mM, Ca** 1 mM. Los canales mutantes formados
con Q9E-hMiRP1 y HERG eran similares a los formados con las subunidades de tipo salvaje en su inactivacion de
estado estacionario y en la velocidad de desactivacion (Fig. 8B, 8D; Tabla 1). Sin embargo, este mutante aumenté la
dependencia del voltaje de la activacion del canal. De esta manera, los canales Q9E-hMiRP1 requerian despolarizacién
a potenciales mds positivos para conseguir una activacion semimédxima y tenian un factor de pendiente reducido en
comparacion con el tipo salvaje (Fig. 8C; Tabla 1). Un aumento en la dependencia del voltaje produce menos canales
abiertos para una etapa de despolarizacion dada y, por lo tanto, un menor flujo de K*. En el corazén, se prevé que
la corriente disminuida de K* ralentiza la repolarizacién de fase 3. Esto prolonga la duracién del potencial de accién
cardiaco y se refleja en el electrocardiograma de superficie como un intervalo QT prolongado.

Los canales mutantes formados con M54T-hMiRP1 eran parecidos a los del tipo salvaje en su inactivacion de
estado estacionario (no mostrado). Sin embargo, este mutante también aumentaba la dependencia del voltaje de la
activacion, en este caso disminuyendo el factor de pendiente de activacion sin alterar V,,, (Fig. 8C; Tabla 1). Ademas,
los canales formados con este mutante mostraron una velocidad acelerada de cierre; estos canales se desactivaban ~3
veces mas rapido que los formados con hMiRP1 de tipo salvaje y 6-7 veces mas rapido que los canales formados por
subunidades HERG solas (Fig. 8D; Tabla 1). Como se ha indicado anteriormente, un aumento de la dependencia del
voltaje produce menos canales abiertos para una etapa de voltaje dada; una desactivacién mds rdpida indica que los ca-
nales mutantes, si se abren, se cerrardn mds rdpidamente que el tipo salvaje. En el corazén, estos dos efectos reducirfan
la corriente de K*, prolongando el potencial de accién cardiaco y el intervalo QT medido en un electrocardiograma.

[57T-hMiRP1 también disminuyé el flujo de K* a través de complejos de canales MiRP1/HERG y se considerara
con detalle en otras partes (Splawski et al., 1999).

La variante TSA-hMiRP1 se aisl6 a partir de 18 de 1260 individuos explorados. Aunque los canales que contenian
la variante eran similares a los que tenian MiRP1 de tipo salvaje, mostraron una menor dependencia del voltaje para
la activacion, abriéndose mdas rapidamente después de la despolarizacion (Fig. 8B, 8C, 8D; Tabla 1). La variante se
encontrd en 2 pacientes con arritmia, 1 con prolongacién de QT inducida con quinidina (500 ms). Como se sabe que la
quinidina inhibe los canales I, cardiacos (Roden et al., 1986), se comparé el bloqueo de los canales formados con el
tipo salvaje o T8A-hMiRP1. La sensibilidad a quinidina de los 2 tipos de canales no fue significativamente diferente;
los canales de tipo salvaje mostraron una constante de equilibrio (K;) de 0,79 + 0,18 M mientras que los canales T8A-
hMiRP1 tenfan un valor de K; = 0,84 + 0,10 uM con coeficientes de Hill de 1,1 + 0,07 y 1,0 + 0,05, respectivamente
(n=7 células).

Ejemplo 13
Aumento del Blogueo por Claritromicina de Canales Formados con Q9E-hMiRP1

Q9E-hMiRP1, asociado con TdP y VF inducidos por claritromicina, se ensambla con HERG para formar canales
con mayor sensibilidad al bloqueo por este antibidtico macrélido. La dosis que conducia al semibloqueo de la corriente
maxima de salida para los canales formados con hMiRP1 de tipo salvaje era 0,72 + 0,18 mM, similar a la medida para
canales formados tunicamente con HERG (0,75 + 0,31 uM). Por el contrario, los canales formados con Q9E-hMiRP1
presentaban un valor de K; de 0,24 + 0,04 mM (Fig. 9A, 9B). Se observé bloqueo sélo a los voltajes positivos hasta el
umbral para la activacién y aument6 cuando el potencial prepulso se hizo mas positivo (Fig. 9C). Esto es coherente con
el bloqueo de los canales abiertos, un mecanismo que se considera que subyace a la inhibicién de los canales I, por
agentes antiarritmicos de Clase III (Spector et al., 1996; Wang et al., 1997). Sin embargo, la claritromicina también
produjo un desplazamiento de 10 mV a potenciales mds positivos en el V;,, (sin cambio en el factor de pendiente)
para los canales de tipo salvaje y Q9E-hMiRP1 (Fig. 9C). En el momento actual, el mecanismo de inhibicién de
claritromicina se describe de la mejor manera como dependiente del estado.

Como los canales I, nativos muestran una sensibilidad creciente a agentes de Clase III con K* externo reducido
(Yang and Roden, 1996), se volvid a evaluar el bloqueo por claritromicina cuando la concentracién de K* del bafio
se redujo de 4 a 1 mM. Aunque el cambio de la solucién no tuvo ningtn efecto sobre la activacién de ningtin canal
(Tabla 1), la potencia de bloqueo de claritromicina se aumentd ~20% para los dos canales formados con MiRP1 de
tipo salvaje y los formados con Q9E-hMiRP1 (tipo salvaje K; = 0,59 + 0,1, para Q9E-hMiRP1 K; = 0,20 + 0,07 mM,
n = 6 células cada uno, no mostrado). De esta manera, los canales formados con Q9E-hMiRP1 son mas sensibles al
bloqueo por claritromicina y la inhibicidn se intensifica por hipocalemia intercorriente.
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Ejemplo 14
Generacion de Anticuerpo Policlonal Contra KCNE?2

Se expresan segmentos de secuencia codificante de KCNE2 como proteina de fusion en E. coli. La proteina sobre-
expresada se purifica por elucion del gel y se usa para inmunizar conejos y ratones usando un procedimiento similar
al descrito por Harlow y Lane (1988). Este procedimiento, segiin se ha demostrado, genera Ab contra otras diversas
proteinas (por ejemplo, véase Kraemer et al., 1993).

