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(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft eine Nukleinsduresequenz, die fiir Peptide kodiert, die die Interaktion von Pro-
teinkinase A (PKA)und Proteinkinase A-Ankerproteinen (AKAP) inhibiert, einen Wirtsorganismus, der die Nukleinsduresequenz
umfasst und gegebenenfalls die Peptide exprimiert sowie die Verwendung der Peptide sowie des Wirtsorganismus bei der Untersu-
chung von Krankheiten, die mit der AKAP PKA Interaktion assoziiert sind sowie die Verwendung der Peptide als pharmazeutisches

Mittel fiir die Behandlung solcher Krankheiten.
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Peptide zur Inhibition der Interaktion von Proteinkinase A
und Proteinkinase A-Ankerproteinen

Die Erfindung betrifft Nukleinsduresequenzen, die flr
Peptide kodieren, die die Interaktion von Proteinkinase A
(PKA) und'Proteinkinase'A—Ankerproteinen (AKAP) inhibieren,
einen Wirtsorganismus, der die Nukleinséuresequenz umfasst
und die erfindungsgeméffen Peptide exprimiert sowie die
Verwendung der Peptide sowie des Wirtsorganismus bei der
Therapie und experimentellen Untersuchung von Krankheiten,
die mit einer modifizierten AKAP-PKA-Interaktion assoziiert
sind sowie die Verwendung der Peptide als pharmazeutisches
Mittel flr die Behandlung solcher Krankheiten, insbesondere
Diabetesgs insipidus, Ulcus duodeni, Hypertonie und Diabetes

mellitus.

Die biologische Wirkung wvon Hormonen und Neurotransmittern
wird Uber die Aktivierung von Signalkaskaden, welche den
Phosphorylierungsstatus von Effektorproteinen verandern,
vermittelt. An diesem reversiblen Prozess sind zweili Klassen
von Enzymen’ beteiligt: Proteinkinasen und
Phosphoproteinphosphatasen. Die Phosphorylierung erfolgt
durch Kinasen, welche die Ubertragung der endstandigen
Phosphatgruppe +von ATP auf spezifische Serin- oder
Threoninreste katalysieren, die Dephosphorylierung wird
durch Phosphoproteinphosphatasen vermittelt. Ein
Mechanismus zZur Kontrolle und Regulation dieser
Enzymaktivitldten ist die Kompartimentierung dieser Enzyme
durch die Assoziation mit Ankerproteinen, die in der N&he
ihrer Substrate lokalisiert sind. Die Proteinkinase A (PKA)
ist eine der multifunktionellen Kinasen mit einer breiten

Substratspezifitdt, welche durch die so genannten protein
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kinase A anchoring proteins (AKAPs) an subzellularen

Strukturen verankert wird.

Bei vielen wichtigen zelluldren Prozessen wie Kontraktion,
Sekretion, Stoffwechsel, Gentranskription, Zellwachstum und
-teilung erfolgt die Weiterleitung extrazelluldrer Signale
Uber G-Protein-gekoppelte Rezeptoren, das G-Protein Gg,
Aktivierung einer Adenylylzyklase und Bildung des
secondmessenger zyklischén Adenosinmonophosphats (cAMP) .
Die Effekte von cAMP werden durch die cAMP-abhingige PKA

vermittelt.

Das Proteinkinase A (PKA)-Holoenzym besteht aus einem Dimer
regulatorischer (R) Untereinheiten, an die jeweils eine
katalytische (C) Untereinheit gebunden ist. Die Aktivierung
der Kinase durch die Bindung von zwel Molekiilen cAMP an
jede  R-Untereinheit induziert die Dissoziation der
C-Untereinheiten, die die in  ihrer N&he befindlichen
Substrate phosphorylieren. Entsprechend dem Vorhandensein
von Typ I (RI) oder Typ II (RII) regulatorischen
Untereinheiten wird das PKA-Holoenzym als Typ I- oder Typ
II-PKA bezeichnet. Bei den RI-Untereinheiten existieren RIw
und'RIB, bei den RII-Untereinheiten RIIo und RIIS und bei
den C-Untereinheiten Ca, CB und Cy. Die unterschiedlichen
PKA-Untereinheiten werden von verschiedenen Genen kodiert
(Klussmann, 2004; Tasken.und Aandahl, 2004).

Die regulatorischen ‘Untereinheiten zeigen ein
unterschiedliches Expressionsmuster. Wahrend RIa und RIIa
ubiquitdr in den Geweben vorkommen, ist die regulatorische

Untereinheit RIP in erster Linie im Gehirn zu finden.

Die Assoziation der beiden R-Untereinheiten mit
intrazelluldren Kompartimenten wird durch AKAPs vermittelt.

Bei den Ankerproteinen handelt es sich um eine Gruppe
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funktionell verwandter Moleklile, die durch die Interaktion
mit Typ I bzw. Typ II der regulatorischen Untereinheiten
(RI bzw. RII) des PKA-Holoenzyms charakterisiert sind. Die

ersten Ankerproteine '~ wurden bei der
affinitatschromatographischen Reinigung der R-
Untereinheiten Uber cAMP—Sepharoée isoliert. Diese

assoziierten Proteine zeigten auch nach Transfer auf eine
Nitrozellulosemembran eine RII-Bindung. Auf dieser
Beobachtung beruht auch die gebréuchlichste Methode
(RIT-overlay) zur Detektion wvon AKAPs. Es handelt sich
hierbei um einen modifizierten Western Blot, bei dem statt
eines primdren - Antikdrpers radioaktiv markierte

RII-Untereinheiten als Sonde eingesetzt werden.

cZur funktionellen Bedeutung der RI-AKAP-Interaktion ist
noch wenig bekannt. Auch wenn RIo. hauptsachlich zytosolisch
lokalisiert ist, - zeigen verschiedene  Studien eine
Verankerung in vivo. Dabei- scheint die dynamische
Verankerung der RIa—Untereinheiten. im Gegensatz zur
statischen Verankerung der RIT-Untereinheiten von
entscheidender Bedeutung fir die Zelle zu sein. So wurde
die Assoziation der RI-Untereinheiten mit der Plasmamembran
von Erythrozyten und'aktivierten T-Lymphozyten beschrieben.
Bei der cAMP-vermittelten. Inhibition der T-Zell-
Proliferation durch die PKA Typ I kénnte die Lokalisation
des Enzyms méglicherweise auch durch AKAPs vermittelt
werden. In knockout-Mausen, - die im Skelettmuskelgewebe
keine regulatorischen Untereinheiten Typ II exprimieren,
binden die RIo-Untereinheiten an ein mit Kalziumkandlen
-assoziiertes AKAP und erhalten so die normale, CcAMP-
abhangige Kanalleitfahigkeit durch die korrekte
Verfigbarkeit der katalytischen Untereinheiten der PKA.

In vivo konnte weiterhin gezeigt werden, dass die

katalytischen Untereinheiten in der Zelle bevorzugt mit den
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RII-Untereinheiten assoziieren und Typ I-PKA-Holoenzym
gebildet wird, wenn die Menge der freien katalytischen
Untereinheiten die Menge der freien RII-Untereinheiten
Ubersteigt. '

Die Spezifitat in der PKA-Verankerung wird durch die
' targeting-Domane erreicht, ein Strukturmotiv, das - im
Gegensatz zu der anchoring-Domdne weder in der Sequenz noch
in der Struktur der AKAPs konserviert ist. So werden AKAPs
durch Protein-Protein-Interaktionen an strukturelle
Elemente in der Zelle und durch Protein-Lipid-Interaktionen

an Membranen verankert.

In der Literatur sind verschiedene AKAPs beschrieben, die
mit unterschiedlichen zelluléren Kompartimenten

assoziieren, so zum Beispiel mit den Zentrosomen, den Mito-

chondrien, dem endoplasmatischen Retikulum und dem
Golgi-Apparat, der Plasma- und Kernmembran und mit
Vesikeln.

Die genauen Mechanismen der Verankerung sind bisher nur fiir
'einige AKAPs Dbekannt. So wird. das herzmuskelspezifische
Ankerprotein mAKAP durch eine Region mit drei
spektrinartigen Wiederholungssequenzen an der perinukle&ren
Membran der Kardiomyozytenj'verankert. Zwel Isoformen der
AKAPlS/lB-werden durch Lipidmodifikationen (Myristoylierung
und Palmitoylierung) an der Plasmamembran verankert. Drei
polybasische Regionen in der targeting-Dom&ne des AKAP79
sind an der Lokalisation des Proteins an der inneren
postsynaptischen Membran (PSD, postsynaptic density)
beteiligt. ‘

Die AKAPs wurden zuerst durch die Interaktion mit der PXKA
charakterisiert. Einige dieser Proteine kdénnen jedoch auch
andere an der Signaltransduktion beteiligte Enzyme binden.
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Durch die gleichzeitige Verankerung von Enzymen, die
gegensatzliche 'Reaktionen katalysieren, wie zum Beispiel
Kinasen und Phosphatasen, kénnen diese, auch als
scaffolding (gertstbildende) Proteine bezeichneten AKAPs
ganze Signalkomplexe in der Nahe bestimmter Substrate
lokalisieren und so zur Spezifitdt wund Regulation der
zelluldren Antwort auf extrazelluldre Signale beitragen.
AKAP79 war das erste AKAP, flr das die Interaktion mit
mehreren Enzymen nachgewlesen werden konnte. Dieses Protein
bindet die Proteinkinase ‘A, die Proteinkinase C und die
Proteinphosphatase Calcineurin (PP2B), wobeili jedes Enzym in
gebundenem Zustand inhibiert ist. Da wunterschiedliche
Signale fir die Aktivierung Jjedes einzelnen Enzyms
notwendig sind, koénnen an dieser Stelle verschiedene second
messenger wie CAMP, Kalzium und Phospholipide
zusammentreffen. Weitere . Beisgpiele sind das - AKAP220,
welches die PKA und die Proteinphosphatase PP1 an den
Peroxisomen lokalisiert und das AKAP Yotiao, das neben der
PKA ebenfalls die Proteinphosphatase PP1 bindet. Das AKAP
CG-NAP bindet nicht nur die PKA und die Proteinphosphatase
PP1l, sondern auch noch. die Rho-abh&ngige Kinase PKN (NGF
(nerve  growth factor) -aktivierte Proteinkinase) und die
Proteinphosphatase PP2A. ‘ '

Auch andere Proteine k&énnen mit AKAPs assoziieren, so
bindet Ezrin, ein Mitglied der =zytoskelett-assoziierten
ERM-Familie Ezrin, Radixin und Moesin, das als AKAP identi-
fiziert Wurde, an ein Protein (EBP50/NHERF), welches an der
Regulation des Natrium-Protonen-Transportes in der apikalen
Membran von Epithelzellen beteiligt ist. AKAPs vermitteln
die Modulation der Leitfdhigkeit der Ionenkandle durch die
Lokalisation der Proteinkinasen und -phosphatasen in der
Nihe bestimmter Kanaluntereinheiten, die wahrscheinlich
durch Phosphorylierung und Dephosphorylierung reguliert

werden.
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Die Aktivitédt des NMDA-Rezeptors wird durch das AKAP
Yotiao, welches auch die Proteinphosphatase PPl bindet,
moduliert. Die in gebundenem Zustand aktive Phosphatase
-limitiert die Kanalleitf&higkeit des NMDA-Rezeptors, bis
die PKA durch cAMP aktiviert wird ﬁnd den Ionenkanal oder
ein assozilertes Protein phosphorylieft, wodurch die
Leitfédhigkeit rapide anéteigt. Es konnte weiterhin gezeigt
werden, dass myristoylierte Ht31-Peptide, die die
Interaktion zwischen PKA ‘und - AKAP inhibieren, die cAMP-
abhidngige Inhibition der Interleukin 2-Transkription in
Jurkat-T-Zellen aufheben und dass S-Ht31l-Peptide die
Spermienmotilitdt einschranken.

Auch beil den wichtigen‘komplexen biologischen Prozessen,
wie die durch das Hormon GLP-1 (glucagon-like peptide)-ver-
mittelte Verstérkung der Insulinsekretion in den B-Zellen
des Pankreas und in RINm5F-Zellen (klonale B-Zelllinie der
Ratte) sind AKAPs beteiligt. Die Aktivierung der PKA durch
GLP-1 fuhrt zur Phosphorylierung von L-Typ-Kalziumkandlen
und beglnstigt die Exozytose von Insulin aus sekretorischen
Granula. Die Ht31l-Peptid-vermittelte Inhibition der
PKA-Verankerung flihrte zu einer deutlichen Verringerung der
Insulinsekretion. Dabei wurden weder die cAMP-Bildung noch
die Aktivitit der katalytischen Untereinheiten der PKA
durch die Peptide  beeinf1uSst. Weiterhin konnte nach
Expression des wildtypischen AKAP18a in RINmSF-Zellen im
Vergleich zZu Kontrollzellen, welche AKAP18«w nicht
exprimierten, éine, Erhéhung der Insulinsektretion nach
GLP—l-Appiikation nachgewiesen werden..

Die vom antidiuiretischen Hormon Arginin-Vasopressin (AVP) -
abhédngige Umverteilung des Wasserkanals Aquaporin-2 aus
intrazellulédren  Vesikeln in die  Plasmamembran  von

Hauptzellen des renalen Sammelrohres, die molekulare Basis
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der Vasopressin-vermittelten Wasserrlickresorption, ist ein
weiteres Beispiel flUr einen Prozess, der die Interaktion
der PKA mit AKAP-Proteinen erfordert '(Klussmann. et al.,
1999). Wird die Interaktion. unterbunden, kann die
Umverteilung nicht stattfinden. Die Interaktion spielt
jedoch auch bei =zahlreichen anderen Vorgingen in einer
Vielzahl unterschiedlicher. Zelltypen eine wichtige Rolle,
zum Beigpiel erhdht die Interaktion die
Herzmuskelkontraktilitdt (Hulme et al., 2003).

Um die Wirkung der PKA-AKAP-Interaktion =zu analysieren, ist
'Aes erforderlich, die Interaktion effizient und selektiv zu
modifiziereh, insbesondere ZUu inhibieren bzw. zZu
entkoppeln. Dérzeit steht flir die Entkopplung der PKA von
AKAP-Proteinen -ein Ht31.Peptid zur Verfigung. Das Peptid
Ht31 kann an Stearat gekoppelt werden, um membranpermeabel
vorzuliegen. Das Pepdid Ht31l entkoppelt PKA und AKAP jedoch
in einer Weise, die flUr viele Untersuchungen oder gar fur
eine therapeutische Verwendung nicht ausreichend ist. Vor
allem ist das Peptid Ht31 nicht in der Lage, selektiv mit
den regulatorischén Untereinheiten RIIa oder RIIB der PKA
zu interagieren, so dass die Bedeutung der Untereinheiten

fir ausgewdhlte Prozesse nicht analysiert werden kann.

Aufgabe der Erfindung ist es daher, die genannten Nachteile
zu Uberwinden und insbesondere neue Nukleinsiuresequenzen
"bereitzustellen, die far Peptidg kodieren, die die
Interaktion von AKAP und PKA effizient und spezifisch
modifizieren, insbeSondere entkoppeln und die weiterhin als
ﬁberexpremierendé Stoffe 1in Wirtsorganismen eingesetzt
werden kénnen, um mit Hilfe dieser Wirtsorganismen - bei-
spielsweise von MAusen - modellhaft Krankheiten zZUu
analysieren, die mit der AKAP-PKA-Interaktion assoziiert
sind, vorzugsweise Diabetes insipidus, aber auch Ulcus

duodeni, Hypertonie und Diabetes mellitus.
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Die vorliegende Erfindung 1l&ést dieses technische Problem
durch die Bereitstellung einer isolierten

Nukleinsduresequenz ausgewadhlt aus der Gruppe umfassend

a) ein Nukleinsduremolekl umfassend eine Nukleotid-
sequenz kodierend mindestens eine Aminosduresequenz

ausgewahlt aus der Gruppe umfassend SEQ ID Nr. 1 -

39,
b) ein Nukleinséuremolekﬁl, welches mit einer

Nukleotidsequenz gemarf a) = unter stringenten

‘Bedingungen hybridisiert,

c) ein Nukleinsduremolekll, - umfassend eine
Nukleotidsequenz, die eine ausreichende Homologie
aufweist, um zu einer Nukleotidsequenz gemafR a) oder

b) funktionsanalog zu sein,

d) ein Nukleins&uremolektil, das infolge des genetischen
Codes zu einer Nukleotidsequenz gema? a) - <)

degeneriert ist und/oder

e) ein Nukleinsduremolekill gemaf einer Nukleotidsequenz
nach a) - d), welches durch Deletionen, Additionen,
Substitutionen, Translokationen, Inversionen
und/oder Insertionen modifiziert und funktionsanalog

zu einer Nukleotidsequenz gemaf a) bis d) ist.

Es war Uberraschend, dass die erfindungsgeméften
Nukleinsduresequenzen eingesetzt werden kdénnen, um Peptide
gemafs Tab. 1  (SEQ ID Nr. ‘1 - 39) zu kodieren, die die
Wechselwirkung von AKAP und PKA modifizieren, vorzugsweise
inhibieren, besonders bevorzugt entkoppeln. Mit Vorteil
eignen sich die erfindungsgeméfen Nukleinsduremolekiile zur
Kodierung von Peptiden, die selektiv an regulatorische
Untereinheiten der PKA binden, insbesondere an RIIa bzw.
RIIB. Weiterhin ermbglichen es die - durch die
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erfindungsgemadffen Nukleinsduremolekiile kodierten - - Peptide,
eine Modifizierung, Inhibition bzw. Entkopplung wvon AKAP
und  PKA in Abhangigkeit der  verwendeten = Spezies
vorzunehmen. Die Nukleinsduremolekiile bzw. die aus diesen
abgeleiteten Peptide .eignen sich mit Vorteil zZur
Herstellung transgener Organismen, beispielsweise wvon
Mausen, in denen die AKAP-PKA-Interaktion gewebs- und/oder

zellspezifisch modifiziert ist.

In einer bevorzugten Ausflhrungsform der Erfindung ist die
Nukleinsduresequenz, die eine ausreichende Homologie
aufweist, um zu einer Nukleotidsequenz funktionsanalog zu
sein, zumindest zu 40 % homolog. Im Sinne der Erfindung
heit, um zu den genannten Nukleins&uresequenzen bzw. den
mit diesen Nukleinsduresequenzen hybridiSierenden Sequenzen
funktionéanalog zu sein, dass die kodierten homologen
Strukturen eine effiziente und selektive Entkoppelung der
PKA-AKAP-Interaktion ermdglichen und eine hohe Affinitat
fur die Bindung.an RII-Untereinheiten von PKA besitzen.