En resumen, un tramo de secuencia codificante de KCNE2 se clona como una proteina de fusién en el plasmido
PETSA (Novagen, Inc., Madison, WI). Después de la induccién con IPTG, se verifica la sobreexpresion de una proteina
de fusién con el peso molecular esperado por SDS-PAGE. La proteina de fusién se purifica del gel por electroelucion.
La identificacién de la proteina como el producto de fusién de KCNE2 se verifica por secuenciacion de la proteina en el
extremo N. A continuacion, la proteina purificada se usa como inmundgeno en conejos. Se inmunizan conejos con 100
ug de la proteina en adyuvante completo de Freund y se refuerzan dos veces a intervalos de 3 semanas, primero con
100 pug de inmunégeno en adyuvante incompleto de Freund seguido de 100 pg de inmundgeno en PBS. Dos semanas
después se recoge el suero que contiene anticuerpo.

Este procedimiento se repite para generar anticuerpos contra las formas mutantes del producto del gen KCNE?2.
Estos anticuerpos, junto con anticuerpos contra KCNE2 de tipo salvaje, se usan para detectar la presencia y nivel
relativo de las formas mutantes en diversos tejidos y fluidos biolégicos.

El procedimiento anterior también se usa para generar anticuerpos policlonales especificos para KCNE3 y KGNE4.
Ejemplo 15
Generacion de Anticuerpos Monoclonales Especificos para KCNE2

Se generan anticuerpos monoclonales de acuerdo con el siguiente protocolo. Se inmunizan ratones con inmundgeno
que comprende KCNE2 intacto o péptidos de KCNE2 (de tipo salvaje o mutante) conjugados con hemocianina de lapa
californiana usando glutaraldehido o EDC, como es bien conocido.

El inmundgeno se mezcla con un adyuvante. Cada ratén recibe cuatro inyecciones de 10 a 100 ug de inmunégeno
y después de la cuarta inyeccion se toman muestras de sangre de los ratones para determinar si el suero contiene
anticuerpo contra el inmundgeno. Se determina el titulo en suero por ELISA o RIA. Los ratones con suero que indica
la presencia de anticuerpo contra el inmundgeno se seleccionan para la produccién de hibridomas.

Se extraen los bazos de los ratones inmunes y se prepara una suspension de una sola célula (véase Harlow and Lane,
1988). Las fusiones celulares se realizan esencialmente como se describe por Kohler y Milstein (1975). En resumen,
se fusionan células de mieloma P3.65.3 (American Type Culture Collection, Rockville, MD) con células inmunes
de bazo usando polietilenglicol como se describe por Harlow y Lane (1988). Las células se ponen en las placas a
una densidad de 2x10° células/pocillo en placas de cultivo de tejidos de 96 pocillos. En los pocillos individuales se
examina el crecimiento y los sobrenadantes de los pocillos con crecimiento se ensayan con respecto a la presencia de
anticuerpos especificos para KCNE2 por ELISA o RIA usando proteina diana KCNE2 de tipo salvaje o mutante. Las
células en los pocillos positivos se expanden y subclonan para establecer y confirmar la monoclonalidad.

Los clones con las especificidades deseadas se expanden y desarrollan como liquido ascitico en ratones o en un
sistema de fibras huecas para producir suficientes cantidades de anticuerpo para la caracterizacion y el desarrollo del
ensayo.

El procedimiento anterior también se usa para generar anticuerpos monoclonales especificos para KCNE3 y KC-
NE4.

Ejemplo 16
Ensayo Tipo Sdandwich para KCNE2

Se une anticuerpo monoclonal a una superficie sélida tal como una placa, tubo, perla o particula. Preferiblemente,
el anticuerpo se une a la superficie de pocillos de una placa ELISA de 96 pocillos. Al anticuerpo en fase sélida se le
afladen 100 ul de muestra (por ejemplo, suero, orina, citosol de tejido) que contiene el péptido/proteina KCNE2 (de
tipo salvaje o mutante). La muestra se incuba durante 2 horas a temperatura ambiente. A continuacién se decanta el
fluido de la muestra y la fase sélida se lava con tamp6n para retirar el material no unido. Se afiaden a la fase sélida
100 ul de un segundo anticuerpo monoclonal (para un determinante diferente del péptido/proteina KCNE?2). Este
anticuerpo se marca con una molécula detectora (por ejemplo, '*°1, enzima, fluoréforo o un croméforo) y la fase sélida
con el segundo anticuerpo se incuba durante dos horas a temperatura ambiente. El segundo anticuerpo se decanta y la
fase sélida se lava con tampén para retirar el material no unido.
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Se cuantifica la cantidad de marcador unido, que es proporcional a la cantidad de péptido/proteina KCNE2 presente
en la muestra. Se realizan ensayos separados usando anticuerpos monoclonales que son especificos para el KCNE2 de
tipo salvaje asi como anticuerpos monoclonales especificos para cada una de las mutaciones identificadas en KCNE2.

El procedimiento anterior también se usa para ensayar KCNE3 y KCNE4 usando los anticuerpos contra KCNE3 o
KCNE4 apropiados

Ejemplo 17
Ensayo para Explorar Fdarmacos que Afectan al Canal de K* de KCNE2

Con el conocimiento de que KCNE2 se ensambla para formar un canal de potasio I, cardiaco, ahora es posible
idear un ensayo para explorar formacos que tengan un efecto sobre este canal. El gen KCNE2 se cotransfecta en oo-
citos o células de mamifero y se coexpresa como se ha descrito anteriormente. La cotransfeccion se realiza usando
cualquier combinacion de KCNE?2 de tipo salvaje o mutado especificamente. Cuando uno de los genes usados para
la cotransfeccién contiene una mutacién que produce LQT, se observa un cambio en la corriente inducida en com-
paracion con la cotransfeccién con genes de tipo salvaje solo. Se afiade un candidato de farmaco a la solucién del
bafio de las células transfectadas para ensayar los efectos de los candidatos de farmaco sobre la corriente inducida.
Un candidato de farmaco que altera la corriente inducida de tal forma que esté préxima a la corriente observada con
células cotransfectadas con KCNE?2 de tipo salvaje, es ttil para tratar LQT.

Aunque la invencidn se ha descrito en esta solicitud de patente haciendo referencia a los detalles de realizaciones
preferidas de la invencién, debe entenderse que la descripcién debe considerarse en un sentido ilustrativo en lugar de
limitante, ya que se contempla que a los especialistas en la técnica se les ocurrirdn ficilmente modificaciones dentro
del espiritu de la invencion y el alcance de las reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIONES

1. Acido nucleico aislado que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica MiRP1 humano indicado en
la SEC ID N°: 2 o su complementaria.