In einer weiteren vorteilhaften Ausflihrungsform der
Erfindung"weist das Nukleins&uremolekiil mindestens 60 %,
vorzugsweise 70 %, bevorzugt 80 %, ganz besonders bevorzugt
90 % Homologie zu den erfindungsgemaffen
Nukleins&uremolektilen auf.

In einer weiteren bevorzugten Ausfitihrungsform der Erfindung
ist das Nukleins&uremolekiil eine genomische DNA und/oder
eine RNA; besonders bevorzugt ist das Nukleinsiuremolekiil

eine cDNA.

Die Erfindung betrifft auch einen Vektor, der mindestens
ein erfindungsgemaRes Nukleinsduremoleklil umfasst.
Weiterhin betrifft die Erfindung auch eine Wirtszelle, die
den Vektor wumfasst. Die Erfindung  betrifft auch ein
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Polypeptid, das durch mindestens ein erfindungsgemafRes
Nukleinsduremolekil kodiert wird.

In einer bevorzugten Ausfihrungsform der Erfindung umfasst
das Polypeptid eine Aminosduresequenz nach SEQ ID Nr. 1 bis
SEQ ID Nr. 39, bzw. mindestens ein Polypeptid gemadf3 dieser
Sequenzen. Die Erfindung betrifft auch ein Polypeptid,
welches durch Deletion, Addition, Substitution,
Translokation, Inversion und/oder Insertion modifiziert ist
und funktionsanalog zu einem Polypeptid nach SEQ ID Nr. 1
bis 39 . ist und/oder ein Polypeptid, welches ein Polypeptid
umfasst, das eine auseichende Homologie aufweist,um =zu
einem Polypeptid nach SEQ ID Nr. 1 bis 39 oder deren
Mutationen’ (Deletion, Addition, Substitution,
Translokation, Inversion und/oder Insertionen)

funktionsanalog zu sein.

Folgende erfindungsgeméﬁe Peptide sind besonders bevorzugt:

PEDAELVRLSKRLVENAVLKAVQQY (Akapl80d-wt)

SEQ ID Nr. 1

SEQ ID Nr. 2 PEDAELVRTSKRLVENAVLKAVQQY (AKAP186-L304T)
SEQ ID Nr. 3 PEDAELVRLSKRDVENAVLKAVQQY (AKAP185-L308D)
SEQ ID Nr. 4 PEDAELVRLSKRLVENAVEKAVQQY (AKAP186-L314E)
SEQ ID Nr. 5 PEDAELVRLSKRLPENAVLKAVQQY (AKAP186-P)

SEQ ID Nr. 6 - PEDAELVRLSKRLPENAPLKAVQQY (AKAP18§-PP)
SEQ ID Nr. 7 PEDAELVRLDKRLPENAPLKAVQQY (AKAP186-phos)
SEQ ID Nr. 8 EPEDAELVRLSKRLVENAVLKAVQQYLEETQ (Akapl86-RI)
SEQ ID Nr. 9 NTDEAQEELAWKIAKMIVSDIMQQA

SEQ ‘ID Nr. 10 VNLDKKAVLAEKIVAEAIEKAEREL

SEQ ID Nr. 11 NGILELETKSSKLVONIIQTAVDQF

SEQ ID Nr. 12 TQDKNYEDELTQVALALVEDVINYA

SEQ ID Nr. 13 LVDDPLEYQAGLLVQNAiQQAIAEQ

SEQ ID Nr. 14 QYETLLIETASSLVKNAIQLSIEQL

SEQ ID Nr. 15 LEKQYQEQLEEEVAKVIVSMSIAFA
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SEQ ID Nr. 16 EEGLDRNEEIKRAAFQIISQVISEA
SEQ ID Nr. 17 ETSAKDNINIEEAARFLVEKILVNH
SEQ ID Nr. 18 ADRGSPALSSEALVRVLVLDANDNS
SEQ ID Nr. 19 SDRGSPALSSEALVRVLVLDANDNS
SEQ ID Nr. 20 TDRGFPALSSEALVRVLVLDANDNS
SEQ ID Nr. 21 FLAGETESLADIVLWGALYPLLQDP
SEQ ID Nr. 22 SELLKQVSAAASVVSQALHDLLOHV
SEQ ID Nr. 23 EKESLTEEEATEFLKQILNGVYYLH
SEQ ID Nr. 24 EKGYYSERDAADAVKQILEAVAYLH
SEQ ID Nr. 25 WLYLQDONKAADAVGEILLSLSYLP
SEQ ID Nr. 26 LKISPVAPDADAVAAQILSLLPLKE
SEQ ID Nr. 27 SKTEQPAALALDLVNKLVYWVDLYL
SEQ ID Nr. 28 VLASAYTGRLSMAAADIVNFLTVGS
SEQ ID Nr. 29 VKLSNLSNLSHDLVQEATDHAQDLO
SEQ ID Nr. 30 APSDPDAVSAEEALKYLLHLVDVNE
SEQ ID Nr. 31 OMKAKRTKEAVEVLKKALDATSHSD
SEQ ID Nr. 32 KDKLKPGAAEDDLVLEVVIMIGTVS
SEQ ID Nr. 33 EKRVADPTLEKYVLSVVLDTINAFF
SEQ ID Nr. 34 QENLSLIGVANVFLESLFYDVKLQY
SEQ ID Nr. 35 HQSVVYRKQAAMILNELVTGAAGLE
SEQ ID Nr. 36 QOLOKQLKEAEQILATAVYQAKEKL
'SEQ ID Nr. 37 HSVMDTLAVALRVAEEATEEAISKA
SEQ ID Nr. 38 RQVQETLNLEPDVAQHLIAHSHWGA
SEQ ID Nr. 39 DIPSADRHKSKLIAGKIIPAIATTT.

Die erfindungsgeméfen Peptide sind entweder (i) wvon
AKAP18 (delta) abgeleitet (SEQ ID Nr. 1 bis 7) oder aber
(11) von Proteinen, die nicht mit AKAP-Molekiilen assoziiert
sind (SEQ ID Nr. 8 bis 39). ’

Gemeinsam  ist den Peptiden gemaR (i):

Akapl8d-wt
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AKAP186-L304T
AKAP186-L314E
Akapl806-RI

dass sie die RIIalpha Untereinheiten der PKA so stark wie
kein andefes, von natlrlichen AKAPs abgeleitetes Peptid
binden. Dies wird wvon wuns durch 'die Bindung Uber
Wasserstoffbricken (H-Brlcken) zwischen Peptid wund RII-
Jdimer erklart (s. Abb. - Wasserstoffbricken durch
gestrichelte Linien dargestellt). Entsprechend ist den
Peptiden die Mindestanzahl . (8) an H-Briicken bildenden

Aminosauren gemein.

Die folgenden Peptide sind ebenfalls von AKPAlS8 (delta)
abgeleitet, zeichnen sich jedoch dadurch aus, daR sie trotz
hoher Aminosduredhnlichkeit keine RII-Untereinheiten der
PKA binden (Negativkohtrollen; notfalls kann auf eine
Patentierung verzichtet werden). Gemein ist ihnen, daR sie
aufgrund struktureller (1,2) oder aufgrund von

Ladungsunterschieden (3,4) nicht mehr binden.

1 AKAP180-P

2 AKAP186-PP

3 AKAP186-L308D
4 AKAP186-phos

Die erfindungsgeméfen Peptide, die von anderen Proteinen
als AKAPs abgeleitet sind, besitzen eine definierte Gré&fRe,
die Uberraschenderweise zu der Fahigkeit der Peptide, eine
Interaktion =zwischen AKAP und PKA zu modifizieren,
beitrdgt, da sie die Affinitat der Peptide =zu den
RII (alpha) Untereinheiten der PKA beeinflusst. Die Peptide

bestehen aus 25 Aminosduren und sind dem gemdf’ 25mere.
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Werden  die Peptide so ausgewdhlt, dass die kurzer oder
ldnger sind (z.B. 17mere), wird ihre Aktivitdt hierdurch
geédndert. Das gemeinsame strukturelle Merkmal der Lange der
Peptide definiert zusammen mit dem funktionellen Mexrkmal
der AKAP/PKA-Entkopplung die erfindungsgemdfen Strukturen.
Diese erfindungsgeméRen Peptide sind charakterisiert durch

die allgemeine Formel:

XKXXXXXXXX [AVLISE] xx [AVLIF] [AVLI]xx [AVLI] [AVLIF] xx [AVLISE] xx

XX

wobei X eine beliebige Aminosaure reprasentiert;
insbesondere ist durch x dabei reprasentiert jeweils eine
beliebige der 20 biogenen Aminosduren (im Ein-Buchstaben-
Code dargestellt . sind dies: A, C, D, E; F, G, H, I, X, L,
M, N, P, Q, R, S, T, V,‘AW, Y). Beansprucht ist Jjede
Aminosdure, die im Alberts et al. (2004) Molekularbiologie
der Zelle, 8. 8, 73, 79 ff., 150 ff. oder 1717G, im ROmpp
(1999) Biotechnologié und..Gentechnik, S. 45 ff, bzw. im
Rémpp (2000) Lexikon Biochemie und Molekularbiologie, S. 28
ff, oder in einem anderen Standardwerk der Biologie
offenbart ist. . Diese besonders Dbevorzugten Peptide
besitzen entweder eine positiv}geladene Aminosadure (H, K
oder R) in erster oder zweiter Position (Position ist die
Nummer  der Aminosdure vom N-terminus) oder Leucin in den

Positionen 19, 18 oder 14 oder Serin in Position 4.

Ein funktionsaﬁaloges Peptid ist ein Peptid, das in der
Lage ist, die 'PKA-AKAP-Interaktion zu modifizieren,
bevorzugt zu entkoppeln. /

Die Erfindung betrifft auch einen Organismusg, der ein

erfindungsgemaffes Nukleinsduremolektil Uberexprimiert bzw.
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einen erfindungsgemifen Vektor umfasst und/oder ein
erfindungsgeméfies Polypeptid aufweist. Hierbei kann es sich
zum Beispiel um eine transgene Maus oder Ratte bzw. um ein
Rind, Pferd, Esel, Schaf, Kamel, Ziege, Schwein, Kaninchen,
Meerschwein, Hamster, Katze, Affe oder Hund handeln, in der
gewebs- und/oder zellspezifisch die PKA-AKAP-Interaktion
gestort ist. Derartige Organismen, beispielsweise Mause,
kénnen insbesondere verwendet werden, um Pharmaka zu
entwickeln, die die DPKA-AKAP-Interaktion nmdifizieren,

bevorzugt entkoppeln.

Mittels der erfihdungsgeméﬁen Organismen koénnen auch in
‘vivo Stoffwechselprozesse untersucht werden, bei denen die
PKA-AKAP-Interaktion eine Rolle spielt oder bei denen
geklart werden sdli, Qb.bei einem bestimmten Ereignis die
AKAP-PKA-Interaktion involviert ist..

Bevorzugt handelt es sich bei dem Organismus um eine
transgene Maus, die das stark bindende Peptid AKAP186-L304T
oder AKAP1886-L314E spezifisch in den Hauptzellen von
Sammelrohren der Niere Uberexprimiert.. Vorteilhafterweise
fihrt die Entkoppelung der PKA von AKAP-Proteinen dazu,
dass in primér kultivierten Sammelrohrzellen die
Vasopressin-induzierte Umverteilung von AQP2 verhindert
wird, wodurch die Tiere - insbesondere einen Diabetes
insipidus aufweisen. Diese Erkrankung zeichnet sich durch
groflen Wasserverlust (Polyurie) aus, den beispielsweise
"humane. Patienten durch 'die Aufnahme grdfRerer Mengen

Flissigkeit zu kompensieren versuchen (Polydipsie).

Mit Hilfe der erfindungsgemifen transgenen Organismen kann
beispielsweise untersucht werden, wie die Entkoppelung der
PKA bzw. von ausgewdhlten Untereinheiten von AKAP-Proteinen
als thefapeutisches Pfinzip angesehen und genutzt werden

kann. In der Folge derartiger Untersuchungen kdénnen dann
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vorteilhafterweise optimierte Substanzen (Pharmaka)
analysiert werden, die ebenso wirken. Derart optimierte
Substanzen wirken bevorzugt als‘Aquaretika und kénnen daher
mit Vorteil bei Patienten mit Odemen, beispielsweise bei
-Herzinsuffizienz oder bei Lebercirrhose, eingesetzt werden.

Die Erfindung betrifft auch ein: Erkenﬁungsmolekﬁl, das
gegen das Nukleinséufemélekﬁl, den Vektor, die Wirtszelle
und/oder das Polypeptid gerichtet ist. Erkennungssubstanzen
im Sinne der Erfindung sind Molekltile, die mit den genannten
Strukturen wie =~ Nukleinsduremolekllen oder -sequenzen,
Vektoren, Wirtszellen und/oder Polypeptiden bzw. deren
Fragmenten wechselwirken - kénnen; - insbesondere S0
’wechselwirken, dass eine Detektion bzw. eine Manipulation
dieser Strukturen mdglich ist. Die Erkennungssubstanzen
kénnen insbesondere spezifische Nukleins&uren sein, die an
die genannten Nukleinsauremolekiile oder Polypeptide binden,
wie zum Beispiel Antisehse4Konstrukte, cDNA oder mRNA-
Molektile bzw. deren Fragmente, aber auch Antikdrper,
" Fluoreszenzmarker, markierte Kohlenhydrate oder Lipide bzw.
Chelatoren. Es ‘iét selbstversténdlich. auch mdglich, dass
die Erkennungssubstanzen nicht Proteine oder Nukleinsauren
bzw. ' Antikbrper sind;‘ sondern gegen diese gerichtete
Antikérper. Die Erkennungssubstanzen kdénnen in solch einem

Fall insbesondere sekundire Antikdrper sein.-

In einer besonderen Ausfihrungsform der Erfindung ist das
Erkennungsmolekilil = ein ' Antikdrper, ein Antikdérperfragment
und/oder ein Antisensekonstrukt, insbesondere ein

RNA-Interferenzmolektl.

Die Antikérper im Sinne der Erfindung binden die erfin-
dungsgemiRen Peptide spezifisch. Die Antikdrper kdénnen auch
modifizierte Antikdrper sein (zum Beispiel oligomere,

‘'reduzierte, oxidierte und markierte Antikdrper). Der in der
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vorliegenden  Beschreibung verwendete Begriff Antikdrper
umfasst sowohl intakte Moleklle als auch Antikdrper-
Fragmente, wie Fab, F(ab;)z.und Fv, die bestimmte Epitop-
Determinanten der ' Polypeptide binden kdénnen. Bei diesen
Fragmenten ist die Fahigkeit des Antikdrpers zur selektiven
Bindung seines Antigens oder Rezeptors teilweise erhalten
geblieben, wobei die Fragmente wie folgt definiert sind:

(1) Fab, das Fragment, das ~ein monovalentes Antigen-
bindungsfragment eines Antikdrper-Moleklils enthilt,
lésst sich mittels Spaltung eines ganzen Antikdrpers
mit dem Enzym Papain erzeugen,  wobei eine intakte
leichte 'Kette wund  ein Tell einer schweren Kette‘

erhalten werden;‘

(2) das Fab’-Fragment eines Antikdrper-Moleklils lasst sich
mittels Behandlung eines ganzen Antikdrpers mit Pepsin
und anschlieBender Reduktion gewinnen, wobei eine
intakte leichte Kette und ein Teil der schweren Kette
erhalten werden; pro Antikdrper-Molekil werden zwei

Fab’-Fragmente erhalten;

(3) F(ab’),, das Fragment. -des Antikdrpers, das sich
mittels Behandlung eines ganzen Antikdérpers mit dem
Enzym Pepsin ohne anschlieflende Reduktion erhalten
lasst; F(ab’), ist ein Dimer von zwel Fab’-Fragmenten,

~die durch zweil Diéulfid—Bindungen zZusammengehalten
werden;

(4) Fv, definiért als gentechnisch verdndertes Fragment,
das den variablen Bereich der leichten Kette und den
variablen Bereich  der schweren Kette enthalt und in

Form von zwel Ketten exprimiert wird; und
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(5) - Einzelketten-Antikdrper ("sCan), definiert als
gentechnisch ver&ndertes Molektll, das den variablen
Bereich der leichten Kette und den variablen Bereich
der schweren Kette enthalt, die durch einen geeigneten
Polypeptid-Linker zu einem genetisch fusionierten
Einzelketten-Molekll verbunden sind.

Die 'Erfindung~ betrifft auch eine pharmazeutische

Zusammensetzung, die das erfindungsgemaRe
Nukleinsiduremolektil, den erfindungsgemdRen Vektor, die
erfindungsgemaRe Wirtszelle,  das errfindungsgemafie

Polypeptid und/oder das erfindungsgemife Erkennungsmolekil,
gegebenenfalls zusammen  -mit einem pharmazeutisch

vertradglichen Trager, umfasst.

In einer bevorzugten Ausfihrungsform der Erfindung ist die
pharmazeutische Zusammensetzung ein Aquaretika. Aquaretika
im Sinne der Erfindung modifizieren die Wechselwirkung
zwischen PKA  und AKAP-Proteinen, insbesondere entkoppeln
sie die Wechsélwirkung . zwischen diesen beiden.
Selbstverstandlich ist es . auch ’ mdglich, die
erfindungsemidfen Erkennungsmoleklile als pharmazeutische
Zusammensetzung einzusetzen, insbesondere die, die gegen
das erfindungsgemaiie Peptid oder die kodierende

Nukleins&ure gerichtet sind.

Insbesondere die die erfindungsgemafen Peptide, die
erfindungsgemafen Vektoren -~ oder die = erfindungsgeméflen
Erkennungsmoleklile - : umfassendeh pharmazeutischen
Zusammensetzungen kénnen bevorzugt bei Patienten mit
Odemen, insbesondere - beil Herzinsuffizienz oder
Leberzirrhose eingesetzt werden. Die erfindungsgemafen
Vektoren bzw. Nukleinsiuremoleklile koénnen im Sinne der
Erfindung als .pharmazeutische Zusammensetzung auf der

Nukleinsaureebene eingesetzt . werden, wohingegen die
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erfindungsgeméflen Pepfide, aber zum Teil auch die
erfindungsgeméfRen Erkennungsmoleklle, auf der

Aminosaureebene eingesetzt werden kénnen. Je nachdem, ob
die Therapie in der Entkoppelung von AKAP und PKA - z.B.
mittels - der erfindungsgemaflen Peptidé - bzw. in der
Verhinderung der Entkoppelung zwischen AKAP und PKA - z.B.
mittels der erfindungsgemafden Antikdrper gerichtet gegen
die Peptide - besteht, kann der Fachmann bevorzugt die
erfindungsgeméfen Peptide = bzw. die erfindungsgemafien
Erkennungsmolekiile, die zum Beispiel gegen diese Peptide
oder andere Strukturen gerichtet sind, als pharmazeutische
Zusammensetzung - verwenden. Die erfidnungsgem&ffen Peptide
sind insbesondere flr die Entkoppelung von AKAP/PKA
einsetzbar uns somit ©beispielsweise bei Odemen. Die
erfidnungsgeméien Erkennungsmolekﬁle (z.B. Antikdérper) sind
insbesondere bei der Verhinderung der Entkoppelung von

AKAP/PKA einsetzbar z.B. bei Diabetes insipidus.