2. Polipéptido aislado que comprende una secuencia de aminoacidos indicada en la SEC ID N°: 2.

3. Procedimiento de amplificacién de un ex6n de un dcido nucleico que comprende una secuencia de nucledti-
dos que codifica el polipéptido indicado en la SEC ID N°: 2, donde dicho procedimiento comprende usar un par de
cebadores.

4. Vector que comprende el dcido nucleico aislado de la reivindicacién 1.
5. Célula transfectada con el vector de la reivindicacion 4.
6. Animal transgénico no humano que comprende el 4cido nucleico aislado de la reivindicacién 1.

7. Procedimiento para evaluar el riesgo de un individuo de padecer el sindrome de QT largo, que comprende
explorar el individuo en relacién con una mutacién en MiRP1 comparando la secuencia de MiRP1 o sus productos
de expresion aislados de una muestra de tejido de dicho individuo con una secuencia de tipo salvaje de MiRP1 o sus
productos de expresion, donde la secuencia de tipo salvaje de MiRP1 codifica un polipéptido que tiene la secuencia
de amino4cidos indicada en la SEC ID N°: 2, donde una mutacién en la secuencia del individuo indica un riesgo de
sindrome de QT largo.

8. Procedimiento de cribaje de farmacos que sean ttiles en el tratamiento o prevencion del sindrome de QT largo,
dicho procedimiento comprendiendo:

(a) poner células que expresan HERG de tipo salvaje y un dcido nucleico que comprende una secuencia de nucle6-
tidos que codifica el polipéptido indicado en la SEC ID N°: 2 en una solucién de bafio para medir la corriente;

(b) medir la corriente de K* inducida en las células de la etapa (a);

(c) poner las células que expresan HERG mutante y un 4cido nucleico que comprende una secuencia de nucledtidos
que codifica el polipéptido indicado en la SEC ID N°: 2 en una solucién de bafio para medir la corriente;

(d) medir la corriente de K* inducida en las células de la etapa (c);
(e) afadir un farmaco a la solucién de bafio de la etapa (c);
(f) medir una corriente de K* inducida en las células de la etapa (e); y

(g) determinar si el farmaco produjo una corriente de K* inducida més similar o menos similar a la corriente de
K" inducida observada en las células que expresan HERG de tipo salvaje y un dcido nucleico que comprende una
secuencia de nucledtidos que codifica el polipéptido indicado en la SEC ID N°: 2 en comparacién con la corriente
observada en células que expresan HERG mutante y un 4cido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos
que codifica el polipéptido indicado en la SEC ID N°: 2 en ausencia de un farmaco,

donde un farmaco que produce una corriente mds similar a la corriente observada en las células que expresan
HERG de tipo salvaje y un dcido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica el polipéptido
indicado en la SEC ID N°: 2 es ttil en el tratamiento o prevencion del sindrome de QT largo.

9. Procedimiento de la reivindicacién 8, en el que: i) dichas células de la etapa (a) se cotransfectan con HERG de
tipo salvaje y un dcido nucleico que comprende una secuencia de nucledtidos que codifica el polipéptido indicado en la
SEC ID N°: 2, ii) dichas células de la etapa (c) se cotransfectan con HERG mutante y un 4dcido nucleico que comprende
una secuencia de nucleétidos que codifica el polipéptido indicado en la SEC ID N°: 2, o iii) dichas células de la etapa (a)
se cotransfectan con HERG de tipo salvaje y un dcido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos que codi-
fica el polipéptido indicado en la SEC ID N°: 2 y dichas células de la etapa (c) se cotransfectan con HERG mutante y un
acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica el polipéptido indicado en la SEC ID N°: 2.

10. Procedimiento de la reivindicacién 8, en el que: i) dichas células de la etapa (a), ii) dichas células de la etapa
(c) o iii) dichas células de las etapas (a) y (c) se transfectan con ARN.

11. Procedimiento de cribaje de farmacos que sean utiles en el tratamiento o prevencion del sindrome de QT largo,
dicho procedimiento comprendiendo:

(a) preparar un animal transgénico no humano cotransfectado con HERG de tipo salvaje y un 4cido nucleico que
comprende una secuencia de nucledtidos que codifica el polipéptido indicado en la SEC ID N°: 2;
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(b) medir la corriente de K* inducida en el animal transgénico de la etapa (a);

(c) preparar un animal transgénico no humano cotransfectado con HERG de tipo mutante y un 4cido nucleico que
comprende una secuencia de nucledtidos que codifica el polipéptido indicado en la SEC ID N°: 2;

(d) medir la corriente de K* inducida en el animal transgénico de la etapa (c);

(e) administrar un farmaco al animal transgénico de la etapa (c);

(f) medir la corriente de K* inducida en el animal tratado con farmaco de la etapa (e);

(g) determinar si el farmaco produjo una corriente de K* inducida mds similar o menos similar a la corriente de
K* inducida observada en el animal transgénico cotransfectado con HERG de tipo salvaje y un dcido nucleico que
comprende una secuencia de nucleétidos que codifica el polipéptido indicado en la SEC ID N°: 2 en comparacién con
la corriente observada en un animal transgénico cotransfectado con HERG mutante y un 4cido nucleico que comprende
una secuencia de nucledtidos que codifica el polipéptido indicado en la SEC ID N°: 2 en ausencia de farmaco,

donde un farmaco que produce una corriente mds similar a la corriente observada en animales transgénicos co-
transfectados con HERG de tipo salvaje y un 4cido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica

el polipéptido indicado en la SEC ID N°: 2 es titil en el tratamiento o prevencion del sindrome de QT largo.

12. Animal transgénico no humano, donde dicho animal comprende un dcido nucleico que comprende una secuen-
cia de nucledtidos que codifica el polipéptido indicado en la SEC ID N°: 2 y un HERG humano mutante.