Selbstverstandlich ist es mbdglich, 4dass die erfindungs-
gemaften Peptide"ﬁbliche Hilfsstoffe, .bevorzugt' Trager,
Adjuvantien und/oder Vehikel umfassen. Bei den Trigern kann
es sich beispielsweise um Fﬁllmittei, Streckmittel, Binde-
mittel, Feuchthaltemittel, Sprengmittel, Losungsverzdgerer,
Resorptionsbeschleuniger, Netzmittel, Adsorptionsmittel
und/oder Gleitmittel handeln. In. diesem Fall wird das
Peptid insbesondere als Arzneimittel oder pharmazeutisches
Mittel bezeichnet.

In einer weiteren bevorzugten Ausfihrungsform der Erfindung
wird das -erfindungsgemédfe Mittel als Gel, Puder, Pulver,
Tablette, Retard-Tablette, Premix, Emulsion, Aufguss-
formulierung, Tropfen, Konzentrat, Granulat, Sirup, Pellet,
Boli, Kapsel, Aerosol, Spray und/oder Inhalat zubereitet
und/oder in dieser Form angewendet. Die Tabletten, Dragees,

Kapseln, Pillen und Granulate konnen mit ~den tiblichen,
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_gegebenenfalls Opakisierungsmitteln enthaltenden, Uberziigen
und Hillen versehen sein und auch so zusammengesetzt sein,
dass sie den oder die Wirkstoffe nur oder bevorzugt in
einem-bestimmteﬁ Teil deés Intestinaltraktes gegebenenfalls
verzbgert abgeben, wobei als Einbettungsmassen zum Beispiel
Polymersubstanzen und Wachse verwendet werden kdnnen.

Die Arzneimittel dieser Erfindung kdénnen beispielsweise zur
oralen Verabreichung in einer beliebigen oral vertraglichen
Dosierungsform verwendet werden, die Kapseln, Tabletten und
wassrige Suspensionen und Ldsungen einschlieRt, aber nicht
darauf beschrankt ist. Im Fall von Tabletten zur oralen
Verwendung schliefen Trédger, die héufig verwendet werden,
Lactose und Maisstérke ein. Gleitmittel, wie Magnesium-
stearat, werden auch typischerweise zugesetzt. Zur oralen
. Verabreichung in Kapselform schlieBen verwendbare Verdiin-
nungsmittel Lactose und getrocknete Maisstarke ein. Wenn
wéssrige Suspensionen oral verabreicht Werden, wird der
Wirkstdff mit Emulgiér—'uhd Suspendiermitteln kombiniert.
Falls gewlinscht, kd&nnen bestimmte StBmittel und/oder Ge-

schmacksstoffe und/oder Farbmittel zugesetzt werden.

Der oder die Wirkstoffe k&nnen gegebenenfalls mit einem
oder mehreren der oben angegebenen Tragerstoffe auch in
mikroverkapselter Form vorliegen.

Suppositorien kdénnen mneben dem oder den Wirkstoffen die
Ublichen wasserldslichen oder wasserunldslichen Trager-
stoffe enthalten, zum Beispiel‘Polyethyienglycole, Fette,
zum Beispiel Kakaofett wund hdhere Ester (zum Beispiel

- Cia-Alkohol mit Cis-Fettséure) oder Gemische dieser Stoffe).

Salben, Pasten, Cremes und Gele kdnnen neben dem oder den
Wirkstoffen die. Ublichen Tragerstoffe enthalten, zum Bei-

spiel tierische und pflanzliche Fette, Wachse, Paraffine,
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Starke, Tragant, Cellulosederivate, Polyethylenglycole,
Silikone, Bentonite, Kieselsdure, Talkum und Zinkoxid oder

Gemische dieser Stoffe.

Puder und Sprays kénnen neben dem oder den Wirkstoffen die
Ublichen Tragerstoffe enthalten, zum Beispiel Milchzucker,
Talkum, Kieselsdure, Aluminiumhydroxid, Calciumsilikat und
Polyamidpulver oder Gemische dieser Stoffe. Sprays kdnnen
zusétzlich die Ublichen Treibmittel, zum Beispiel Chlor-
fluorkohlenwasserstoffe, enthalten. .

Losungen und Emulsionen kénnen neben den Wirkstoffen CHP
und Gemcitabin die Ublichen Trégerstoffe wie Ldsungsmittel,
Lésungsvermittlef und Emulgatoren, zum Beispiel Wasser,
Ethylalkohol, Isopropylalkohol, Ethylcarbonat, Ethylacetat,
Benzylalkohol, Benzylbenzoat, Propylenglykol, 1,3-Butylen-
glykol, Dimethylformamid, Ole, insbesondere Baumwollsaatdl,
Erdnussdl, Maiskeimdl, Olivendl, Ricinusdl und Sesamdl,
Glycerin, Glycerinformal, Tetrahydofurfurylalkohol, Poly-
ethylenglycole und . Fettsdureester des Sorbitans oder Ge-
mische dieser Stoffe enthalten. Zur parenteralen Appli-
kation kénnen die Lésungen und Emulsionen auch in steriler

und blutisotonischer Form vorliegen.

Suspensionen kdénnen neben den Wirkstoffen die dUblichen
Tragerstoffe wie fllissige Verdﬁnnungsmittel, zum Beilsgpiel
Wasser, Ethylalkohol, Propylenglykol, Suspendiermittel, zum
Beisgpiel ethoxilierte Isostearylalkohole, Polyoxyethylen-
sorbit- und Sorbitan-Ester, mikrokristalline Cellulose,
AluminiummetahydrOXid, Bentonit, Agar-Agar und Tragant oder
Gemische dieser Stoffe enthalten.

Die Arzneimittel kdénnen in Form einer sterilen injizier-
baren Zubereitung, zum Beispiel als sterile injizierbare

wassrige oder &lige Suspension, vorliegen. Diese Suspension
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kann auch mit im Fachgebiet bekannten Verfahren unter
Verwendung geeigneter Dispergier- oder Netzmittel (wie zum
Beispiel Tween 80) und Suspendiermittel formuliert werden.
Die sterile injizierbare Zubereitung kann auch eine sterile
injizierbare Lésung oder Suspension in einem ungiftigen
parenteral vertraglichen Verdinnungs- oder L&sungsmittel,
zum Beispiel als Ldésung in 1,3-Butandiol, sein. Zu den
vertréglichen. Vehikeln und Ldésungsmitteln, die verwendet
werden kénnen, gehdren Mannit, Wasser, Ringer-Losung und
isotonische Natriumchloridlésung, AuRerdem werden Ublicher-
weise sterile, nichtfltichtige Ole als Ldsungsmittel oder
Suspendiermedium verwendet. Zu diesem Zweck kann ein belie-
biges mildes nichtflﬁchtiges 0l einschlieRlich syntheti-
scher Mono- oder Diglyceride verwendet werden. Fettsiauren,
wie Olsaure und ihre Glyceridderivate sind bei der Her-
stellung von Injektionsmitteln verwendbar, wie es natlr-
liche pharmazeutisch vertragliche Ole, wie Olivendl oder
Rizinus6l, insbesondere in ihren polyoxyethylierten Formen
sind. Diese 0ll6sungen oder Suspensionen kdénnen auch einen
laﬁgkettigen Alkohol oder einen &hnlichen Alkohol enthalten

als Verdlinnungs- oder Dispergiermittel.

Die genannten Formulierungsformen kénnen auch Farbemittel,
Konservierungsstoffe sowie geruchs- und geschmacksverbes-
serte Zusdtze, zum Beispiel Pfefferminzdél und Eukalyptusdl
und Sﬂﬁmittel, Zum Beispiei Saccharin, enthalten. Die
erfindungsgeméfen = Peptide sollen in den aufgeflhrten
pharmazeﬁtischen Zubereitungen vorzugsweise in einer Kon-
zentration von etwa 0,01 bis 99,9, vorzugsweise von etwa

0,05 bis 99 Gew;—%(der Gesamtmischung vorhanden sein.

Die aufgeflihrten pharmazeutischen Zubereitungen kénnen
aufer dem Peptid oder Strukturhomologen - z.B. Peptiden mit
D-Aminosauren - .oder Funktionsanalogen - z.B.

Peptidmimetika - weiltere pharmazeutische Wirkstoffe
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enthalten. Die Herstellung der oben aufgefﬁhrten pharma-
zeutischen. Zubereitungen erfolgt in Ublicher Weise nach
bekannten Methoden, zum Beispiel durch Mischen des oder der

Wirkstoffe mit dem oder den Trégerstoffen.

Die genannten Zubereitungen kénnen bei Mensch und Tier ent-
weder oral, rektal, parenteral (intravends, intramuskuldr,
subkutah), intracisternal, intravaginal, intraperitoneal,
lokal (Puder, Salbe,  Tropfen) wund zur Therépie der
genannten Krankheiten angewendet werden. Als geeigneté
Zubereitung kommen - Injektionslésungen, Lésungen und
Suspensionen : far die orale Therapie, Gele,
Aufgussformulierungen, Emulsionen, Salben oder Tropfen in
Frage. Zur 1lokalen Thérapie kénnen - ophtalmologische und
dermatologische Formulierungen, Silber- und andere Salze,
Ohrentropfen, Augensalben, Puder oder Losungen verwendet
werden. Beili Tieren kann die  Aufnahme auch Uber das Futter
oder Trinkwasser in geeigneten Formulierungen erfolgen.
Ferner koénnen die Arzneimittel oder die Kombinationsmittel
-in andere Tr&germaterialien wie zum Beispiel Kunststoffe,
(Kunststoffketten =zur lokalen Therapie), Kollagen oder

Knochenzement eingearbeitet werden.

In einer weiteren bevorzugten Ausfihrungsform der Erfindung
sind die Peptide in einer Konzentration von 0,1 bié 99,5,
bevorzugt von 0,5 bis 95, besonders bevorzugt von 20 bis 80
Gew.-% in einer pharmazeutischen Zubereitung eingebracht.
Das heiRt, die Peptide sind in den oben aufgefitihrten
pharmazeutischen Zubereitungen, zum:  Beispiel Tabletten,
Pillen, Granulaten und anderen, vorzugsweise in einer
Konzentration von 0,1 bis 99,5 Gew.-% der Gesamtmischung in
einem bestimmten Verhiltnis vorhanden. Die Wirkstoffmenge,
das heifft die Menge einer erfindungsgeméﬁén Verbindung, die
mit den Trégermaterialien‘kombiniert wird, um eine einzige

‘Dosierungsform zu erzeugen, wird von dem Fachmann in
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Abha&ngigkeit wvon dem zu behandelnden Patienten und der
besonderen Verabreichungsart variieren  kdénnen. Nach
Besserung des Zustandes des Patienten kann der Anteil der
wirksamen Verbindung in der Zubereitung so geandert werden,
dass éine Erhaltungsdosis vorliegt, die die Krankheit zum
Stillstand Dbringt. AnschlieRfend kann die Dosis oder
Frequenz der Verabreichung oder beides als Funktion der
Symptome auf eine Hbhe verringert werden, bei der der
verbesserte Zustand beibehalten wird. Wenn die Symptome auf
das gewlnschte Niveau gelindert worden sind, sollte die
Behandlung aufhdéren. Patienten kbénnen jedoch eine
Behandlung mit  Unterbrechung auf Langzeitbasis nach
beliebigem Wiederauftreten von ‘Erkrankungssymptomen
bendtigen. Demgemaf ist der Anteil der Verbindungen, das
heift ihre K'onzentrat'iohv', . in der Gesamtmischung der
pharmazeutischen Zubereitung ebenso wie ihre Zusammen-
setzung oder Kombination variabel und kann vom Fachmann
aufgrund seines Fachwissens modifiziert' und rangepasst wer-

den.

Dem Fachmann ist bekannt, dass die erfindungsgemiRen
Peptide mit einem Organismus, bevorzugt einem Menschen oder
einem Tier, auf verschiedenen Wegen in Kontakt gebracht
werden koénnen. Weiterhin} ist dem Fachmann bekannt, dass
insbesondere die pharmazeutischen Mittel in verschiedenen
Dogierungen appliziert werdén kénnen. Die Applikation
-so0llte hierbei so erfolgen, dass die Erkrankung mdglichst
effektiv beka&mpft wird bzw. der Ausbruch einer solchen
Krankheit in einer prophylaktischen Gabe vérhindert wird.
Die Konzentration und die Art der Applikation kénnen vom
Fachmann -durch Routineversuche eruiert werden. Bevorzugte
Applikationen der erfindungsgemafen Verbindungen sind die
orale Applikation in Form wvon Pulver, Tabletten, Saft,
Tropfen, Kapseln oder ahnlichem, die rektale Applikation in

Form von Zapfchen, Ldésungen und ahnlichem, parenteral in
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Form von Injektionen, Infusionen und Lésungen sowie lokal
in Form von Salben, Pflastern, Umschlagen, Spltlungen und
dhnlichem. Bevorzugt .erfolgt das In-Kontakt-Bringen der er-
findungsgeméfien Verbindungen prophylaktisch oder therapeu-
tisch.

Die Eignung der gewéhlﬁen Applikationsformen wie auch der
Dosis, des Applikationsschemas; der Adjuvantswahl und der-
gleichen kann beispielsweise ‘durch  Entnahme von
Serum-Alliquoten aus dem Patienten,4d{h. dem Mensch oder
dem Tier, und dem Testen auf -das Vorhandensein wvon
Krankheitsindikatoren im Verlauf des Behandlungsprotokolls
bestimmt werden. Alternativ und begleitend hierzu kann der
Zustand der Niere, aber auch die Menge von T-Zellen oder
anderen Zellen .  des Immunsystems, auf herkédmmliche Weise
begleitend bestimmt werden, um einen GesamtUberblick Uber
die immunologische Konstitution des Patienten und
insbesondere die Konstitution von stoffwechselwichtigen
.Organen, zu erhalten. Zusatzlich kann der klinische Zustand
des Patienten auf die gewlnschte Wirkung hin beobachtet
werden. Wenn eine unzureichende therapeutische Effektivitat
erzielt wird, kann der Patient mit erfindungsgemiRen
Mitteln ggf. mit anderen bekannten Medikamenten modifiziert
weiterbehandelt werden, von denen eine Verbesserung der
Gesamtkonstitution erwartet werden kann. Selbstverstandlich
ist es auch M6glich, die Trager - oder Vehikeln des
pharmazeutischen Mittels ZU modifizieren oder den

Verabreichungsweg zu variieren.

Neben der oralen Aufnéhme kann es daﬁn zum Beilspiel wvor-
gesehen sein, dass Injektionen beispielsweise intramuskular
oder subkutan oder in die Blutgefé&fe ein weiterer bevor-
zugter Weg flr die therapeutische Verabreichung der erfin-
dungsgemafien Verbindungen sind. Zeitgleich kann auch die

Zufuhr Uber Katheter oder chirurgische Schliuche angewendet
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werden; beispielsweise 1Uber Katheter, die direkt =zu

bestimmten Organen wie den Nieren flhren.

Die erfindungSgeméBen Verbindungen kdnnen in einer
bevorzugten Ausfﬁhrungsform in einer Gesamtmenge von
bevorzugt 0,05 bis 500 mg/kg Kd&rpergewicht je 24 Stunden
eingesetzt werden, ‘bevorzugt von 5 -bis 100 mg/kg
Kborpergewicht. Hierbei handelt es sich wvorteilhafterweise
um eine therapeutische Menge, die verwendet wird, um die
Symptome einer Stérung‘Aoder respon-siven, pathologisch

physiologischen Kondition zu verhindern oder zu verbessern.

Selbstversténdlich wird die Dosis vom Alter, der Gesundheit
und dem Gewicht des Empfangers, dem Grad der Krankheit, der
Art einer notwendigen gleichzeitigen Behandlung, der
Haufigkeit der Behandlung und der Art der gewlinschten Wir-
kungen und der Nebenwirkﬁngen abhé&ngen. Die tdgliche Dosis
von 0,05 bis 500 mg/kg Kbrpergewicht kann einmalig oder
mehrfach angewendet werden, um die gewlnschten Ergebnisse
zu erhalten. Typischerweise.wérden iﬁsbesondere pharmazeu-
tischen Mittel zur etwa 1- bis 10-maligen Verabreichung pro
Tag oder alternativ oder zusdtzlich als kontinuierliche In-
fusion verwendet. Solche  Verabreichungen kdénnen als
chronische - oder akute Therapie angewendet werden. Die
VWirkstoffmengen,'die mit den Tragermaterialien kombiniert
werden, um eineleinzelhe Dosierungsform zu erzeugen, kdnnen
in Abhé&ngigkeit wvon dem zu behandelnden Wirt und der
besonderen Ve:abreichungsartvselbstversténdlich variieren.
Bevorzugt ist es, die Targetsdosis auf 2 bis 5 Appli-
kationen zu verteilen, wobei bei jeder Applikation 1 bis 2
Tabletten mit einem Wirkstoffgehalt wvon 0,05 bis 500 mg/kg
Kérpergewicht verabreicht werden. Selbstverstadndlich ist es
mdéglich, den Wirkstoffgehalt adch. héher zu wahlen, bei-
spielsweise bis zu.einer Konzentration bis 5000 mg/kg. Die

Tabletten kénnen auch retardiert sein, wodurch sich die
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Anzahl der Applikationen pro Tag auf 1 bis 3 vermindert.
-Der Wirkstoffgehalt der retardierten Tabletten kann 3 bis
3000 mg betragen. Wenn der Wirkstoff —}wie ausgefihrt -
durch eine Injektion verabreicht wird, ist es bevorzugt, 1-
bis 10-mal pfo.Tag bzw. durch Dauerinfusion den Wirt mit
den erfindungsgemé&ffen Verbindungen in Kontakt zu bringen,
wobeil Mengen'von 1 bis 4000 mg pro Tag bevorzugt sind. Dié
bevorzugten Gesamtmengen pro Tag haben sich in der
Humanmedizin und in der Veterindrmedizin als vorteilhaft
erwiesen. Es kann erforderlich sein, wvon den genannten
Dosilerungen abzuweichen und zwar in Abhingigkeit von der
Art und dem Kérpergewicht des zu behandelnden Wirts, der
Art und der Schwere der Erkrankung, der Art der Zubereitung
der Applikation des Arzneimittels sowie dem Zeitraum bzw.
dem Intervall, innerhalb welchem die Verabreichung erfolgt.
So kann es in einigen Fallen bevorzugt sein, den Organismus
mit weniger als den genannten Mengen in Kontakt zu bringen,
wahrend in anderen Fallen diel angegebene Wirkstoffmenge
tUberschritten werden muss. Die Festlegung der jeweils
erforderlichen | optimalen . Dosierungen und der
Applikationsart 'der Wirkstoffe kann durch den Fachmann

aufgruﬂd seines Fachwissens leicht erfolgen.

In einer weiteren besonders bevorzugten Ausfthrungsform der
Erfindung wird das pha:mazeutische Mittel in einer Einzel-
gabe von 1 bis 100, insbesondere von 2 bis 50 mg/kg Koér-
pergewicht eingesetzt. Wie auch die Gesamtmenge pro Tag
kann auch die Menge der Einzelgabe pro Applikation von dem
Fachmann aufgrund seines Fachwissens variiert werden. Die
erfindungsgemdfl verwendeten Verbindungen kénnen in den ge-
nannten Einzelkohzentrationen und Zubereitungen zusammen
mit dem Futter bzw. mit Futterzubereitungen oder mit dem
Trinkwasser auch in der Veterindrmedizin gegeben werden.
Eine Einzeldosis enthédlt vorzugsweise die Menge Wirkstoff,

die beil einer Applikation verabreicht wird, und die gewdhn-
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lich einer ganzen, einer halben Tagesdosis oder einem
Drittel oder einem Viertel einer Tagesdosis entspricht. Die
Dosierungseinheiten kénnen demgemafs bevorzugt 1, 2, 3 oder
4 oder mehrere Einzeldosen oder 0,5, 0,3 oder 0,25 einer
Einzeldosis enthalten. Bevorzugt wird die Tagesdosis der
erfindungsgemifen Verbindungeh auf 2 bis 10 Applikationen
verteilt, bevorzugt auf 2 bis 7, besonders bevorzugt auf 3
bis 5 Applikationen. Selbstversté&ndlich ist auch eine

Dauerinfusion der erfindungsgemdfen Mittel mdglich.

In einer besonders bevorzugten AUsfﬁhrungsform der Erfin-
dung werden bei jeder oralen Applikation der erfin-
dungsgemaffen Verbindungen 1 bis 2 Tabletten gegeben. Die
erfindungsgemafen Tabletten kbénnen mit dem Fachmann be-
kannten Uberziigen und Hfillen versehen sein und auch so
zusammengesetzt - werden, dass. sie den oder die Wirkstoffe
nur bei bevorzugten, in einem bestimmten Teil des Wirts

freigeben.

Bevorzugt .ist es in einer ~weiteren Ausflhrungsform der
Erfindung, dass die Peptidabschnitte gegebenenfalls mitein-
ander assozilert oder mit einem Tré&ger verbunden in Lipo-
somen eingeschlossen sind, wobei der Einschluss in Lipo-
somen im Sinne der Erfindung nicht zwingend bedeuten muss,
dass die Peptide im Inneren der Lipdsomén vorliegen, ein
Einschluss im Sinne der'Erfindung kann auch bedeuten, dass
die Peptide mit der Membran der Liposomen assoziiert sind,
beispielsweise so, dass diese auf der &uReren Membran ver-
ankert sind. Eine solche Darstellung der erfindungsgemiien
Peptide in oder auf den Liposomen ist vorteilhaft, wenn der
Fachmann die Liposomen so auswahlt, dass sie eine immun-
stimulierende Wirkung haben. Dem Fachmann sind aus der
DE 198 51 282 wverschiedene Moglichkeiten bekannt, die im-
munstimulierende Wirkung von Liposomen zu modifizieren. Bei

den Lipiden kann es sich um einfache Lipide handeln, wie
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beispielsweise Ester und Amide oder um komplexe Lipide wie
zum Beispiel um Glycolipide wie Cerebroside oder Ganglio-
side, um Sphingolipide oder um Phospholipide.

Beispielsweise ist es mdglich, einzelne oder Gruppen von
Aminosauren in den Peptiden auszutauschen, ohne dass die
Aktivitdt der ©Peptide in Bezug auf die Lésung der
erfindungsgeméfien Aufgabe nachteilig beeinflusst wird. Fur
den  Austausch. derartiger Aminosauren seil auf die
entsprechenden Standardwerke der Biochemie und der Genetik

verwiesen.

Im Stand der Technik sind verschiedene Mdglichkeiten zur
Herstellung von Peptiden offenbart. Peptide, die wvon den
_erfindungsgemafien Peptiden ausgehend mit solchen Verfahren
entwickelt werden, sind von der erfindungeméffen Lehre mit
erfasst. Eine Mdglichkeit des Generierens von funktions-
analogen Peptiden ist'beispielsweise in PNAS USA 1998, Oct.
13; 9521:12179-84, WO 99/6293 wund/oder WO 02/38592 be-
schrieben; diese Lehren sind in den Offenbarungsgehalt der
Erfindung mit aufgenommen. Das heiRt, s&mtliche Peptide,
Peptidfragmente oder Strukturen, die Peptide umfassen, die
mit den genannten Verfahren - von den erfindungsgemdRen
Peptiden ausgehend - generiert werden, sind Peptide im Sin-
ne der Erfindung, sofern sie die erfindungsgeméRe Aufgabe
lésen. Die erfidnungsgemaRen Peptide sind auch

Leitstrukturen flr die Entwicklung von Peptidmimetika.

Dem Fachmann ist weiterhin bekannt, dass einzelne Amino-
saduren analoge physikochemische Eigenschaften aufweisen,
die mit Vorteil dazu flhren, dass diese Aminosduren unter-
einander ausgetauscht werden kénnen. Hierzu gehdren bei-
spielsweise die Gruppe der Aminosduren (a) Glycin, Alanin,
Valin, Leucin und/oder Isoleucin; bzw. die Aminosauren (b)

Serin und Threonin, die Aminosduren (c¢) Asparagin und
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‘Glutamin, die Aminosiuren (d) Asparaginsaure und Giutamin—
sdure; die Aminosduren (e) Lysin und Arginin sowie die
Gruppe der aromatischen Aminosiuren (£) Phenylalanin,
Tyrosin und/oder Tryptophan.'Aminoséuren innerhalb ein und
derselben Gruppe (a-£f) kdnnen untereinander ausgetauscht
werden. Weiterhin ist es mdglich, dass Aminosduren durch
modifizierté‘Aminoséuren oder spezifische Enantiomere aus-
getauscht werden. Weitere Modifikationen sind gemdf® der
Lehre nach der WO 99/62933 oder WO 02/38592 m&glich, die in
den Offenbarungsgehalt ' der erfindungsgeméfen Lehre mit

aufgenommen sind.

In einer weiteren bevorzugten Ausflhrungsform umfasst das
Peptid einen Linker ﬁnd/oder einen Spaéer, der ausgewdhlt
ist aus der Gruppe umfassend: o-Aminocarbonsduren sowie
deren .Homo~ ~und  Heterooligomere, o, m-Aminocarbonsduren
sowie deren verzweigte Homo- oder Heterooligomere, sonstige
Aminosiuren sowie die linearen und verzweigten Homo- oder
Heterooligomere (Peptide) ; vAmino—oligoalkoxy—alkylamine;
Maleinimidocarbonsédure-Derivate; Oligomere von Alkylaminen;
4-Alkylphenyl-Derivate; 4-Oligoalkoxyphenyl- oder‘4—01igo—
. alkoxyphenoxy-Derivate; = 4-Oligoalkylmercaptophenyl- oder

4-Oligoalkylmercaptophenoxy-Derivate; - 4-0Oligoalkylamin-
phenyl- oder 4—Oligoalkylaminyphenoxy—Dérivate; (Oligo-
alkylbenzyl) -phenyl- oder 4-0ligoalkylbenzyl) -phenoxy-

Derivate sowie 4-Oligoalkoxybenzyl)-phenyl- oder 4-Oligo-
alkoxybenzyl) -phenoxy-Derivate; Trityl-Derivate; Benzyl-
oxyaryl- oder Benzyloxyalkyl-Derivate; ZXanthen-3-yl-oxyal-
kyl—Defivate; (4-Alkylphenyl) - oder o-(4-Alkylphenoxy) -
alkansaure-Derivate; Oligoalkyl—Phenoxyalkyl- oder Oligo-
alkoxy-phenoxyalkyl-Derivate; Carbamat-Derivate; Amine;
Trialkylsilyl- oder Dialkyl-alkoxysilyl-Derivate; Alkyl-
oder Aryl-Derivate und/oderA Kombinationen davon; weitere

mdgliche Strukturen werden in der EP 1 214 350 beschrieben,
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die in den Offenbarungsgéhélt der Erfinduhg mit aufgenommen

sind.

Bevorzugt kénnen synthetische’ Peptide oder Fragmente
hiervon durch chemische Crosslinker multimerisiert werden
oder an ein Tragermoleklil wie BSA, Dextran, KLH oder andere
gekoppelt werden. Die hierzu verwendeten chemischen Cross-
linker - sind in "Bioconjugate Techniques", Greg T.
Hermanson, Academic Press, 1996 aufgelistet, die in den
Offenbarungsgehalt der erfindungsgemafen Lehre mit aufge-
nommen sind.,Bevorzugte Crosslihker sindrhomobifunktionale
Crosslinker, bevorzugt: NHS-Ester, wie DSP, DTSSP, DSS, BS,
DST, Sulfo—DST, BSOCQCES, SulfO—BSOCOES, EGS, Sulfo-EGS, DSG
oder DSC, hpmobifunktionale Imidoester, wie DMA, DMP, DMS
oder DTBP, homobifunktionale Sulfhydryl-reaktive Cross-
linker, wie DPDPB, BMH‘bder BMOE, Difuorobenzenderivate,
wie DFDNB oder DFDNPS, homobifunktionale photoreaktive
Crosslinker, wie BASED, homobifunktionale Aldehydé, wie
Formaldehyd oder Glutaraldehyd, Bis-Epoxide, wie 1,4-Butan-
dioldiglycidylether, . homobifunktionale Hydrazide, wie
Adipinséuredihydrazide oder Carbohydrazide, Bis-diazonium-
derivate, wie o-Tolidin, bisdiazotisiertes Benzidin oder
Bisallkylhaloid. |

Bevorzugt sind auch heterobifunktionale Crosslinker, ins-
besondere aminreaktive und sulfhydrylreaktive Crosslinker,
wie SPDP, LC-SPDP, Sulfo-LC-SPDP, SMPT, Sulfo-LC-SMPT,
SMCC, Sulfo- SMCC, MBS, SulfQ—MBS, SIAB, Sulfo-SIAB, SMPB,
Sulfo-SMBP, GMBS, Sulfo-GMRBS, SIAX, SIAXX, SIAC, SIACX oder
NPIA, carbonylreaktive und sulfhydrylreaktive Crosslinker,
wie MPBH, M;C,H oder PDPH, aminreaktive und photoreaktive
Crosslinker, wie NHS-ASA, Sulfo-NHS-ASA, Sulfo-NHS-LC-ASA,
SASD, HSAB, Sulfo-HSAB, SANPAH, Sulfo-SANPAH, ANB-NOS,
SAND, SADP, Sulfo-SADP, Sulfo-SAPB, SAED, Sulfo-SAMCA,
p-Nitrophenyldiazopyruvat oder PNP-DTP, Sulfhydryl und
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photoreaktive Crosslinker, wie ASiB, APDP, Benzophenon-4-
iodoacetamid oder Benzophenon-4-maleimid, carbonylreaktive
und photoreaktive Crosslinker, wie ABH, carboxylatreaktive
und photoreaktive Crosslinker, wie ASBA, argininreaktive
vCrosslinker,‘wie APG, trifunktionale Crosslinker, wie 4-
Azido-2-nitrophenylbiozytin-4-nitrophenylester, Sulfo-SEBD,
TSAT und/oder TMEA. '

In einer weiteren bevorzugten Ausfthrungsform der Erfindung
sind die erfindungsgeméﬁen Peptide und rekombinant
hergestellte Strukturen, durch Peptidbrlicken mit einer
Lénge von 0 bis 50 Aminosduren verbunden. Dies beinhaltet
auch rekombinante Proteine, die aus zwei N-terminalen und
einer C-terminalen Sequenz bestehen oder Hexamere bestehend
aus dreil N—terﬁinalen Sequenzen und drei C—términalen
Sequenzen,  oder Multimere der  zuvor aufgeflihrten
rekombinanten Strukturen, wobei zwischen ‘den N- und den C-
terminalen Sequenzen Jje eine Peptidbricke wvon 0 bis 50
" Aminosauren vorhanden sein kann. Die Peptide kénnen zum
Zwecke der - Aufreinigung, Solubilisierung bzw. der
Konformationsveranderung mit spezifischen Fusionsanteilen
entweder am N—‘oder‘am’C—Terminus versehen sein, wie zum
Belspiel CBP (Calmodulin—Bindungsprotein), His-Tag und/oder
andere. Ahnliche Konstrukte kdnnen auch von DNA, die zum

therapieren verwendet wird, kodiert werden.

Die Erfindung - betrifft auch  einen  Kit, der ein
erfindungsgeméfies ‘Nukleins&uremolekiil, einen
erfindungsgemdfen Vektor, eine epfindungsgeméﬁe Wirtszelle,

ein erfindungsgemédfes Polypeptid, ein erfindungsgeméiRes

Erkennungsmolekiil und/oder eine pharmazeutische
Zusammenset zung gegebenenfalls zusammen mit einer
Information - zum Beispiel einem Beipackzettel oder eine
Internetadresse, die '~ auf v Homepages mit welteren

Informationen verweist, etc. - Uber -die Handhabung bzw.
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Uber die Kombination der Inhalte des Kits umfasst. Die
Information =zur -Handhabung der Inhalte des Kits kann
beispielsweise ein Therapieschema far Odeme,
Herzinsuffizienz, - Leberzirrhose, | Hyperinsulinismus,
Hypertonie, Ulcus duodeni umfassen. Die Information kann
jedoch auch Angaben dartber umfassen, wie die
erfindungsgemdfien Stoffe und Erzeugnisse innerhalb einer
Diagnose von Krankheiten, die mit der’AKAP—PKA—Interaktion
oder deren' Entkoppelung assoziiert sind, einzusetzen sind.
Der erfindungsgemaie Kit kann auch in der
Grundlagenforschung verwendet werden. Innerhalb der
Grundlagenforschung ist der Kit bevorzugt einsetzbar, um zu
]detektieren) ob ein Stoffwechselphanomen mit der
Wechselwirkung bzw. mit der nicht vorhandenen
WechselWirkung . von  AKAP und PKA assoziiert ist.
Insbesondere ist es mdbglich, mit Hilfe des erfindunggemafRen
Kits zu bestimmen, welche Untereinheiten von AKAP und/oder
PKA flir die Interaktion dieser beiden Molekiile oder flr das
Nichtzustandekommen der Interaktion zwischen diesen
’verantwortlich sind.

Die erfindungsgemaflen - Erzeugnisse, wie beispielsweise
Peptide, Vektoren, Nukleinsduremolektile, kdénnen andere
vorteilhafte Nukleinsduren, Aminosiuren, Kohlenhydrate bzw.
Lipide umfassen. Es kann beispielsweisé bevorzugt sein,
dass die Peptide mit einem Fettrest, wie zum Beispiel einem
- Stearat, so modifiziert werden, dass diese gut
membranpermeabel sind. Mit derartigen Peptiden kénnen an
Zellkulturen Versuche durchgefihrt werden. Solche Peptide
kénnen als Werkzeuge .eingeseﬁzt werden, um die PKA
besonders effizient vorn AKAP-Proteinen in Zellen,
Zellkulturen, Gewebekulturen, Organkulturen oder Organismen
zu entkoppeln. Die Peptide im Sinne der Erfindung werden in
Zellkulturen = insbesondere zur Beantwortung der Frage

herangezogen werden kdnnen, ob ein bestimmter Prozess von
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der Verankerung der PKA an AKAP-Proteine. abhingt. Aufgrund
der vorteilhaften hohen Affinitat ftr die humanen RIIo-
Untereinheiten der PKA eignen sich die erfindungsgeméfen
rPeptide insbesondere = flr Untersuchungen an  humanen
Systemen. Durch den Vergleich mit Peptiden, die die PKA mit
anderer Affinit4t binden, werden weiterhin gquantitative
Aussagen méglich sein, die definieren, bis zu welchem Grad
eine PKA-AKAP-Interaktion notwendig dist, um den Ablauf
eines rhysioclogischen Prozesses zZu 'gewéhrleisten.
Insbesondere die erfindungsgeméﬁeh. Kits kénnen verwendet
werden, um diesen Ablauf des thsioldgischen Prozesses zu
studieren. Von Vorteil ist es hierbei, dass die
erfindungsgemafien Peptide, die die RII-Untereinheiten der
PKA starker binden als die typischen. PKA-Bindungsdomanen
von AKAP189. Da die\A, erfinduhgsgeméﬁen Peptide
vorteilhafterweisé RIIa- bzw; RIIB-spezifisch sind, kénnen
zZum Beispiel mit dem Kit | besonders detaillierte
Erkenntnisse tber die ‘Interaktion gewonnen werden. Die
Entkoppelung -der einen oder der anderen regulatorischen
Untereinheiten der PKA von AKAP-Proteinen kann insbesondere
Aufschluss dartber geben, welche PKA, TypIlIa oder TypIIf,
an dem jeweiligen zZUu untérsuchenden Prozess beteiligt ist.
Insbesondere das . Peptid A188RIIRRn1 bindet selektiv RIIR
Untereinheiten der PKA.

Die Erfindung betrifft auch ein Verfahren zur Modifikation,
‘insbesondere ‘eine inhibition, bevorzugt eine Entkoppelung,
einer AKAP-PKA-Interaktion bzw. der Interaktion wvon AKAP
bzw. PKA-Untereinheiten umfassend die Schritte:

a) Bereitstellung eines ~erfindungsgeméfien
Nukleinsauremoleklls, eines erfindungsgemafRen
Vektors, einer erfindungsgeméﬁen Wirtszelle

und/oder eines erfindungsgemdfen Polypeptids und
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b) In—Kontakt—Bringen' mindestens eines Erzeugnisses
gemaR a) mit einer Zelle, einer Zellkultur, einem

Gewebe und/oder einem Zielorganismus.