13. Procedimiento para determinar la capacidad de un farmaco de afectar a la corriente de potasio rectificadora
retardada rdpida (Ik,), dicho procedimiento comprendiendo:

a) poner células que expresan HERG mutante y un 4cido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos
que codifica el polipéptido indicado en la SEC ID N°: 2 en una solucién de bafio para medir la corriente;

b) medir o detectar una primera corriente de K* inducida en las células de la etapa (a);
¢) afadir un farmaco a la solucién de bafio de la etapa (a);
d) medir una segunda corriente de K* inducida en las células de la etapa (c); y

e) determinar si la adiciéon de dicho farmaco en la etapa (c) inhibe, aumenta o altera el Iy, comparando dicha
primera corriente de K* inducida con dicha segunda corriente de K* inducida.
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<400> 1
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caaatccaga aaagatccgt tttcctaacc ttgttcgect attttattat ttaaattgca 60

gcaggaggga agc atg tct act tta tcc aat ttc aca cag acg ctg gaa
Met Ser Thr Leu Ser Asn Phe Thr Gln Thr Leu Glu

gac
Asp

aac
Asn

aac
Asn
45

tct
Ser

cgg
Arg

cag
Gln

acc
Thr

tgataaggga gaaaggcaccec
ccacgaggca aatccaaatt
agaattttca tggagattat
gatttatgct tgcttgttgg

aagtgaatgt cattttaatc

<210>2
<211> 123
<212> PRT

gtc tte
val Fhe
15

aca aca
Thr Thr
30

ttc tac
Phe Tyr

ttc atc
Phe lle

gaa cac
Glu His

gaa aag
Glu Lys
95

atc cat
Ile His
110

<213> Homo sapiens

cga
Arg

gct
Ala

tat
Tyr

atc

Ile

tece
Ser
80

tac
Tyr

gag
Glu

1

agg
Arg

gag
Glu

gte
Val

gtg
Val
65

aat

Asn

aag
Lys

aac
Asn

att ttt att
Ile Phe Ile
20

caa gag gcc
Gln Glu Ala
35

atc ctg tac
Ile Leu Tyr
S0

gcec atc ctg
Ala Ile Leu

gac ccc tac
Asp Pro Tyr

agc caa atc
Sexr Gln Ile
100

att ggt gcg
Ile Gly Ala

115

5

act
Thr

ctce
Leu

ctc
Leu

qtg
val

cac
His
85

ttg
Ley

tat
Tyr

-‘caa

Gln

atg
Met

agc
Ser
70

cag
Gln

aat
Asn

atg
Met

gcc
Ala

gtg
Val
55

act
Thr

tac
Tyr

cta
Leu

gct ggg ttc
Ala Gly Phe

aagctaacat ctgacgtcca
gtctttgett agaagaaagt
gtggttggcc aataaagata
agcaatattt tgtgctgaag

aatatcaatg atgaaaataa

gac
Asp

aaa
Lys
40

atg
Met

gtg
Val

att
Ile

gaa
Glu

aaa
Lys
120

gacatgaaga gatgccagqgtg
gagttccttg ctettigteg
gatgacattt caatctcagt

acctctttta ctttceggge

aat
Asn
25

gtt
Val

att
Ile

aaa
Lys

gta
Val

gaa
Glu
105

atg
Met

10

£gg <gc

cag

Trp Arg Gln

gat gct
Asp Ala

gga atg
Gly Met

tcec aag
Ser Lys
75

gag gac
Glu Asp
90

tcg aag
Ser Lys

&CcCc cee
Ser Pro

agccaaattt

gag
Glu

tte
Phe
60

aga
Arg

tgg
Trp

Ala

109

157

205

253

301

349

397

442

502
562
€22
682
732
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<400> 2

Met Ser

Arg Tle

Glu Gin

Val Ile
50

val Ala
65

Asn Asp

Lys Ser

Asn Ile

<210>3
<211> 468
<212> ADN

Thr

Phe

Glu

35

Leu

Ile

Pro

Gln

Gly
115

<213> Rattus norvegicus

<220>
<221> CDS
<222> (35)..(403)

<400> 3

Leu
Ile
20

Ala

Tyr

Leu

Tyr

Ile

100

Ala

Ser

Thr

Leu

Leu

Val

His

85

Leu

Ala

Asn

Tyr

Gln

Met

Ser

70

Gln

Gly

ES 2 338 520 T3

Phe
Met
Ala
val

55

Thr

Tyr

Phe

Thr

Asp

Lys

40

Met

val

Ile

Glu

Lys
120

Gln
Asn

25
val
Ile
Lys
Val
Glu

105

Met

Thr
10

Trp
Asp
Gly
Ser
Glu

80

Ser

Ser

Ala
Met
Lys

75
Asp

Lys

Pro

Glu Asp
Gin Asn
Glu Asn

45

Phe Ser
60

Axg Arg

Trp Gln

Ala Thr

Val

Thr

30

Phe

Phe

Giu

Glu

Ile
110

Phe Arg
15

Thr Ala
Tyr Tyr
Ile Ile

His Ser
80

Lys Tyr
95

His Glu

cctgtgagga atctctcatc ctcaaggggg aaac atg acc act tta gcc aac ttg S5
Met Thr Thr Leu Ala Asn Leu

1

S

acg cag acc ctg gag gat gcc ¢ttc aaa aag gtt ttc att act tat atg
Thr Gln Thr Leu Glu Asp Ala Phe Lys Lys Val Phe Ile Thr Tyr Met
10

15

20

103
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gac
Asp

aga
Arg
40

atg
Met

gtg
val

atc
Ile

gaa
Glu

aca
Thr
120

agc tgg agg
Ser Trp Arg

gtg gat

gcc

Val Asp Ala

atc ggc atg
Ile Gly Met

aag tcg aag
Lys Ser Lys

75

gtg gag gat
Val Glu Asp
S0

gac tcc aag
Asp Ser Lys

105

gtg tca ccc
Val Ser Pro

499

gag
Glu

tte
Phe
60

€g9
Arg

tgg
Trp

gce
Ala

tgataaagaa cgagagtcca tctgcccagg aaggggtget

ES 2 338 520 T3

aac aca aca
Asn Thr Thr
30

aac ttc tac
Asn Phe Tyr

45

gce tte atce
Ala Phe Ile

cgg gag cac
Arg Glu His

cag cag aag
Gln Gln Lys

95

acc atc cat
Thr lle His
110

tctgcecgect tgaagoccca cttge

<210> 4
<211> 123
<212> PRT

<213> Rattus norvegicus

<400> 4

Met Thr

Lys Val

Glu Gln

val Ile

S0

Val Ala

65

Gln Asp

Arg Ser

Asn Leu

<210>5
<211> 492
<212> ADN

<213> Homo sapiens

Thr

Phe

Leu

Ile

20

Gln Ala

35

Leu Tyr

Ile Leu

Pro Tyr

Gln Ile

100

Ala

Ala Asn

Thr Tyrx

Leu Gln

Leu Met

val Ser

70

His Gln

85

Leu His

Thr Gly

Leu

gec
Ala

tac
Tyr

gtg
val

tece
Ser
80

tat
Tyr

gag
Glu

Thr

Met Asp

Ala Arxg

40

Val Met

S5

Thr Val

Tyx

Leu Glu

Phe Thr

Ile

Val

val

Asp

gaa
Glu

gtc
vVal

gtg
Val
€5

caqg
Gln

agg
Arg

aac
Asn

Gln

Ser

25

Ile

Lys

105

120

Val

caa -cag
Gln Gln
35

atc <ctg
Ile lLeu
50

gce ate
Ala 1le

gac <cg
Asp Pro

agt <ag
Ser Gln

ctg gg99
Leu Gly
115

75

Ser Pro

gcg cte
Ala Leu

tac ctc
Tyr Leu

<tg gtg
Leu Val

tac cac
Tyzr His
- 85

atc ttg
Ile Leu
100

cag .