Bevorzugt ist es, dass die Interaktion an - einer
regulatorischen R-Untereinheit analysiert bzw. modifiziert
wird, besonders bevorzugt an einer RIIg- und/oder RIIB-

Untereinheit.

Die  Erfindung betrifft auch ' die Verwendung eines
erfindungsgeméfen Nukleinmolekiils, einer erfindungsgeméfRen

Wirtszelle, -eines erfindungsgeméffen Organismus, eines
erfindungsgemédBen Polypeptids, eines erfindungsgemidRen
Erkennungsmolekiils, einer : erfindungégeméﬁen
pharmazeutischen Zusammenéetzung 4 und/oder eines

erfindungsgeméfien Kits zur Modifikation, insbesondere einer
Inhibition, einer AKAP-PKA-Interaktion. Die Erfindung
betrifft auch -die Verwendung von‘ Bruchstlicken oder
Teilbereichen . der erfindungsgeméfien Peptide oder
Nukleinsiuren. Weiterhin kann es vorgesehen sein, die
erfindungsgeméﬁen Peptide oder ‘Nukleinsduren um weitere
Aminosauren oder Nukleotide zu erweitern.
Selbstverstandlich ist es auch mdéglich, die Peptide mit

Lipid- oder Kohlenhydrat-Strukturen zu modifizieren.

In . einer bevorzugtén. ‘Ausfihrungsform der Erfindung,
insbesondere der erfindungsgeméfen Verwendung, wird die
Zelle .- beispielsweise als Zellkultur - oder der Organismus
als Modell flir die gewebs- und/oder zellspezifische AKAP-

PKA-Interaktion verwendet, insbesondere als Modell flr
Diabetes. insipidus. . Weitere ©bevorzugte Modelle sind
Zellkulturen, oder Gewebe, die erfindungsgeméRe

Nukleinsduremolekiile oder Peptide umfassen.
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In einer weiteren bevorzugten Ausfihrungsform der Erfindung
“wird durch die AKAP-PKA-Modifikation die
Vasopressin-induzierte Umverteilung wvon AQP2 modifiziert,

insbesondere verhindert.

In einer weiteren besondéers bevorzugten Ausfiihrungsform
werden das Polypeptid und/oder die pharmazeutische
Zusammensetzung als Wasserverlust-verursachende Mittel

verwendet, insbesondere als Aquaretika.

In einer weiteren bevorzugten Ausfthrungsform der
Erfindung, insbesondere der erfindungsgemdfen Verwendung,
wird die Interaktion der RIIa- oder RIIB-Untereinheit des
PKA mit AKAP modifiziert, insbesondere inhibiert.

In einer weiteren Dbevorzugten Verwendung sind die

Untereinheiten humanem .oder murinem Ursprungs.

Im Folgenden soll die,Erfindung anhand von Beispielen naher

erlautert werden, ohne auf dieses besgchrinkt zu sein.

Peptide zur Inhibition der Interaktion von Proteinkinase A

und Proteinkinase A—Ankerproteinen

Material und Methoden

ngstelluhg von Peptidbibliotheken, die von der Sequenz der
PKA—Bindungsddméne von AKAP186 abgeleitet sind, auft

Membranen

Alle Chemikalien wund Lésungsmittel wurden bei Fluka
(Steinheim) oder Sigma Aldrich (Minchen) gekauft und ohne
weitere Reinigungsschritte benutzt. - Fmoc-geschlitzte
Aminos&urepentafluorophenylester wurden bei Novabiochem

Merck Biosciences GmbH (Darmstadt) gekauft.
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Peptidbibliotheken wurden dufch automatische SPOT-Synthese
auf Whatman 50 Zellulosemembranen gem&f Standardprotokollen
mittels Fmoc-Chemie und Autospgt—Robot ASS 222 (Intavis
Bicanalytical Inétruments - AG, K&1ln) synthetisiert.
Schutzgruppen der Aminosiureseitenketten wurden durch eine
Mischung aus Trifluoressigséure (TFA) 1in Dichlormethan
(DCM) abgespalten (Frapk, 1992; Kramer und Schneider-
Mergener, 1998). Zur Kontrolle wurden Spots (ca. 50 nmol
Peptid prd Spot) aus  der Zellulosemembran
herausgeschnitten, wvon der Membran durch Behandlung mit
0,05m NaOH ‘ abgespalten - und mit HPLC und
MALDI—TOFrMassenspektrometrie analysiert.

Detektion ~ membranassoziierter Peptide im
RII-overlay-Experiment mit regulatorischen RIIa- und RIIB-
Untereinheiten der PKA als Sonde

Material

1. Regulatorische RIIw- (human) und RIIB- (Ratte)
Untereinheiten der PKA erhalten von Prof. Dr. Friedrich

W. Herberg, Universit&t Kassel

2. Katalytische Untereinheiten der PKA, Promega, Mannheim,
Bestellnr.: V5161

3. [y**P]ATP 5000 Ci/mmol Amersham Biosciences,
Braunschweig, Bestellnr.: AA0018

4. Sephadex G 50, medium Pharmacia, Bestellnr.: 17-0043-01

5. Phosphathepufferte Saline (PBS)
NaCl 8 g
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KCl 0,2 g

Na,HPO, . 1,44 g

KH,PO, 0,24 g

in 800 ml ibo lésen, auf pH 7,4 einstellen und mit H,0
auf 1 1 aufftillen.

6. Tris-gepufferter Saline mit Tween 20
Tris;HCl 10 mM
NaCl 150 mM
Tween 20 0,05%
pH 7,5

Radioakive Markierung der regulatorischen Untereinheit wvon

PKA

1. Reaktionsansatz

Endkonzentration|Stammlsg. {im Ansatz
RIIa oder RIIB 15 ug 2,7 pg/ul |5,6 ul
Katalytische 2 ug. 0,9 pg/ul (2 ul
Untereinheit der PKAi ‘ A
Kaliumphqsphatpuffer, 25 mM ‘ 1M 12,5 pl
pH 7,0 S
CAMP | {10 wM 1 mM 5 pul
MgCl, (10 mM 0,5 M 10 ul
DTT 0,5 mM 50 mM 5 pul
[y32P]‘ATP/ATP 0,1 uM
radioaktiv: 3,3 x 10° cpm/ml = 75 uCi |5 uCi/pl [15 ul
nicht radioaktiv: , _ 10 puM 5 ul
H,0 434,9 pul

10 min Inkubation bei 0 °C (auf Eis).
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2. Einstellung der ATP-Konzentration

Die ATP-Konzentration ~wurde = durch Zugabe von nicht
radicaktivem ATP auf 10 uM eingestellt (Zugabe von 5 ul
einer 1 mM Lésung). Der Ansatz wurde weitere 50 min auf Eis

inkubiert.
3. Stoppen der Reaktion und ﬁberprﬁfung der Reaktion

Die Reaktion wurde  durch ~Zugabe von Dextranblau und
Abtrennung freier Nukleotide gestoppt. Das freie ATP wurde

Uber eine Sephadex G50-S&ule abgetrennt.

Abtrennung der - markierten RII-Untereinheit der PKA von

freien Nukleotiden Uber Sephadex GSO—Séﬁlen

Nicht eingebaute Nukleotide wurden von den
RII-Untereinheiten durch.die Fraktionierung Uber Sephadex G

50-Saulen getrennt.

1. Quellen des Sephadex.G 50—Materials; 20 g wurden in
400 ml PBS tiber Nacht bei’Raumtemperatur gequollen.
Nicht abgesetztes Material wurde anschlieRend mit
einer Pasteurpipette entfernt. Das gequollene Material
wurde in 50 ml'Félcon Réhrchen aliquottiert und bei
4 ocC gelagert. Zur  Konservierung wurde Natriumazid in

[»)

einer Endkonzentratioﬁ von 0,01 % zugesetzt.

2. Das Material wurde in eine mit einer Glaskugel
verschlossene - 10 ml sterile Einmalpipette gegossen.
Zum Setzen des Sdulenbettes liefen etwa 50 ml PBS, das

1 mg/ml BSA (bovines Serumalbumin) enthielt, durch.



WO 2006/000213 PCT/DE2005/001181
39

Bis zur Benutzung der S&ule wurde sie oben mit

Parafilm verschlossen.

3. Die markierten RII-Untereinheiten (500 pl) wurden mit
Dextranblau (70 pl einer 20 mg/ml Lésung) auf die

Saule aufgetragen (Gesamtvolumen = 570 pl).

4. Nachdem die Probe in die Matrix' eingewandert war,
wurde mit PBS aufgefiillt.

5. Kurz bevor das Dextranblau eluierte, wurde begonnen
Fraktionen zu sammeln (2 Fraktionen je 1,5 ml, die

weiteren Fraktionen je 1 ml).

6. Zur Bestimmung der Inkorporation von 3P wurde 1 %

o

(5,7 pl) der Probe vor der S&ule (das entspricht 1
der eingesetzten Radioaktivitat) und 3 ul jeder

Fraktion eingesetzt.

7. Die Fraktionen des ersten Peaks, welcher die Sonde
enthielt, wurden vereinigt. Die Einbaurate wurde in %
errechnet wund die spezifische Aktivitat (cpm/ug

Protein) bestimmt.
RII-overlay

1. Proteine (40 pg)‘wufden mittels SDS-PAGE getrennt und
durch dés' semi dry-Elektroblotverfahren auf eine
PVDF-Membran (PVDF, Polyvinylidenfluorid) tibertragen.
Die membranassoziierten Proteine wurde mit Ponceau S
geférbt, um die Markerproteine auf der Membran

zu ldentifizieren. Entfiarbt wurde mit TBS.
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2. Die Membran‘ wurde in Blotto/BSA flir 16 h bei 4 oC
inkubiert: :
10 mM Kaliumphosphatpuffer, pH 7.4
0,15 M NacCl S 8,766 g/l
5 % (w/v) Magermilchpulver 50 g/1
0,1 % (w/v) BSA » 1 g/l
(0,01 % antifoam (Sigma))
0,02 % NaNs. 0,2 g/l
3. Das Blotto/ESA. wurde durch frisches ersetzt und 3°P

markierte RII-Untereinheiten dazugegeben (10° cpm/ml) .

Es wurde flUr 4-6 h bei Raumtemperatur inkubiert.

4, Die Membran wurde 4 x 15 min in Blotto/BSA und 2 x 10
min in 10 mM Kaliumphosphatpuffer, pH 7.4, 0,15 M NaCl
gewaschen.

5. . RII-bindende Proteine wurden durch Exposition auf eine

Phosphoimagerplatte detektiert.
Ergebnisse

Es wurde eine Peptidbibliothek, abgeleitet +wvon der
wildtypischen Aminosduresequenz der PKA-Bindungsdomdne wvon
AKAP186 (PEDAELVRLSKRLVENAVLKAVQQY; Henn et al., 2004) auf
einer Membran synthestisiert. Dazu wurde jede Aminosaure
der wildtypischenréequenz mit den 20 mdglichen Aminosduren
substituiert. Figur 1 =zeigt die Detektion der Peptide
mittels der RII-overlay-Methode. Als Sonde wurden in diesem
Fall radiocaktiver PKA RIIa- und RIIfB-Untereinheiten
gleichzeitig eingesetzt. In allen spateren Experimenten
wurden entweder RIIa- oder RIIS-Untereinheiten als Sonde

eingesetzt. Das Ergebnis zeigt deutliche Unterschiede in
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der Bindungsfdhigkeit der einzelnen Peptide an die

R-Untereinheiten (unterschiedliche Signalintensit&ten).

Figur 2 zeigt eine Wiederholung des Experiments mit
ausgewdhlten = Peptiden (AKAP185-L304T, AKAP186-1308D,
AKAP185—L314E) deren Bindungsféhigkeit an RIIa- bazw.
RIIB-Untereinheiten aber“separat in unterschiedlichen
RII-overlay-Experimenten getéstet wurde. Als Kontrollen
wurden die Peptide Ht31, Ht31-P, AKAP185-RI und AKAP18&-wt
(wildtypische Sequenz)' auf den gleichen Membranen
synthetisiert‘ und dem RIT-overlay-Experiment unterzogen.
Far die Quantifizierung wurden die Signale densitometrisch
ausgewertet und auf das Signal, das flr AKAP185-wt erhalten
wurde, bezogen. Die Quantifizierung spricht flir eine
starkere Bindung von AKAP185-L304T und AKAP185-L314E sowohl
an RIIo- als auch an RIIB-Untereinheiten, AKAP186-RI und
AKAP1806-L308D dagegen schwlcher. Das bekannte Peptid Ht31
bindet beide regulatorische Untereinheiten etwa 5fach
schwicher als das AKAP186-wt und etwa 5-6fach schwicher als
AKAP186-L304T und AKAP186-L314E. Die Bindung von Ht31 an
die hier verwendeten regulatdrischen RITa- und RIIB-Unter-
einheiten ist nur unwesentlich stdrker als die Bindung der
Untereinheiten an "Ht31-P, das die AKAP-PKA-Interaktion
nicht hemmt (Klussmann et al., 1999; Alto et al., 2003).
Damit sind die Peptide AKAP186-wt, AKAP185-L304T und und
AKAP186-1L314E wesentlich effizientere Inhibitoren einer
AKAP-PKA-Interaktion als. Ht31.

Alto et al. (2003) entwickelten ein Peptid, AKAP:s, das die
Interaktion zwischen der murinen RIIe-Untereinheit der PKA
mit 5fach hoherer Affinit&t bindet (Kp = 0,45 nM) als das
Peptid Ht31 (KD = 2,2 nM).
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In wunseren RII-overlay-Experimenten binden die ' Peptide
AKAPN und Ht31 sowohl die humane RIIa- als auch die
RIIB-Untereinheit der PXA aus der Ratte kaum, die von uns
identifizierten Peptide AKAP186-wt und AKAP185-L304T und
und AKAP186-L314E dagegen stark. Dieses Ergebnis spricht
flir Speziesunterschiede zwischen den murinen und humanen
RIIa-Untereinheiten, die AV unterschiedlichen

Bindungsaffinitdten flir die gleichen Pepﬁide,fﬁhren.

Identifizierung wvon Peptiden, die spezifisch RIIB-Unter-

einheiten der PKA binden

Um Peptide Ab| "findén, die entweder RIIa- oder
RIIB—Untereinheiten der PKA binden und damit spezifisch die
Interaktion von AKAP-Proteinen mit der Typ IIo bzw. der Typ
II8 PKA hemmen, wurden anhand von dreidimensionalen
‘Strﬁkturmodellen der ‘PKA?Untereinheiten aus der
wildtypischen  PKA-Bindungsdom&ne ' von  AKAP18d Peptide
abgeleitet, die die AKAP-Bindungstasche blockieren kdénnten.
Die Peptide (1-19) 'wufdéﬁ‘Aparallel auf zwei Membranen
synthetisiert und aﬁschlieﬁend in RII-overlay-Experimenten
auf  ihre  Bindungsfihigkeit an RIIa- oder RIIf-
Untereinheiten der PKA getestet (Figur 34) . Die
quantitative Auswertung: zéigte u. a. einen deutlichen
Unterschied deﬁ Bindung der beiden PKA-Untereinheiten an
das Peptid 7, dessen ‘Sequehz neben derer der anderen

Peptide in der Figur 3B aufgelistet ist.

Ausgehend von der Sequenz des Peptids 7 wurden zwei
Peptidbibliotheken auf Membranen synthetisiert und RII-
overiéquxperimenten mit RIIo- bzw. RIIB-Untereinheiten als
Sonden unterzogen. Figur 4 zeigt, dass einige Peptide RIIc-

binden, aber nicht RIIf-Untereinheiten (zum Beispiel die
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Peptide 10/11 und 10/12) und umgekehrt (zum Beispiel Peptid
21/4) . Darlber hinaus weisen einige Peptide eine stérkere
Bindung an RIIa-Untereinheiten als an RIIB-Untereinheiten
auf. Bei anderen ist es umgekehrt. Sie binden RITa-Unter-
einheiten schwécher als an .RIIB-Untereinheiten.
Zusammenfassend =zeigen die Ergebnisse, dass wir mit den
genannten Peptiden A185RIIaH81~und 2 -und Al8d0RIIBRnl die
ersten Blocker-gefunden haben, die selektiv die Interaktion
von RIIo- bzw. RIIB-Untereinheiten' der PKA mit AKAP-

Proteinen identifiziert haben.

Tab. 1 A

Nr. A ANDAQLVRLSKRLVENAVLKAVQQY

Nr. B ANDAQLVRLSKRLVENAVLKAVQQY

Nr. C ASDAQLVRLSKRLVENAVLKAVQQY

Nr. D ASDAKLVRLSKRLVENAVLKAVQQY

Nr. E ARDAKLVRLSKRLVENAVLKAVQQY

Nr. F - ARDAQLVRLSKRLVENAVLKAVQQY

Nr. G 'ANDARLVRLSKRLVENAVLKAVQQY

Nr. H ASDARLVRLSKRLVENAVLKAVQQY -

Nr. I ASDAKTVRLSKRLVENAVLKAVQQY

Nr. J ANDAKTERLSKRLVENAVLKAVQQY

Nr. K ANDAKTERLSQRLVENAVLKAVQQY

Nr. L ANDAKTQRLSQRLVENAVLKAVQQY

Nr. M PEDAELVRLSKRLVENAVLKAVQQY

Nr. N PEDAELVRLSKRLVENAVLQAVQQY

Nr. O PEDAELVRLSKRLVENAVLNGVQQY

Nr. P PEDAELVRLSKRLVENAVLNGQQQY

Nr. Q PEDAELVRLSKRLVENAVLNGNQQY

Nr. R~ PEDAELVRLSKRLVENAVKNGNQQY

Nr. S " PEDAELVRLSKRLVENAVKNGAQDY

Nr. T PEDAELVRLSKRLVENAVLKAVQQY (Akapl8s-wt)

Nr. U PEDAELVRTSKRLVENAVLKAVQQY (AKAP186-L304T)
Nr. V PEDAELVRLSKRDVENAVLKAVQQY (AKAP185-L308D)
Nr. W PEDAELVRLSKRLVENAVEKAVQQY (AKAP185-1.314E)
Nr. X -PEDAELVRLSKRLPENAVLKAVQQY (AKAP186-P)

Nr. ¥ PEDAELVRLSKRLPENAPLKAVQQY (AKAP186-PP)

Nr. z PEDAELVRLDKRLPENAPLKAVQQY (AKAP186-phos)

Nr. AA EPEDAELVRLSKRLVENAVLKAVQQYLEETQ (Akapl8s-RI)
Nr. BB ANDARLVRLSKRLRENAVLKAVQQY (A18SRIIcHs1 (14/14))
Nr. CC ANDARLVRLSKRLYENAVLKAVQQY (A186RIIcHs2 (14/19))
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Nr. DD ANDARTLVRLSKRLVENAVLKEFVQQY (A180RIIRRn1 (21/4))
‘Nr. EE ANDARLVRLNKRLVENAVLKAVQQY (A180RIIoRn2 (10/11))

Nr. FF ANDARLVRLPKRLVENAVLKAVQQY (A18SRIIGRn3 (10/12))

Nx. GG ANDARLVRLSKRDVENAVLKAVQQY. (A185RIIaRn4 (13/02))

Nr. HH YOQEQLEEEVAKVIVSMSIAFAQQTE (AKAP450 1)

Nr. II NLQKIVEEKVAAALVSQIQLEAVQE (AKAP450 2)

Tab. 1

SEQ ID Nr. 1 PEDAELVRLSKRLVENAVLKAVQQY (AKAP185-wt)
SEQ ID Nr. 2 PEDAELVRTSKRLVENAVLKAVQQY (AKAP186-L304T)
SEQ ID Nr. 3 PEDAELVRLSKRDVENAVLKAVQQY (AKAP186-1308D)
SEQ ID Nr. 4 PEDAELVRLSKRLVENAVEKAVQQY (AKAP186-L314E)
SEQ ID Nr..5 PEDAELVRLSKRLPENAVLKAVQQY (AKAP186-P)

SEQ ID Nr. 6 PEﬁAELVRLSKRLPENAPLKAVQQY (AKAP186-PP)
SEQ ID Nr. 7 PEDAELVRLDKRLPENAPLKAVQQY (AKAP186-phos)
SEQ iD Nr. 8 EPEDAELVRLSKRLVENAVLKAVQQYLEETQ (AKAP186-RI)
SEQ ID Nr. 9 NTDEAQEELAWKIAKMIVSDIMQQA

SEQ ID Nr. 10 VNLDKKAVLAEKIVAEAIEKAEREL

SEQ ID Nr. 11 NGILELETKSSKLVQNiIQTAVDQF

SEQ ID Nr. 12 TQDKNYEDELTQVALALVEDVINYA

SEQ ID Nr. 13 LVDDPLEYQAGLLVQNAIQQAIAEQ

SEQ ID:Nr. 14 QYETLLIETASSLVKNAIQLSIEQL

SEQ ID Nr. 15 LEKQYQEQLEEEVAKVIVSMSIAFA

SEQ ID Nr. 16 EEGLDRNEEIKRAAFQIISQVISEA

SEQ ID Nr. 17 ETSAKDNINIEEAARFLVEKILVNH

SEQ ID Nr. 18 ADRGSPALSSEALVRVLVLDANDNS

SEQ ID Nr. 19 SDRGSPALSSEALVRVLVLDANDNS

SEQ ID Nr. 20 TDRGFPALSSEALVRVLVLDANDNS

SEQ ID Nr. 21 FLAGETESLADIVLWGALYPLLQDP

"SEQ ID Nxr. 22 SELLKQVSAAASVVSQALHDLLQHV

SEQ ID Nr. 23 EKESLTEEEATEFLKQILNGVYYLH

SEQ ID Nr. 24 EKGYYSERDAADAVKQILEAVAYLH

SEQ ID Nr. 25 ‘WLYLQDQNKAADAVGEILLSLSYLP

SEQ ID Nr. 26 LKISPVAPDADAVAAQILSLLPLKF



WO 2006/000213

SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ

- SEQ

SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ

ID
ID
ID
ID
ID
ID

ID.

D
ID
D
ID
ID
D

Nr.
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Nr.
Nr.
Nr.
Nr.
Nr.
Nr.

27
28
29
30

.31

32
33
34

35

36
37
38
39

45

SKTEQPAALALDLVNKLVYWVDLYL
VLASAYTGRLSMAAADIVNFLTVGS
VKLSNLSNLSHDLVQEATIDHAQDLQ

APSDPDAVSAEEALKYLLHLVDVNE

QMKAKRTKEAVEVLKKALDATSHSD
KDKLKPGAAEDDLVLEVVIMIGTVS
EKRVADPTLEKYVLSVVLDTINAFF
QENLSLIGVANVFLESLFYDVKLQY
HQSVVYRKQAAMILNELVTGAAGLE
QOLOKQLKEAEQITATAVYQAKEKL
HSVMDTLAVALRVAEEAIEEAISKA
RQVQETLNLEPDVAQHLLAHSHWGA

DIPSADRHKSKLIAGKIIPATATTT.

PCT/DE2005/001181
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Tab. 2
‘ Rllo-Bindung RIIB-Bindung
Peptid Kp [nM] Kp [nM]
AKAP185wt 04-15 1-6
AKAP185L304T 03-09 . 35
AKAP185L.314E 02-13 22
AKAP188L308D keine Bindung keine Bindung
AKAP183-P keine Bindung keine Bindung
AKAP185-PP keine Bindung keine Bindung
Ht31 15 35
Ht31-P “keine Bindung keine Bindung
AKAPs keine Bindung keine Bindung
AKAPs-P keine Bindung * keine Bindung
Tabelle 2. Bindungskonstanten fur die Interaktion von

humanen RIIg- und RII&Untereinhéiten aus der Ratte mit den
angegebenen Peptiden, die aus der wildtypischen RII-
'Bindungsdoméne von AKAP188 (AKAP18dwt) abgeleitet wurden.
Die Werte wurden durch surface plasmon‘resonance-Messungen
erhalten. L, Leuzin, T, . Threonin, D, Aspartat, P, Prolin,
IS, in silico. 304, 308 und 314 bezeichnen die Position der

entsprechenden Aminos&uren in AKAP18S.
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Weitere Peptide; die AKAP-PKA-Interaktionen hemmen

Neben den in den Abbildungen 1-4 beschriebenen Peptiden
konnten weitere identifizieren werden, die als Hemmer wvon
AKAP-PKA-Interaktionen wirken. Zum Nachweis dieser
Eigenschaft wurden die unten aufgefihrten Peptide auf einer
Zellulosemembran synthetisiert (SPOT-Syntheseverfahren) und
einem RII-ovérlay unterzogen (Abb. 5). Alle schwarzen
Punkte représentieren Peptide, die regulatorische PKA-
Untereinheiten gebunden haben. Die Peptide wurden in sechs
Blécken synthetisiert. Die Peptide der Reihe A Positionen
1-17 sind Positivkontrollen und in'allen Bldcken identisch.
Die Namen der unten aufgefihrten Peptide sind aus ihren
Koordinaten in den Bldcken 1-6 abgeleitet, beispielsweise
ist das Peptid l.B‘13., (Sequenz: ’YIALNEDLRSWTAADTAAQISQRKL)

im Block 1 in der Reihe B an der Position 13 zu finden.

Die Abb. 5.‘ zelgt die Identifizierung von Peptiden, die
AKAP—PKA-InterakEibnen hemmen. Kéndidatenpeptide wurden auf
einer Membran synthetisiert und mit radioaktiv markierten
regulatorischen RIiD—Untereiﬂheiten der'PKA inkubiert (RII-
overlay—Experimeht). Alle schwarzen Punkte reprasentieren
Peptide, die 'regulatoriséhe PKA-Untereinheiten gebunden
haben (detektiert mit  einem Phosphoimager) . Die

Peptidsequenzen sind in der beigefligten Liste (Tab. 3)

aufgefthrt:

‘Tab. 3. Sequenz der Peptide

No Sequence Name/ID-Nr.