Gln Ala

atg gtg

Met

val
55

age acg
Ser Thr
70

cag tac
Gln Tyr

cat
His

<tg

geg acg ggg tte
Ala Thr Gly Phe

45

€0

Thr Leu Glu Asp Ala

Trp Arq Arg Asn Thr

30

Asp Ala Glu Asn Phe

Gly Met Phe Ala Phe

Ser Lys Arg Arg Glu

Glu Asp Trp Gln Gln

Ser Lys Ala Thr Ile

110

Phe Lys
15

Thr Ala

Tyr Tyr

fle val

His Ser
80

Lys Tyr
95

His Glu

151

199

247

295

343

391

443

468
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<220>
<221> CDS
<222> (93)..(401)

<400> 5
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aaagggactc cttgaaactg attgagagcc cagtggattt

ccgagtctte ccccacctca atccctgttg ct atg gag

gag acc
Glu Thr

act ctt
Thr Leu

gac aac
Asp Asn
40

aac tcc
Asn Ser

gtg ggc
vVal Gly

cgt agt
Arg Ser

tgg
Trp
10

cac
His

cag
Gln

tac
Tyr

agc
Ser

gac

tat gag
Tyr Glu

agce aat
Ser Asn

act gaa
Thr Glu

atg tac
Met Tyr
60

agce
Ser

ttg
Leu

gag
Glu
45

att
Ile

ctc atc ctg

Leu Ile
75

cce tat

Asp Pro Tyr

90

Leu

cat
His

ctg
Leu

ctc
Leu
30

agg
Arg

ctc
Leu

gga
Gly

gtg
val

cat
His
15

tgc
Cys

<gg
Arg

ttt
Phe

tac
Tyr

tat
Tyr
95

gcc
Ala

cag

gee
Ala

gtc
val

acc
Thr
80

atc
Ile

Met
1

gtg
val

cca
Pro

agc
Ser

atg
Met
€5

cgc
Arg

aag
Lys

Glu

ctg
Leu

999
Gly

cta
Leu
50

Tttt
Phe

tee
Ser

aac
Asn

taacacgaga gggctgggac ggtggaagac caagacacct

ccagaactct gctgtggact gcatcaggtc t

<210> 6
<211> 103
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 6

Met Glu

1

Val Leu

Thr Thr

Lys Ala
20

Pro Gly Pro Gly

35

Ser Leu Pro Gly

50

Met Phe

65

Arg Ser

Lys Asn

Leu Phe

Arg Lys

Arg Val
100

Asn

Gly Thr

Leu Asn Ala

Leu
Arg
Ala
val

85

Ser

Gly Pro

val Thr

70

Asp Lys

55

Met Ile

40

25

10

90

gccagcagtt tgagettcta 60

act
Thr

aag
Lys

cca
Pro
35

<ct

Pro

cta
Leu

<ge
Arg

cgt
Arg

acc
Thr

gct
Ala
20

999
Gly

ggc
Gly

ttt
Phe

aaa
Lys

gtg
Val
100

aat
Asn
S

cta
Leu

ctg
Leu

cgt
Arg

gct
Ala

gtg
Val
85

tct
Ser

gga
Gly

aat
Asn

999
Gly

gat
Asp

gta
val
70

gac
Asp

atg
Met

acg
Thr

gce
Ala

cca
Pro

gac
Asp
S5

act
Thr

aag
Lys

atc
Ile

113

16l

209

257

305

353

401

ggggattgcg tctggggect 461

75

60

45

Glu Thr Trp Tyr Glu Ser Leu

Thr Leu His Ser Asn Leu Leu

30

Asp Asn Gln Thr Glu Glu Arg

Asp Asp Asn Ser Tyr Met Tyr lle Leu

Arg Ser Asp Pro Tyr His Val

His

15
Cys
Arg

fhe

val Gly Ser Leu Ile Leu Gly Tyr

Tyr
95

492

Ala

Arg

Ala

Val

Thr
80

Ile
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<210>7

<211>972

<212> ADN

<213> Mus musculus

<220>
<221> CDS
<222> (241)..(549)
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<400> 7
atcctggaaa cttgataatc aatgactctc taggagttgg aaatccgggg actcaaggaa 60
gagaaacaaa acaccagtgt ttctgtctgt gcccatttgg aaccaagaga tgcaccttge 120
aaggaactga ggggttgtgg gacatccacg aagagatcct caaagatgtc tcagagccag 180
cagagtctct gaactgtttg atcacattcc agctcttecc atacctcaat atctgttget 240
atg gag act tcc aac ggg act gag acc tgg tac atg agc ctc cat gct 288
Met Glu Thr Ser Asn Gly Thr Glu Thr Trp Tyr Met Ser Leu Has Ala
1 S 10 15
gtg ctg aag gct ctg aac aca acc ctt cac agt cac ttg ctc tge cgg 336
Val Leu Lys Ala Leu Asn Thr Thr Leu His Ser His Leu Leu Cys Arg
20 25 30
cct ggg cca gga cca ggg cca gac aat caa act gag gat cgt cgg gct 384
Pro Gly Pro Gly Pro Gly Pro Asp Asn Gln Thr Glu Asp Arg Arg Ala
35 40 45

agc ctt cct ggt cgt aat gac aac tcc tac atg tat att ctc ttt gtc 432

Ser Leu Pro Gly Arg Asn Asp Asn Ser Tyr Met Tyr Ile Leu Phe Val
50 55 60

atg ttc cta ttt gcc gtc act gtg ggc agt ctc atc ctg gga tat acc 480
Met Phe Leu Phe Ala Val Thr Val Gly Ser Leu Ile Leu Gly Tyr Thr

65 70 75 80
cgt tca cgc aaa gtg gac aaa cgt agt gac ccc tat cat gtg tac atc 528
Arg Ser Arg Lys Val Asp Lys Arg Ser Asp Pro Tyr His Val Tyr Ile