1|YIALNEDLRSWTAADTAAQISQRKL 1C17 _HUMAN
2|ISKEHWNPTIVALVYNVLKTLMEMN | ‘2A5A HUMAN
3DAPEFHSRYITTVIQRIFYTVNRSW 2ACA HUMAN
4{GSTFONTYNLKDIAGEATISFASGKI | 2ACA HUMAN
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5|LSRYNDQASSSRITERIFSGAVTRG | 2ACA HUMAN
G|EASEFHSRYITTVIQRIFYAVNRSW | 2ACC HUMAN
7IQSEYSWRKMLSGIAAFLLGLIFLLY | 2DOB HUMAN
8|LLLLFWLGWLGMLAGAVVIIVRAPR 4F2 HUMAN
9ILYFHLAPKAEVGVIAKALVRLLRSH A3B2 HUMAN
10[VKONVKMSESQAALPSALKTLQQKL A4E1 _HUMAN
11DPGALGRLGAWALLFFLVTTLLASA AAAT HUMAN
12|CQEVEGMNILGLVVFATIVFGVALRK | AAAT HUMAN
13[EPTTGMDPKARRFLWNLILDLIKTG | ABC2 HUMAN
14RLRGISWKDEARVVKWALEKLELTK | ABC2 HUMAN
15|LIQSLESNPLTKIAWRAAKPLLMGK | ABCR HUMAN
16AYTTQSLASVAYLINTLANNVLOML | ABI2 HUMAN
17|[TLSKTKNLRLLILVGRLFMWEEPELI | ABM2 HUMAN
18[RYGAAEPHTIAAFLGGAAAQEVIKI | ABP1 HUMAN
19INKDDDESPGLYGFLHVIVHSAKGFK ABR_HUMAN
20|PTTHAMSPRLRHVLLELLPRLLGSP | ACHE HUMAN
21|PGSAQEKS IERRFLNGLFSKLQOPRD AD13- HUMAN
22HFDPTTAFRAPDVARALLRQIQVSR | AGRN HUMAN]| .
23HYKETWKALEALVAKGLVQATLGLSN . | AKA1 HUMAN
24|0KLYLDRNLIAAVAPGAFLGLKALR ALS HUMAN
25KEIKSYLKRIFQLVRFLFPELPEEG ALS2 HUMAN
26|ATSPWKTYQLVYFLDKILQKSPLPP | AMPB HUMAN
27|GGAAGDEAREAAAVRALVARLLGPG | ANAG HUMAN
28|GARSGHEQVVEMLLDRAAPILSKTK | ANK3 HUMAN
29/SRTSSPVKSSLFLAPSALKLSTPSS | ANK3 HUMAN
. 30/TSYPWSWARVGPAVELALAQVKARP | ANPA HUMAN
31|[TIDRETSGNLEQLLLAVVKSIRSIP | ANX5 HUMAN
32/AVONRFHGDAQVALLGLASVIKNTP | -ANX9 HUMAN
33[PFRIYQTTTERPFIQKLFRPVAADG | APG5 HUMAN
34RDRASYEARERHVAERLLMHLEEMQ | ARH1 HUMAN
35[EKLKSRPAHLGVFLRYIFSQADPSP .| ARHB HUMAN
3ONNTEKTVKKIKAFVEQVANVVLYSS | ARRS HUMAN
37[EINVERDEKLIKVLDKLLLYLRIVHE | ARS2 HUMAN
38ELLQSETDKVVRAVAIALRNLSLDR | ARVC HUMAN
39|LVASSQOSVREAKAASHVLQTVWSYK | ARVC HUMAN
40|EFKTLSEEEIEKVLKNIFNISLORK | ARY1 HUMAN
41[EFKTLTEEEVEEVLKNIFKISLGRN | ARY2 HUMAN|
42/VINLIGQTPISRLVALLVRGLGTEK | ASB8 HUMAN
- 43|GSAAMAASSVSVVLSSLFLKLYRKP AT7A HUMAN
44/PRSVRDTILSRALILKILMSAATIT ATC4 HUMAN
A5EWTGYTAFFVGILVQQIADLIIRKT ATHL HUMAN
46/ADDQGQHPLLKMLLHLLAFSSAATG ATIP_HUMAN
47|GLGGAWAFVLRDVIYTLIHYINQRP ATM HUMAN
48|STDEYYYYALAIVVMSIVSIVSSLY ATY3 HUMAN
. 49]APQRKTTNPLDLAVMRLAALEQNVE BA2A HUMAN
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50MGALARALLLPLLAQWLLRAAPELA BAE2 HUMAN
51[TTLLRLPQKVFDAVVEAVARASLIP BAE2 HUMAN
52DASYSLILEVQTAIDNVLIQSDVPI BBS7 HUMAN
53[EKEEVPEGMEEAAVASVVLPARELQ BC13 HUMAN
54|SHELRSKILSLQLLLSILONAGPIF BIG1_HUMAN
' 55/SHREAWTNLLLLFLTKVLKISDNRF | BIG1 HUMAN
56/HQSNKGYSLASLLAKVAAGKEKSSN BIR6 HUMAN
57|LIQTSSTEQLRTIIRYLLDTLLSLL BIR6 HUMAN
58RGNLPTSGNISGFIRRLFLQLMLED BIR6 HUMAN
59VTFHLPHHVLKS IASATVNELKKIN BIR6_ HUMAN
60|GAVYKGSLDERPVAVKVFSFANRON | BMR2 HUMAN
61|LTKISLKNNLDHLLASLLFEEYISY BP28 HUMAN
62LVQLVDTLGAEKFLWILLILLFEQY BP28 HUMAN
63RLTSLKKTLATTLAPRVLLPAIKKT | BP28 HUMAN
B4{PISGOTYSVEDAVLKGVVDPEFRIR BPA1 HUMAN|
65WAKQHQQRLASALAGLIAKQELLEA | BPEA HUMAN
B66/HKAELKPLRADYLIARVVTVLEKLI BPL1_HUMAN
67|ASTLILTPTSKDVLSNLVMISRGKE | BRC2 HUMAN
68ENREKVNDQAKLIVGIVVGLLLAAL C166_HUMAN
B9[YRNGKVLHPLEGAVVIIFKKEMDPV C166_HUMAN
70NITDLGAYKLAEALPSLAASLLRLS C2TA HUMAN
71DFRKKARQSIQGILEAAFSEELTRS | C3AR HUMAN
72/SIGLONFEIAKDFVVKVIDRLSRDE CA16_HUMAN
73[VKPSSTRGGVLFAITDAFQRVIYLG | CA1E HUMAN
74 RLGEQNFHKARRFVEQVARRLTLAR CA26 HUMAN
75|SIGYTNFTLEKNFVINVVNRLGATA CA26  HUMAN
76|IYDERGARQLGLALGPALGLLGDPF CA35 HUMAN
77|GSFAWHMNRSIVLLLKVLAQLRDHS | CABI HUMAN| .
78[YKTSTVSADLANLLKRIATIVPRTE | . CABI HUMAN
79[HSGF TETEELKNFLKDLLEKANKTV | CABV HUMAN
80|TNTQVEGDDEAAFLERLARREERRQ | CALD HUMAN
81|FOQLORPPONLLRLLRKAVERSSLMG | CANB HUMAN
82|LYLRONSMGLFSALRHALAKESLVG | CANC HUMAN
83DKVTQKQFQLKEIVLELVAQVLEHK | CAQ2 HUMAN
© 84/EGFHLLGQPLSHLARRLLDTVWNKG | CARF HUMAN
85ELYLRKRHHEPGVADRLIRLLQETS | CARF HUMAN
86|LIRSLYEMQEERLARKAARGLNVGH | CARF HUMAN
87RLLDLATVKANGLAAFLLQHVQELP | CARF HUMAN
88[EGFSFNPLKIEVFVQTLLHLAAKSF CB80_HUMAN
89RITODAQLKSSKVVHKAVLQLNEEG CBG HUMAN
90[VKKAPDAEELDKVARLAAKALASVS CBP4 HUMAN
91MEQVAHQTIVMQFILELAKSLKVDP CC37 HUMAN
92[FKITRYWNSLSNLVASLLNSVRSIA | CCAC HUMAN
" 93HIPTPGAALSWQAAIDAARQAKIMG | CCAC HUMAN
94INWLTEVQDTANKALLALFTAEMLIK | CCAC HUMAN
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O5[PNSSKQTVLSWQAATDAARQAKAAQ | CCAD HUMAN
96RTLLWTFIKSFQALPYVALLIAMIF | CCAF HUMAN
97[VRHKYNFDNLGQALMSLFVLASKDG | CCAG HUMAN
98|LRVISRAPGLKLVVETLISSLKPIG CCAl_ HUMAN
OOINYMFTTVFVLEAVLKLVAFGLRRFF CCAl HUMAN
100|VGNLGLLFMLLFFIYAAL.GVELFGK CCAl_ HUMAN
101|VHEHKYNFDNLGQATLMSLFVLASKDG CCAl_ HUMAN
102|FKITKYWTSLSNLVASLLNSIRSIA | CCAS HUMAN
103[HNQPLWLTRLODIANRVLLSLFTTE | CCAS HUMAN
104/VKSKEEAQHVORVLAQLLRREAALT | CD93 HUMAN
105RVAQDLGLELAELVPRLFRVASKTH | CDA1 HUMAN
106|VFSRRGGLGARDLLLWLLLLAAWEV | CDA1 HUMAN
107RIAQDLGLELEELVPRLFRVASKRE | CDA2 HUMAN
108RRGRGAWTRLLSLLLLAAWEVGSGQ | CDA2 HUMAN
109|RIAQDLGLELAELVPRLFRVASKRH | CDAD HUMAN
110[RIAQDLGLELAELVPRLFRVASKGR | CDA5 HUMAN
111|RIAQDLGLELAELVPRLFRMASKDR | CDA6 HUMAN
112|PTSNQOVKPLGLVLRKLLDREETPE | CDA9 HUMAN
113[RIAQDLGLELAELVQRLFRVASKRH | CDAA HUMAN
114|ALLATQAGSAGGAVNKLVPRSVGAG | CDAB HUMAN
115RIAQDLGLELAELVQRLFRVASKTH | CDAB HUMAN
116|VIIGPRGPGSORLLLSLLLLAAWEV | CDAC HUMAN
117|ADRGSPALSSEALVRVLVLDANDNS | CDB2 HUMAN
118HYSVAEETESGSFVANLLKDLGLEI CDB2 HUMAN
119|TDRGSPALSSEALVRVLVLDANDNS | CDBE HUMAN
120|SDRGSPALSSEALVRVLVLDANDNS CDB9 HUMAN
121|[TDHGSPALSSEALVRVLVLDANDNS | CDBC HUMAN
122|SDHGSPALSSEALVRVVVLDANDNS | CDBD HUMAN
123|TDRGFPALSSEALVRVLVLDANDNS CDBF_HUMAN
124|PPQRHPQRSEQVLLLTLLGTLWGAA | CDG6 HUMAN
125/TPRFLKEELEVKILENAAPSSRFPL | CDG6 HUMAN
126[RGPAGQRRMLFLFLLSLLDQVLSEP | CDGF HUMAN
127|SGGEGSDEGLASAAARGLVEKVRQLL | CDN5 HUMAN
128/TRMAAESRRVLLLAGRLAAQSLDTS | CENB HUMAN
129|MGSEDHLGVIPRAIHDIFQKIKKFP | CENE HUMAN
130|KRGPLLTALSAEAVASALHKLHODL | CEP2 HUMAN
131|EYHYVQEKASKLAAASLLLALYMKK | CGB3 HUMAN
132|YIDENQDRYIKKLAKWVAIQSVSAW | CGL1 HUMAN
133|ANPVEIRRGVMLAVDAVIAELKKQS CH60_HUMAN
134|PVAVRLOMSERNIL.SRLANRAPEPT | CHD4 HUMAN
135|ARERERLAHSRRAAARAVAAATAAV CIK4 HUMAN
136|LKTISVIPGLKTIVGALIQSVKKLS CIN9 HUMAN
137|LSRFEGMRVVVNALLGAIPSIMNVL CIN4 HUMAN|
138|LYILTPFNPLRKIATIKILVHSLFSM | - CIN1 HUMAN
139LYILTPFNPIRKLAIKILVHSLEFNM CIN2_HUMAN
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140|LSRFEGMRVVVNALVGAIPSIMNVL CIN5 HUMAN
141LYILTPLNPVRKIATKILVHSLFSM CIN3 HUMAN
142|LKTITVIPGLKTIVGALIQSVKKLS CIN4 HUMAN
143|LKTISVISGLKTIVGALIQSVKKLA CIN5 HUMAN
144|LYVLSPFHPVRRAAVKILVHSLFNM CIN5 HUMAN
145LYILSPFNLIRRIATKILIHSVFSM CIN8 HUMAN
146[EEQLRLRERELTALKGALKEEVASR CING_HUMAN
147NYGKFEKGYLIFVVRFLFGLVNQER . | CIS1 HUMAN
148[RGALLAGALAAYAAYLVLGALLVAR | CIW6 HUMAN
149|AQKVTRQEREEALVRGVFMKVVKPK CJ11_HUMAN
150MLRYDVYGGENEVIPEVLRKSHSHF CJ24 HUMAN
151/[ERQSAEVOGSLALVSRALEAAERAL, | CK13 HUMAN
-152|RSGYIEANELKGFLSDLLKKANRPY CLB2 HUMAN
153|VRRKLGEDWIFLVLLGLLMALVSWS CLC1_HUMAN
154AYTVNYFMYVLWALLFAFLAVSLVK | CLC5 HUMAN
155LTHSVSDAFSGWLLMLLIGLLSGSL CLC5 HUMAN
156|YFPLKTLWRSFFAALVAAFTLRSIN | CLC5 HUMAN
157 RKKGRESYIETELIFALAKTSRVSE CLH2 HUMAN
158/FAGSWRSGLAFLAVIKAIDPSLVDM |-CLMN HUMAN
159|GYFGSDVKVAYQLATRLLAHESTOR CLR2 HUMAN
160|SPERFLSPLLGLFIQAVAATLATPP CLR2 HUMAN
161|LOEQLYVRRAALAARSLLDVLPFDD CLR3 HUMAN
162/WOERFLSPLLGRFLEGVAAVLATPA CLR3 HUMAN
163|YFSQDVRVTARLLAHLLAFESHQQG CLR3 HUMAN
164|LGSVIDISGLQRAVKEALSAVLPRV | CN2A HUMAN
165|SFMEHIAMPIYKLLQODLFPKAAELY |. CN2A HUMAN
166WVSFTSLGSLPSALRPLLSGLVGGA | CN3B HUMAN
167[HVIYQRVDKAVGLAEAALGLARANN | CN93 HUMAN
168/TDMKDMRLEAEAVVNDVLFAVNNMF | CNC9 HUMAN
169[PKIVGRTKDVKEAVRKLAYQVLAEK | CND3 HUMAN
170[YGPTNFAPIINHVARFAAQAAHQGT | CNE1 HUMAN
171|LAHLRARLKELAALEARRKHEELVE- | CNG4 HUMAN
172/EEGGTPEQGVHRALQRLAHLLQADR | CNRC HUMAN
173[WKGGSASTWLTAFALRVLGQVNKYV C0O5_HUMAN
174 DVLPNFFYHSNQVVRMAALEVYVRR | COA1 HUMAN
175RQVOAEVPGSPIFVMRLAKQSRELE | COA1 HUMAN
176|SSQFHMATNSSMFLKQAFEGEYPKL | COG5 HUMAN
177|VRRLERKYSSIPVIQGIVNEVROSM | COG8 HUMAN
178|TDPDLPPGYVQSLIRRVVNNVNIVI | COH1 HUMAN
179|GDVKSKTEALKKVIIMILNGEKLPG | COPB HUMAN
180|TFTLSTIKTLEEAVGNIVKFLGMEP | COPG HUMAN
181|LLFGAWAGVLGTALSLLIRAELGQP | COX1 HUMAN
182RFIFNRVVLENEAVRAAAVSALAKF | CPG2 HUMAN|'
183RREEATRQGELPLVKEVLLVALGSR | CPSA HUMAN
184 NATLFTAAEIAPFVEILLTNLFKAL CSE1_ HUMAN
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185|SVNWKHKDAATIYLVTSLASKAQTQK | CSE1_HUMAN
186|0RREGGGRNIGGIVGGIVNFISEAA .| CSS2_HUMAN
187|IEKESQRKSIDPALSMLIKSIKTKT | CT06_HUMAN
188|LDVIYWFRQITAVVLGVIWGVLPLR | CT24 HUMAN
189HRLLSTEWGLPSIVKSLIGAARTKT | CT45 HUMAN
190|NKSGNRSEKEVRAAALVLQTIWGYK CTD1 HUMAN
191|RHLTQQODPLSEAIVEKLIQSIQKVF .| CTDB_HUMAN
192|RFVKLAVMGLTVALGAAALAVVKSA | CTEO_HUMAN
193|SVKRGNMVRAARALLSAVTRLLILA CTN1_HUMAN
194|SVKRGTMVRAARALLSAVTRLLILA | CTN2 _HUMAN
195|ARENAGPATIVISFLIAALASVLAGL CTR1_HUMAN
196[VSSSAPSVYSVQALSLLAEVLASLL CcU05_HUMAN
197|VYRSDEKEKAVPLISRLLYYVFPYL CU05 HUMAN( -
198RGPHGQLSPALPLASSVLMLLMSTL CV03 HUMAN
199|TLRFLEASALLATASGLLAVLLAGL | CV03_HUMAN
200/FPNPRRRLRLODLADRVVDASEDEH - | CYA3_HUMAN
201|LEYYSEREGLODIVIGITKTVAQQT | CYG1_HUMAN
202WKGAPTTSLISVAVTKITAKVLEDN | D7A1_HUMAN
203|YVASAFTLAVNIIAKKIVLKEQTGS | DCOR_HUMAN
204|[LLRILTDALVPYLVGQVVAGAQALQ | DCUP_HUMAN
205 AEKTDEEEKEDRAAQSLLNKLIRSN DD19 HUMAN
206|DEERRQLIQLRDILKSALQVEQKED- | DDF2_HUMAN
207|LGHPAAFGRATHAVVRALPESLGQH ' DDH1_HUMAN
208|ASFQRKWFEVAFVAEELVHSEIPAF DEP5_HUMAN
209[KVAFTGSTEVGKLIKEAAGKSNLKR | DHA1_HUMAN
210KIAFTASTEVGKLIQEAAGRSNLKR | DHA2 HUMAN
211EATKFINRQEKPLALYAFSNSRQVV. | DHA8 _HUMAN
212/PRALLAALWATEAAGTAALRIGAFN | DHP1_HUMAN
213R1,VSSPPSGVPGLALLALLALLALR DIAC_HUMAN
214 RVVLKGDVSLKDIIDPAFRASWIAQ DIAC_HUMAN
215/ FOLPSROPALSSFLGHLAAQVQAAL DIS1 HUMAN
216RSLTSEREGLEGLLSKLLVLSSRNV DIS1 HUMAN| "
217|LIGPKVRITLMKFLPSVFMDAMRDN. | DJCD_HUMAN
218/0RPRAPRSALWLLAPPLLRWAPPLL | DLG4 HUMAN
219RQRLLGRSWSVPVIRHLFAPLKEYF | DM3A_HUMAN
. 220/KRKLEDLS SEWKAVNRLLQELRAKQ DMD HUMAN
221 ILPARVPRPGLSEALSLLLFAVVLSR DMK_HUMAN
222|0RELQEAT.GARAALEALLGRLQAER DMN_HUMAN
223|SARLRMVETLSNLLRSVVALSPPDL DNL1 HUMAN
224/ELAEHLNASLAFFLSDLLSLVDRGF | DOC6_HUMAN
295/GPFRQOHEFLAGLLLTELALALEPEA | DOC6_HUMAN
226LRAHGTHPAISTLARSAIFSVTYPS | DOC6_HUMAN
227|IYEPPRYMSVNQAAQQOLLEIVQNQR | DPH5 HUMAN
208|HTYLYHHAQAHKALFGIFIPSQRRA. | DPOE_HUMAN
229|FNWRQAHMQARFVILRVLLEAGEGL DPP3 HUMAN
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230/GVILGKWAILAILLGIALLFSVLLT | DSC3 HUMAN
231|PNTELNVSRLEAVLSTIFYQLNKRM | DTNA HUMAN
232RLDEEHRLIARYAARLAAESSSSQP | DTNA HUMAN
'233|LTSVLGILASSTVLFMLFRPLFRWQ | DUFF_HUMAN|
234|POELYESSHIESATNVAIPGIMLRR . | DUS6_HUMAN
235|SRELYESARIGGALSVALPALLLRR | DUS9 HUMAN
236DYYKKQVAQLKTLITMLIGQLSKGD | DYH9 HUMAN
237|RDFVEEKLGSKYVVGRALDFATSFE DYH9 HUMAN
238|IGVKFLINEATTLADLLALRLHRVE | DYHB _HUMAN
239|EGKKKQTNYLRTLINELVKGILPRS. | DYHC HUMAN
240/GPSGSGKSMAWRVLLKALERLEGVE | DYHC HUMAN
241|KLVAEDIPLLFSLLSDVFPGVQYHR | DYHC HUMAN
242|LLSATELDKIRQALVAIFTHLRKIR | DYHC HUMAN
243WRRFRWAIILFIILFILLLFLAIFI DYSF HUMAN
244|PVRREVTDKEQEFAARAAKQLEYQQ - | E4L3 HUMAN
245|FPGDILMRMLKMLILPLIISSLITG EAAZ2 HUMAN
246 KLMVDFFNILNEIVMKLVIMIMWYS EAA2 HUMAN
247|FPGETLMRMLKLIILPLIISSMITG | EAA3 HUMAN
248/PFMSAVSGRAYPAAITILETAQKIA EDD HUMAN
249RNTFAERT.SAVEATANATISVVSSNG EDD HUMAN
250NAAQTPRIPSRLLAILLFLLAMLLT EFA5 HUMAN
251|GLKELPMRNLQEILHGAVRFSNNPA | EGFR_HUMAN
252MVETQOLMRVYGATLMWALGKVVETP | EHD2 _HUMAN
253lHGTVSWDTFSVAFIKKIASFVNKSA | ELM1_HUMAN
254HGIVSWDMVSITFIKQIAGYVSQPM ELM2 HUMAN
255 VMNQQLOTKAMALLTALLOGASPVE ELM3 HUMAN
256 ESRVQQOQEDEITVLKAALADVLRRL EML4 HUMAN
257|GOFGVGFYSAFLVADKVIVTSKENN | ENPL _HUMAN
258/ELSSQLPERLSLVIGSILGALAFLL EPB6 HUMAN
250MYRTHTRRALQTVAQLILELIEKQE | EPPL_HUMAN
260|SGRAAALRQVVSAVTALVEAAERQP EPPL _HUMAN
261RLOALRLEREEYVLLKALALANSDS. | ERR1_HUMAN
262/GESAGGESVSVLVLSPLAKNLFHRA EST1 HUMAN
263ITPOKNNYNSIAAILIGVLLTSMLVA - | EV2B_HUMAN
264|ALRPAPALLAPAVLLGAALGLGLGL EvVC HUMAN
265NILVTTTQLIPALAKVLLYGLGIVF EYA1 HUMAN
266|NVLVTTTQLIPALAKVLLYGLGSVF EYA2 HUMAN
267/ PADEKLQEKAWGAVVPLVGKLKKFY F49B HUMAN
268|VEQRKKLSSLLEFAQYLLAHSMFSR | FACA_HUMAN
269INRLGI ESPRSEKLARELLKELRTQV | FACC_HUMAN
270/00RAQOTMVQVKAVLGHLLAMSRSSS ~ | FACC_HUMAN
271|SGOSKINSWIQGVLSHILSALRFDK | FACC _HUMAN
272|ETRRGAYLNALKIAKLLLTAIGYGH | FAFX HUMAN
273I1SOAYDNLSLSDHLLRAVLNLLRREV FAFX_HUMAN
274WVVPVLPKGELEVLLEAAIDLSKKG FAFX HUMAN
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275WVVPVLPKGELEVLLEAATDLSVKG FAFY HUMAN
276RSNDKVYENVTGLVKAVIEMSSKIQ | FAK1 HUMAN
277|ARTSSAEYNVNNLVSPVLFQEALWH FAS HUMAN
278[FRYMAQGKHIGKVVVQVLAEEPAVL . FAS HUMAN
279 AVT IHPVTGSISVLNPAFLGLSRKL FAT2_HUMAN
280/PGPAPLRLLEWRVAAGAAVRIGSVL FCP1 HUMAN
281 MEEWDRYPRIGDILQKLAPFLKMYG | FGD1 HUMAN
282/SGTKKSDFHSQMAVHKLAKSIPLRR | FGR1 HUMAN
283|PSHSLLRLPLLOLLLLVVQAVGRGT: FK10 HUMAN
284DVF IWLGRKSPRLVRAAALKLGQEL FLIH HUMAN|
285HRLLQQLVLSGNLIKEAVRRLORAV FRT2_HUMAN
286/LPHGSGLGTSSILAGTALAALQRAA | FUK HUMAN
287|PESTARMQGAGKALHELLLSAQRQG | G45G HUMAN
288PKVDKWSRFLFPLAFGLENIVYWVY | GAAT HUMAN
289 RLFTNLKDTSSKVIQSVANYAKGDL GAK HUMAN
290[ESLREVQLEELEAARDLVSKEGFRR | GAL1 HUMAN
291 RPFLPYFNVSQQFATFVLKGSFSEI | GALC HUMAN
292NHGMWQTISVEELARNLVIKVNRDA | GAS6 HUMAN
293 AGEDPKVTRAKFFIRDLFLRISTAT | GBAF HUMAN
294/PSVFGSNPKAHTAAKTVFHLAHRHG GBF1_HUMAN
295HGRLIFITVLFSIIIWVVWISMLIR | GC5D HUMAN
296NVLKDKMEKLKRLLOVAARKSQVTL | GCC1 HUMAN
297|TINKFDKNFSAHLLDLLARLSIYST | GCP2 HUMAN
298|TINNDTTITLAIVVDKLAPRLSQLK | GCP5 HUMAN
299GLLTEKAAPVMNVIHSIFSLVLKFR | GCP8 HUMAN
300TAKQELIAHAREAASRVLSALSDRQ | GCP6 HUMAN
301|SYESMSEPPTIAHLLRPVLPRAFAFP | GCP6 HUMAN
302/GSAVEIVGLSKSAVRWLLELSKKNT GDE_HUMAN
303/LRLETAPNISKDVIRQLLPKAPPLR | GDF8 HUMAN
304|VLGDIHTTLLSAVIPNAFRLVKRKD GDL1_HUMAN
305 KDHAGVMGESNRLLSALTRHSKSKD | GDS1 HUMAN
306|FNQOLTQSASEQGLAKAVASVARLVI - | GEM4 HUMAN
307|GROKLARFNAREFATLIIDILSEAK |- GIT1 HUMAN
308KPVYYALEGSVAIAGAVIRWLRDNL | GLPK HUMAN
309VGILSRRLOEALAAKEAADAELGQL | GOA3 HUMAN
310FLRRYPIARVFVIIYMALLHLWVMI | GOA5 HUMAN (
311|VLGLFWLLFASVVLILLLSWVGHVK | GPBA HUMAN
312/QASWVRPGVLWDVALVAVAALGLAL GPIX HUMAN
313|FRLVSRRDYASEATKGAVVGIDLGT | GR75 HUMAN
314[EDFKAKKKELEEIVQPIISKLYGSA | GR78 HUMAN
315/COPKRYKGFSIDVLDALAKALGFKY | GRD1 HUMAN
316|FOGKKNMTLAGRLAGPLFQTLIVAW GRIP_HUMAN
317|QKGHKSQREELDAILFIFEKILQLL | GRIP HUMAN
318[VKTQMQHGLISIAARTVITHLVNHL GRIP_HUMAN
319|VPTWDTIRDEEDVLDELLQYLGVTS GRIP_HUMAN
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HUMAN