85 90 95
aag aac cgt gtg tct atg atc tgatgtgagg aacctgaaga caatggaaga 579
Lys Asn Arg Val Ser Met Ile
100

ttacaatgtc tgaggattgt cttctggtgc ctccggaact caactcaacc atatcaagcc 639
acagtgtatc tatgtaagat caacaggaaa ctogtaagag gattaggtca ttattaggac €99
cagagaagag ggactgatag gcccagictt gtggatgaga catttttcga gacacagatg 759
cgcattataa actcagagcec <catgaacaca tatatataaa gtatggacaa ccagcaagta 819
gaagaggaag ctgtggcgaa gggaaatggg gcagaaagat gctctggata tataatctet 879
taatgtatga tcttcaacat gagaaacctt gataaaactg agaatgctac ttaaaaaaaa 939
aaaaaaaaaa aaaaaaattt ccgcggecgce aag 972
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<210> 8
<211>1

03

<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 8

<210>9
<211>1

Met Glu

Val Leu
Pro Gly

Leu
S0

Ser

Met Phe

65

Ser

Lys Asn

932

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<220>

<221> CDS
<222> (604)..(1113)

<400> 9

gaaccctctt
taagtcagca
ttaatagatg
tgttttgaat
ttaaaatacg
tetteeeeet
aaaaaaaaaa
ctccaagccce
cttttaagcet

caggacctgg

Thr Ser Asn

Ala
20

Lys Leu

Pro Pro

35

Gly

Pro Gly Arg

Leu Phe Ala

Val
85

Arg Lys

Val
100

Ser

ggactggacg
aggctacact
aatttttttc
ttaaaatagt
tttcccagtt
aatcaaagta
agtecttett
tcatagctca

tttttggtat

gggagagtct

ES 2 338 520 T3

Gly Thr

Asn Thr

Gly Pro

Glu

Thx

Thr Trp

10

Leu His

25

Asp Asn Gln

40

Asp
SS

Val
70

Thr

Asp Lys

Met 1le

atttgggaat
ttgctttcag
ctttattttc
ttggttttgg
ttaaagatac
atactgctca
acttttcecca
ctcttgtcag
tgcagttcca

aaccegegge

Asn

Val

Arg

Ser Tyr

Gly Ser

Ser Asp

90

tcaaaacttg
aaacatttaa
ttcetgettt
aaacacaatg
tatttactgt
ctacaaacag
gtgaaccttc
ctgtttgget
caaacctcegt

ttttteccag

Tyr Met Ser

Ser His Leu

Thr Glu Asp

45

Met Tyr Ile

60

Leu Ile

75

Pro Tyr His

ggacaaactg
aagagggaca
tctttgttct
taaactttgt
atgctcctgt
gacaaatgtg
ccgggetct
tatgctattt
gctecocceac

ccectgetgt

Leu His
15

Leu
30

Cys
Arg Arg
Leu Phe

Gly Tyr

Ala

Arg

Ala

val

Thr

80

Val Tyr

95

tcagectigg
tttrtgccaa
aaggaaacat
ttctgcetcag
cttacattga
tacactaaaa
<ctceegtgea
ctttcatgea

ctcoctggee

ggaggcagece

Ile

60

120
180
240
300
3%0
420
480
540

600
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tca

gee
Ala

aat
Asn

att
Ile

gag
Glu

tgg
Trp
80

gtg
Val

acg
Ala

gag
Glu

gac
Asp

gaa
Glu
160

atg
Met

tce
Ser

ggce
Gly

ttc
Phe

aag
Lys
65

gag
Gly

cag
Gln

cte
Leu

tcce
Ser

gat
Asp
145

999
Gly

ctg
Leu

agce
Ser

aac
Asn

ttg
Leu
50

aag
Lys

gag
Glu

gtg
Val

tce
Setr

tcc
Ser
130

gag

Glu

tecc
Ser

aaa
Lys

age
Ser

gag
Glu
35

atc
Ile

tcc
Ser

gcc
Ala

cce
Pro

tgc
Cys
115

tce
Ser

ctg
Leu

tecg
Ser

atg
Met

cce
Pro
20

tac
Tyr

gga
Gly

agc
Ser

atg
Met

ctg
Leu
100

acc
Thr

ccg
Pro

qag
Glu

gag
Glu

gag
Glu

ctg
Leu

ttc
Phe

atc
Ile

cte
Leu

aag
Lys
85

atg
Met

cte
Leu

gac
Asp

gag
Glu

aac
Asn
165

ES 2 338 520 T3

cct
Pro

gag
Glu

tac
Tyr

atg
Met

ctg
Leu
70

ccg
Pro

ctg
Leu

tot
Cys

gtg
val

acc
Thr
150

atc
1le

ctg
Leu

tcc
Ser

att
Ile

ctg
55
ctg

Leu

ctg
Leu

aac
Asn

tce
Ser

cac
His
135
tcg
Ser

cat
His

ctg
Leu

cce
Pro

atg
Met

atg
Met
120

ctc

Leu

gag
Glu

cag
Gln

agc
Ser

tac
Tyr

tac
Tyr

gtg
Val

ctg
Leu
105

gaa

Glu

acc
Thr

acg
Thr

aat
Asn

acg
Thr
10

gce
Ala

gtc
val

atg
Met

aaa
Lys

gtg
Val
30

cag
Gln

999
Gly

att
Ile

ccc
Pro

tcc
Ser
170

ccggtggctc catcagccag caaccttaga gagaggaaag

ttcactttca
tagggtgggy
tggtttgcac
gcctgggtgt
ctggatgcce
ggacacgctg
ctgattggct
gcttecttttg

catttgcaca

cagtgeggcet
gactaggctc
ccaccactga
tgggggttct
tgggtagctc
agagactagt
gtaagtatct
gattagaggg

ctataagaaa

gccactttga
agccggaacce
aaaagccgeg
gatcagaatt
ctgcagggtc
tgtgatttge
ctactgtgta
ggatttttga

aaaaagtaac

agagaccctt
agcaccttca
aagatgcgca
gggcgggatg
tgectgttce
tattttgect
cctgtggcat
tgggagaaag

tcttaaacct

cac
His

cCcC
Pro

ggt
Gly

ggc
Gly

tcce
Ser

atg
Met

ggc¢
Gly

ggc
Gly

tLe
Phe

acce
Thr

gcc
Ala
15

agc ggc
Ser Gly
30

tac ggc
Tyr Gly

45

tcc
Ser
60

aaa
Lys

gac gag
Asp Glu
75

tcg qge
Ser Gly

gag
Glu

gac
Asp

cag gag
Gln

140

ctc
Leu
155

aac
Asn

aag
Lys

gag -
Glu

ctg
Leu

gtg
Val

CC gtg
Val
125

gag
Glu Glu

gag
Glu Ser

<gg

<ctc
Leu

tcg
Ser

cce
Pro

gcg
Ala
110

tce
Ser

agc
Scr

999
Gly

gca
Ala

agc agce

Ser

€48

696

744

792

840

888

936

984

1032

1080

tagcaccece gggaccecctg 1133

acagttttca
ggtaaacccc
aggagtccgg
gcgegtacac
atatgtttgc
cagggctgece
agagctttgt
tcetecacag
ctggagatct

gttaacattg

agtgtctggt
tgattcgggg
gaggigectg
tgactttggg
catttictca
gaatgcttta
ccttctagat
tgggttacaa
gaacccagec

gccggggtta

1193
1253
1313
1373
1433
1493
1553
1613
1673

1733



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

taagagatga

gaccatgcag

ctaacctgca

agtggggttg

<210> 10
<211> 170
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 10

Met

Ser

Gly

Phe

Lys

65

Gly

Gln

Leu

Ser

Asp

145

Gly

<210> 11
<211> 2499
<212> ADN

Leu

Ser

Leu

S0
Lys
Glu
Val
Ser
Ser
130

Glu

Ser

<213> Mus musculus

<220>
<221> CDS

<222> (86)..(595)

<400> 11

ES 2 338 520 T3

tcttetattt tgaccttttg tetaacttat gaccttgaac tetgacctgt 1793
catcacatga tggcatgacg ttctttggat cagaagagct tccccagaat 1853
ctcccgatgg tggttcagga gactcttect gatcttecta gaaggggtaa 1913
aacaaggcc 1932

Lys Met Glu Pro Leu Asn Ser Thr His Pro Gly Thr Ala Ala
Ser Pro Leu Glu Ser Arg Ala Ala Gly Gly Gly Ser Gly Asn
Glu Tyr Phe Tyr Ile Leu Val Val Met Ser Phe Tyr Gly Ile

35 40 45

Ile Gly I1le Met Leu Gly Tyr Met Lys Ser Lys Arg Arg Glu
$S 60

Ser Ser Leu leu lLeu Leu Tyr Lys Asp Glu Glu Arg Leu Trp
70 75 80

Ala Met Lys Pro Leu Pro Val Val Ser Gly Leu Arg Ser Val
85 90 95

Pro Leu Met Leu Asn Met Leu Gln Glu Ser Val Ala Pro Ala
100 105 110

Cys Thr Leu Cys Ser Met Glu Gly Asp Ser Val Ser Ser Glu
115 120 125

Ser Pro Asp Val His Leu Thr Ile Gln Glu Glu Gly Ala Asp
135 140

Leu Glu Glu Thr Ser Glu Thr Pro Leu Asn Glu Ser Ser Glu
150 155 160

Ser Glu Asn Ile His Gln Asn Ser
165 170

aacatcctca gatttggccg tttaagagtt ccacacttgg gacaaacigt -cagctttiga 60

tcceggetgt gtgageggea attcea atg ctg agg atg gag €ct ctg aac agce 112

Met Leu Arg Met Glu Pro Leu Asn Ser
1 S
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aca tac ccc agc gct gca gee toc age age ccc ctce
Thr Tyr Pro Ser Ala Ala Ala Ser Ser Ser Pro Leu
10 15 20

cct agt aac agc agt ggt aat ggc aat gaa tac tte
Pro Ser Asn Ser Ser Gly Asn Gly Asn Glu Tyr Phe
30 35

gtt atg tcc ttc tat ggc gtt ttc ctg atc gga atc
Val Met Ser Phe Tyr Gly Val Phe Leu Ile Gly Ille
45 50

atg aaa tcc aag agg cgg gag aag aag tcc agc ctt
Met Lys Ser Lys Arg Arg Glu Lys Lys Ser Ser Leu
60 €5

aaa gac gag gag agg ctg tgg ggg gag gct atg aag
Lys Asp Glu Glu Arg Leu Trp Gly Glu Ala Met Lys
75 80 85

atg tcc ggc ttg agg tca ggg cag gtg ccc atg atg
Met Ser Gly Leu Arg Ser Gly Gln Val Pro Met Met
80 95 100

cag gag agt gtg gcg ccg gca ctg tec tge act ctt
Gln Glu Ser Val Ala Pro Ala Leu Ser Cys Thr Leu
110 115

tcc gag tcc tcc tct
Ser Glu Ser Ser Ser
130

cct gat
Pro Asp

ggg gac agt gtg agc
Gly Asp Ser Val Ser
125

atc cag gag gag ggg gct gat gac gag ctg gag gag
Ile Gln Glu Glu Gly Ala Asp Asp Glu Leu Glu Glu
140 145

cct ctc aac gac agc agt gaa ggc tct tcc gag aac
Pro Leu Asn Asp Ser Ser Glu Gly Ser Ser Glu Asn
155 160 165

tcc tagcacccac caggtgctag gaggtagctce cgtaagctac
Ser
170

gag tcc cat
Glu Ser His

tat att ttg
Tyr Ile Leu
40

atg ctg ggc
Met Leu Gly
55

ctg ctg ttg
Leu Leu Leu
70

<cg cta <ct
Pro lLeu Pro

ctg aat atg
Leu Asn Met

tgc tcg atg
Cys Ser Met
120

gtg cac ctt
val His Leu
135

acc tcc gag
Thr Ser Glu
150

atc cac cag
Ile His Gln

acttgacaga

gtg
val

gtc
val

tac
Tyr

tac
Tyr

atg
Met

ctyg
Leu
105

gaa
Glu

cce
Pro

acg
Thr

aat
Asn

gggaagacac
actgagggca
ttcctgtggg
gagcctgggt
ctggaggcece
ggcaggctga
tgatgggcetg
tttcacttgg
ggagaaggta

gagcttttgt

ttgccaagtg
agctccaaaa
actcatctct
ggtggtgggt
tgggtaactt
aggactcgtt
taagtatctt
aggtgggaga
attcgtacac

ctcacctgtg

ccgggtttceg

tggggcaggg

gaaaaagtcc
ctgtggtcag
ctgcagcatc
tcgatttgcet
taatgtgtgc
aagctgaaga
atgtctgaat

agcttgaact

cttttgctct
agagacaagg
cagagacata
catctggctg
tgtctgtgcec
aattttccta
ctgtggcatt
gagaacccag
tagctgggag

ctacagcatt

10

gcggetgeca
ctcagctgca
cagcatgacc
gataatgtgg
cagggctgac
gagctttgtt
cgattagaga
attgtttgca
tataagctat

gcaggtgage

cattgaacag
gtccttgagg
attgactctg
tgttttteca
aactgcccag
cttctagatc
<cagttatata
caatgcaaag
gacctcatct

atggctttct

160

208

256

304

352

400

448

496

544

592

645

705

765

825

885

245

1005

1065

1125

1185
1245
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ttgccagtea
cctgacctte
getgeagetc
taatatgggg
agagetgggg
gttctgggca
agggggctag
gtgaggaagt
gacttaaaga
atcggectte
cctetgeaga
ttaaagggag
aagcagaaaa
ttatctgéac
cactatsagg
ttagaggcgg
aggggccgtt
aattctgaaa
gatttggtgce
gctgagttgt
aatttaaata
<210> 12
<211> 170

<212> PRT

<213> Mus musculus

gcttecteat
acagattggg
ttitteeecag
ttttgtcacg
ttcaagcaat
tgtcatcaca
gaggacatct
titggagcaag
cacagttgga
cttactgtgg
gtcgtgtgga
ctactcaaga
ctccccaaag
tctoccctygga
agctgtottt
aaaggggcec
taagttgaaa
ctttactgceg
aagtctgtct
agacaattgt

aacacatttit

ES 2 338 520 T3

aaccaagect
taatggtggq
cctagetttce
tagetggace
gtgcttectg
agattctgec
ttagactttg
tattteceet
gactttggat
ctttoccagg
tgggaggatg
gctttgeage
gtraagttitg
ttgagacaga
ttcaatcagt
tctgttecact
gaagccaagt
acagacatgt
gcgcctgtta
ctggtgtatt

cgatatgaaa

gcaticggga
gttatacaag
tgaggccaga
ctggaagggc
gtctgagece
tacatgaggc
tactgtgtga
ttggceogett
atgtgtagcet
atgcgactga
f£taacacacc
aggctecttgt
cctctagtge
gragtcacta
tttgacacag
ttaagattca
taagttigoc
gcgttogtcac
caaagtgatg
taatggtttg

daadadaaad

11

tggctg;tca tyggtggtect
gccaaatcat tgacagetet
aaggacacat gtgggootca
atacttaqge gagatcgagc
tgacacteat tcactgtgag
tcetgagget gtgeageece
taaatcctococ acagectggt
agtctyggaga -aagatgtgtt
ggggaattcg aggetggate
agaagctggc agcatagttt
caaccgaggg aaagagaaat
goeccttagaa gaccagaagg
aaaacctfct taatttrtat
atgtcocecat gagggyttaa
agatagaaag gtaattiatg
gagtgtggat caactccaaa
ctcgtgectg gaatcacttg
attttccatt gcttaatect
tatatacttc cttecagtat
taattttcac gatattttty

aaaaaaaaaa aatt

1305
1365
1425
1485
1545
1605
1665
1725
1785
1845
1305
1985

2025

2085
2145
2205
2265
2325
2385
2443
2499
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<400> 12

<210> 13
<211>21

Met Leu
1

Ser Ser
Gly Asn

Phe Leu
50

Lys Lys
65

Gly Glu
Gln Val
Leu Ser

Ser Ser
130

Asp Glu
145

Gly Ser

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

Arg
Ser
Glu

35

Ile

Ser

Met
Pro

20
Tyr

Gly

Ser

ES 2 338 520 T3

Glu Pro Leu

5

Leu Glu Ser

Phe Tyr Ile

Ile Met Leu

55

Leu Leu Leu

70

Ala Met Lys Pro Leu

Pro
Cys
115
Ser

Leu

Ser

Met

100

Thr

Pro

Glu

Glu

85

Met

Leu

Asp

Glu

Asn
165

Leu

Cys

Val

Thr

150

I1le

Asn

Ser

His

135

Ser

His

Asn Ser

His val

25

Leu Val

40

Gly Tyr

Leu Tyr

Thr Tyr Pro Ser Ala Ala Ala
10 15

Bro Ser Asn Ser Ser Gly Asn
30

Val Met Ser Phe Tyr Gly Val
45

Met Lys Ser Lys Arg Arg Glu
60

lys Asp Glu Glu Arg Leu Trp
75 80

Pro Met Met Ser Gly Leu Arg Ser Gly

Met

Met

120

Leu

Glu

Gln

Leu

105

Glu

Pro

Thr

Asn

%0 95

Gln Glu Ser Val Ala Pro Ala
110

Gly Asp Ser Val Ser Ser Glu
125

Ile Gln Glu Glu Gly Ala Asp
140

Pro leu Asn Asp Ser Ser Glu

155 160

Ser
170

<223> Descripcién de Secuencia Artificial: cebador de PCR para exploracién de mutaciones

<400> 13

ccgttttcct aaccttgttc g

<210> 14
<211>21

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de Secuencia Artificial: cebador de PCR para exploracion de mutaciones

<400> 14

agcatcaact ttggcttgga g

<210> 15
<211>23

12

21

21
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<212> DNA
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: cebador de PCR para exploracién de mutaciones

<400> 15
gtettccgaa ggatttttat tac

<210> 16

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de Secuencia Artificial: cebador de PCR para exploracion de mutaciones
<400> 16
gttccegtet cttggatttc a

<210> 17

<211>22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: cebador de PCR para exploracién de mutaciones

<400> 17
aatgttetct ttcatcatcg tg

<210> 18

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: cebador de PCR para exploracion de mutaciones
<400> 18
tgtctggacg tcagatgtta g

<210> 19
<211> 10
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: residuos de HA para localizacion de epitopo en el mapa gendémico

13

23

21

22

21



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 338 520 T3

<220>

<221> PEPTIDO
<222> (10)
<223> Xaa representa un cod6n de terminacién codificado.

<400> 19

Tyr Pro Tyr Asp Val Pro Asp Tyr Ala Xaa
1 S 10
<210> 20
<211> 15
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de Secuencia Artificial: residuos cmyc para localizacién del epitopo en el mapa gendmico

<220>

<221> PEPTIDO
<222> (15)
<223> Xaa representa un codén de terminacién codificado.

<400> 20

Ile Ser Met Glu Gln Lys Leu Ile Ser Glu Glu Asp Leu Asn Xaa

1 5 10

14
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