320HEHIERRRKLYLAALPLAFEALIPN | GRLF
321|GVWSEKGQVEVFALRRLLQVVEEPQ |GRWD HUMAN|
322|MRPEDRMFHIRAVILRALSLAFLLS | HA2Q HUMAN
323|SHTRGPEQQVKAILSELLQRENRVL HAPI_ HUMAN
324|AMSKSRNPRLQTAAQELLEDLRTLE HBP2 HUMAN
325/AL.GHKRNSGVPAFLTPLLRNT IISL HD HUMAN
326/ENEDKWKRLSRQIADI ILPMLAKQQ HD HUMAN
-327|FGDAALYQSLPTLARALAQYLVVVS HD HUMAN
328|GLLKLOERVLNNVVIHLLGDEDPRV HD HUMAN
329INLSSRETSSLESFVRRVANIARTNA | HED1 HUMAN
330|GLPRPPMLLALLLATLLAAMLALLT | HEXB HUMAN
331|DQRKMLLVGSRKAAEQVIQDALNQL HIP1_HUMAN
332|GIALAYGSLLLMALLPIFFGALRSV | HM13 HUMAN
333/PNWKLKVSNLKMVLRSLVEYSQDVL | HOK2 HUMAN
334/GDOLAQLNTVFQALPTAAWGATLRA | HPS6 HUMAN
335/LLSSGRPKAVLOAVGQLVQOKEQWDR | HPS6 HUMAN
336|QKHAQQOKVVNKLIQFLISLVQSNR HSF1_HUMAN
337|AKHAQQQQVIRKIVQFIVTLVONNG | HSF2 HUMAN
338|LNAARRYLGIEDLAGKVFVTSGLGE | HUTU HUMAN! -
339|FEKMISGMYLGEIVRHILLHLTSLG HXK3 HUMAN
340|IPANLSONLEAAAATQVAVSVPKRR - 14G1_ HUMAN
341|IFHKNVFHYLMAFLRELLKNSAKNH | [5P2 HUMAN
342|FEQWAHSEDLQSLLLRVANAVSVKG ICE9 HUMAN
343/KNSEATLPTAVRFAKTLLANSSPFN IF_ HUMAN
344/SGKVSADNTVGRFLMSLVNQVPKIV IF35 HUMAN
345NPKIWNVHSVLNVLHSLVDKSNINR JAF3l HUMAN
346|LHGVMEYDLSLRFLENALAVSTKYH IF3X_HUMAN
347|ENGMYGKRKLLELIGHAVAHLKKAD IFT2_HUMAN|
348|YRRKDEPDKAIELLKKALEYIPNNA IFT2 HUMAN
349|APSDPDAVSAEEALKYLLHLVDVNE | [KAP HUMAN
350|QLVKLLGASELPIVTPALRAIGNIV IMA2_HUMAN
351|SSNVENQLQATQAARKLLSREKQPP. IMA2 HUMAN
352/PLLSHQEVKVQTAALRAVGNIVTGT IMA4 HUMAN
353 MRKEEPSNNVKLAATNALLNSLEFT IMB1 HUMAN
354|PPEETSKFYAKGALQYLVPILTQTL iMB1_HUMAN
355/PYYDLFMPSLKHIVENAVQKELRLL IMB3_HUMAN
356|TAAEEARQMAAVLLRRLLSSAFDEV IMB3_HUMAN
357|LIAYRSRKRLETFLSLLVQNLAPAE INPP_HUMAN|
358|FVEPHKNMEVMGFLHGIFERLKQFL IP11_ HUMAN
359|LPVPQGPNPVVVVLQQVFQLIQKVL IP13_HUMAN
360[NRERQKLMREQNILKQIFKLLQAPF IP3R_HUMAN
361NRERQKLMREQNILAQVFGILKAPF IP3S _HUMAN
362[EKRVADPTLEKYVLSVVLDTINAFF IP3T_HUMAN
363NRERQKLMREQONILKQVFGILKAPF IP3T_HUMAN
ETIQGLGAASAQFVSRLLPVLLSTA IPO4 HUMAN

364
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365HPAQEHFPKLLGLLFPLLARERHDR IPO4 HUMAN
366|LLRNPSSPRAKELAVSALGATIATAA IPO4 HUMAN
367|LMASPTRKPEPQVLAALLEALPLKE | - IPO4 HUMAN
368|SKALLKNRLLPPLLHTLFPIVAAEP IPO4 HUMAN
. 369[YMQAVNRERERQVVMAVLEALTGVL IPO4 HUMAN
370DQYRQKEYVAPRVLQOQAFNYLNQGV IPO8 HUMAN
371|ILADLNLSVSPFLLGRALWAASRFT IPO9 HUMAN
372|LGFENLVFSIFEFVHALLENSKFKS IPO9 HUMAN] -
373/PERWTNIPLLVKILKLIINELSNVM IPO9 HUMAN
374[RTSEFTAAFVGRLVSTLISKAGREL | IPO9 HUMAN
375 LYNYASNQREEYLLLRLFKTALOEE IQG1_HUMAN
376|NRGARGQNALRQILAPVVKEIMDDK 1QG1_HUMAN
377|YODLLQLQYEGVAVMKLFDRAKVNYV IQG1_HUMAN
378|LYNYASNQREEYLLLKLFKTALEEE 1QG2_HUMAN
379NRGARGONTLRQLLAPVVKEI IDDK QG2 HUMAN
-380|WSPRKLPSSASTFLSPAFPGSQTHS IRA1_HUMAN
381|WLGGGVVPDAIVLAEEALDKAQEVL IRBP_HUMAN
382|GKPLERKLILVQVIPVVARMI YEMF IRF6_HUMAN
383WRYMLLIFSLAFLASWLLFGI IFWV IRKC_HUMAN
384{WRWMMLVFSASFVVHWLVFAVLWYV IRKD_HUMAN
385 ALVIFEMPHLRDVALPALGAVLRGA - IRR_HUMAN|
386[VGWITAISLLVGILIFLLLAVLLWK ITA9 HUMAN
387|SNSIYPWSEVQTFLRRLVGKLFIDP ITAG_ HUMAN
388PIWIIVESTLGGLLLLALLVLALWK ITAH HUMAN
389|QGFTYTATATQNVVHRLFHASYGAR ITAX_ HUMAN
390/ARPRPRPLWVTVLALGALAGVGVGG | ITB3 HUMAN
391|LVVLLSVMGAILLIGLAALLIWKLL ITB3_ HUMAN]|
392MAGPRPSPWARLLLAALTSVSLSGT - ITB4 HUMAN
393AARQRQETAAARAADALLKAVAASS | JPH4 HUMAN
394|LSTLRYADRAKRIVNHAVVNEDPNA - | K13A HUMAN
395|SNINKSLTTLGLVISSLADQAAGKG K13A HUMAN
396|LSTLRYADRAKHIVNNAVVNEDPNA | K13B HUMAN
397|QENLSLIGVANVFLESLFYDVKLQY K13B HUMAN
398|STSFRGGMGSGCGLATGIAGGLAGMG K1CR _HUMAN
399|GFDVNIVEEELGIISRAVKHLFKSI K21A HUMAN
400HQSVVYRKQAAMILNELVTGAAGLE K406 HUMAN
401|SLVHRLTRDAPLAVLRAFKVLRTLG K406 HUMAN
402|YLSVKQPVKLQEAARSVFLHLMKVD K406_HUMAN
403 KNVMEFLAPLKPVAIRIVRNAHGNK K682_HUMAN
404/GMRRGNMGHLTRIANAVVONLERGP K685 HUMAN
405RQODVLEWLNEEKVIQRLVELIHPSQ K685 HUMAN
406|EELVSTIPWKVLKVVAKVIRALLRIL K830 HUMAN
407|GFIATPFIKLFQLIVYLVVAILKNT K830 HUMAN
408/TEILOHPERARDALRVLLELVEKSL | KA43 HUMAN
KB15_HUMAN

409RODVVNWLNEEKIVQRLIEQIHPSK
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410 ALELATEMEELGLVTHLVTKLRANV KBF2 HUMAN
411|NSQWRQDMS I SLAALELLSGLAKVK KC19 HUMAN
412|[EKGFYTERDASRLIFQVLDAVKYLH | KCC1 HUMAN
413[EKGYYSERDAADAVKQILEAVAYLH | KCC4 HUMAN
414LOEFNARRKLKAAVKAVVASSRLGS | KCC4 HUMAN
415|YALKRSFKELGLLLMYLAVGIFVES KCF1 _HUMAN
416|LLRLASTPDLRRFARSALNLVDLVA KCV2 HUMAN
417|STYFDMNLFLDIILKTVLENSGKRR KE34 HUMAN
418RGEGVVRQYWSSSFLVDLLAVAAPVV KE72 HUMAN
419|SALESTEEKLHDAASKLLNTVEETT KF11 HUMAN
420|QENEPTVGVIPRVIQLLFKEIDKKS KF4A HUMAN
421|ELSNHQKKRATEILNLLLKDLGEIG KF5C HUMAN
:422|[EATAFGLGKEDAVLKVAVKMLKSTA | KFMS HUMAN
423 KDKLKPGAAEDDLVLEVVIMIGTVS KFP3 HUMAN
424MEGKLHDPQLMGIIPRIARDIFNHTI | KINN HUMAN
425/SSATIDHIFASKAVVNAAIPAYHLR KIST HUMAN| -
426|YLEVGLSGLSSKAAKDVLGFLRVVR KNC1 _HUMAN
427|LEKLGYMDLASRLVTRVFKLLQNQI LCAP _HUMAN
428 EAPAYHLILEGILILWIIRLLFSKT LCB1 HUMAN
429 KTPSGIKLTINKLLDMAAQIAEGMA LCK HUMAN
430ARGYVQDPFAALLVPGAARRAPLIH | LCM2 HUMAN
431|DSLYFRLKTAGRLARAAVWEVDFPD LCM2 HUMAN
432|PLPSLRFLEELRLAGNALTYIPKGA | LGR5 HUMAN
433|FWKAFWNITEMEVLSSLANMASATV LIPS HUMAN
434[VTITLDLRQVFQVAYVIIKAANAPR | LMA1 HUMAN
435[ERTNTRAKSLGEFIKELARDAEAVN LMA2 HUMAN
436|ETQKEIAEDELVAAEALLKKVKKLE. | LMA2 HUMAN
437/0SQAHQORGLFPAVLNLASNALITT. | LMA2 HUMAN|
438NSARDAVRNLTEVVPQLLDQLRTVE | LMA4 HUMAN
439[VKLSNLSNLSHDLVQEAIDHAQDLQ | LMA4 HUMAN
440|GOPLPWELRLGLLLSVLAATLAQAP | LMB2 HUMAN
441|ATLDEKVRERLRMALERVAVLEEELE LPA3 HUMAN
442DNTKSQLAMSANFLGSVLTLLQKQH | LPC4 HUMAN
443|LLGGIKVKLLRGLLPNLVDNLVNRV LPC4 HUMAN
444|KGNKSSYHRLSELVEHVFPLLSKEQ LPN2 HUMAN
445[KNHKSTYERLGEVVELLFPPVARGP | LPN3 HUMAN
446|TVLDQQQTPSRLAVTRVIQALAMKG | LPRC HUMAN
447/PGPLPSLPLEPSLLSGVVQALRGRL LR10 HUMAN
448|SKTEQPAALALDLVNKLVYWVDLYL | LR1B HUMAN
449 AAKYRDHVTATQLIQKIINILTDKH | LRBA HUMAN
450[VSNMSITERLEHALEKAAPLLREIF | LRBA HUMAN
451|LSLLLLVTSVTLLVARVFQKAVDQS LYIl_ HUMAN
452 DHLSQSKVIETQLAKPLFDALLRVA LYST HUMAN
453|SQAELVQKGSELVALRVALREARAT LZT2 HUMAN
454|SRHHHGS STAGGLVKGALSVAASAY HUMAN
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455/GMAAGLYSELFTLLVSLVNRALKSS M18A_HUMAN
A56AVVFSYIATLLYVVHAVFSLIRWKS MAL HUMAN
‘457|PPLNTIRDVSLKIAEKIVKDAYQOEK | MAOX HUMAN
458 TFNDDIQGTASVAVAGLLAATLRITK | MAOX HUMAN
459 KRKTTAAGGESALAPSVFKQAKDKV | MAP2 HUMAN
480/KGKIKVIKKEGKAAEAVAAAVGTGA | MAPB HUMAN
461|FHPAVRNSSEVKFAVQAFAALNSNN | MC3A HUMAN
462RRLGGLASQEPGATIIELFNSVLQFL | MC3A HUMAN
463 PPAAARAGGSPTAVRSILTKERRPE - | MCDL HUMAN
464RFSVVDMAALGGVLGALLLLALLGL | MCDL HUMAN
465RGTVARGAGAGVVVKDARAPSQPLR | MCDL HUMAN
466/AAFMKKYIHVAKIIKPVLTQESATY | MCM3 HUMAN
467 DLRRKNEKRANRLLNNAFEELVAFQ | MCM3 HUMAN
‘468/PFPSWRFPGLLLAAMVLLLYSFSDA MCP_HUMAN
469DVSTLHVQKIISAISELLERLKSYG | MDN1 HUMAN
470[LATHRSTAKLLSVLAQVFTELAQKG | MDN1 HUMAN
471|SLRNFYSHSLSGAVSNVFKILOPNT | MDN1 HUMAN
“472VTSIAKAPAVQDLLTRLLQALHIDG | MDN1 HUMAN
473QQLOKQLKEAEQILATAVYQAKEKL | MED4 HUMAN
474 RLREWWATALTTAVTSAFLLAKVIL | MENT HUMAN
475MNMAKTSQTVATFLDELAQKLKPLG | MEPD HUMAN
-476/KDYTKVDRSAAYAARWVAKSLVKGG | METK HUMAN
477 KDYTKVDRSAAYAARWVAKSLVKAG METL_HUMAN
478VSPLKHFVLAKKAITAIFDQLLEFV | MFN1 HUMAN
479GYFPMIFRKAREFIEILFGISLTEV | MGC3 HUMAN
480RKPRFMSAWAQVIIASILISVQLTL | MGR1 HUMAN
481LKTAADRQAEDQVLRKLVDLVNQRD MIL1 HUMAN
482[YLMVMIGMFSFIIVAILVSTVKSKR | MIR1 HUMAN
- 483|SSQPLTLEHVRYFLYQLLRGLKYMH MK07 HUMAN
484/GARLALDEHVQFLVYQLLRGLKYIH |.MK11 HUMAN
485[VKKPAGPSISKPAAKPARAGAPPAK | MLEY HUMAN
486|RGERLEMFRVGGLVFHATGQLLPHQ MLL2 HUMAN
487WYVLVIISDLMTIIGSILKMEIKAK | MLN2 HUMAN
488|SCGKPRRKSNLPIFLPRVAGKLGKRP | MLPH HUMAN
489KQKHFNEREASRVVRDVAAALDFLH | MNK1 HUMAN
490|KHLERRDAESLKLLKEAIWEEKQGT | MOC3 HUMAN
491VYRKMPEHVLGRIAVAVVKGLTYLW. | MPK5 HUMAN
492DLIFLRGIMESPIVRSLAKVIMVLW | MPP2 HUMAN
493|STATNPONGLSQILRLVLQELSLFY | MPP4 HUMAN
494/ ARRRLWGFSESLLIRGAAGRSLYFG | MPPB HUMAN
495|YYAKAFSKDLPRAVEILADIIQNST | MPPB HUMAN
496[HSVMDTLAVALRVAEEATIEEATSKA MRIP_HUMAN
497|AVSSAHRAASLEAVSYAIDTLKAKV MS2L HUMAN
498 DEKKRRLMGLPSFLTEVARKELENL | MSH5 HUMAN
499/SPSLOEKLKSFKAALIALYLLVFAV | MSRE HUMAN
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S500|SVRPLEFTKVKTFVSRIIDTLDIGP | MTN3 HUMAN
501|SVRPONFELVKRFVNQIVDFLDVSP | MTN4 HUMAN
502 EEPYRRRNQILSVLAGLAAMVGYATL | MTX1 HUMAN
503[VQLRRGLVGSRPVVTRVVIKAQGLYV | MU5SB HUMAN
504|LVDKGTEDKVVDVVRNLVFHLKKGY MX1 HUMAN
505KITINSHTTAGEVVEKLIRGLAMED MY10 HUMAN
506AGKQGLGPPSTPIAVHAAVKSKSLG | MYCD HUMAN
507|VSSTVGAAAVSATLAGGALNGVFGRR | MYCT HUMAN
508|GKTVNTKRVIQYFATIAVTGEKKKE | MYH4 HUMAN
S509[VTKGQTVQQVYNAVGALAKAVYDKM | MYH1 HUMAN
510[VTKGQTVEQVSNAVGALAKAVYEKM | MYH2 HUMAN
_ 511[VTKGQTVQQVYNAVGALAKATYEKM | MYH4 HUMAN
512GKTVNTKRVIQYFATIAVTGEKKKD | MYH8 HUMAN
513[VTKGQTVQQVYNAVGALAKAVYEKM | MYH8 HUMAN
514[EQLKRNSQRAAEATLQSVLDAEIRSR | MYHD HUMAN)
515/QAAVQLALRAGQIIRKALTEEKRVS | MYO2 HUMAN
516|IVWRRFKWVIIGLLFLLILLLFVAV | MYOF HUMAN
517|PLDDLDREDEVRLLKYLFTLIRAGM N107_HUMAN
518|IVLKNHHSRLSDLVNTAILTALNKR N133 HUMAN
519HEAQLSEKISLOAIQQLVRKSYQATL N155 HUMAN
520/QGMSRVASVSONAIVSAAGNIARTI N155 HUMAN
521|YRRAAEKWEVAEVVLEVFYKLLRDY N205 HUMAN
522|LFTFQKHVFSPIFIIGAFVAIFLGR NAH7 HUMAN
523|ITSGRRWREISASLLYQALPSSPDHE | NAL1 HUMAN
524|AEKQPPFTLIRSLLRKVLLPESFLI NAL5 HUMAN
525AENMSITAKLERALEKVAPLLREIF. | NBEA HUMAN
526/STVKIQNPMILKVVATLLKNSTPSA | NBEA_HUMAN|
527 KGGVCGKSTFSAHLAHGLAEDENTQI | NBP1 HUMAN
528|F IQEFPGSPAFAALTSIAQKILDAT | NBP2 HUMAN
529WRGPKKNALIKQFVSDVAWGELDYL | NBP2 HUMAN
530|SARDLONLMSWRFIMDLVSSLSRTY NEP_HUMAN
531|SKLPKDQQDAKHILEHVFFQVVEFK | NGD5 HUMAN
532|EPEPITASGSLKALRKLLTASVEVP NIBA HUMAN
533|GRVLYREDTSPAVLGLAARYVRAGF NID2 HUMAN
534RTKRLHWSRLLFLLGMLIIGSTYQH | NKX1 HUMAN
' 535[YKFGSRHSAESQILKHLLKNLFKIF | NNMT HUMAN
536|IVDNGVAPPARRLLRLVVRFAPQVE | NPHN HUMAN
537|GPVSARVIKALQVVDHAFGMLMEGL: NPP3 HUMAN
538/SPESDAPGPVYARASLAVSWVLRSV NPR1 HUMAN
539|SPPALPLASSFTALLQAAYESQALR | NPR1 HUMAN
540/TMPHLSMQQVLLAAKQVLLYLRSTV | NPR1 HUMAN
‘541|TQDMRLTFTLALFIAKAALQILKPE | NPR1 HUMAN
542lVLQQRLGELERQLLRKVAELEDEKS NPX2 HUMAN
543|ISPLIQKSAANVVLFDIFVNILTHN | NRDC HUMAN
544|VQGNVTSTESMDFLKYVVDKLNFKP | NRDC HUMAN
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545|GFKLLWILLLATLVGLLLORLAARL | NRM2 HUMAN
546[VYVRDLGHVALYVVAAVVSVAYLGF | NRM2 HUMAN
547RKPGNVLKTLEPILITIIAMSALGVY | NRP1 HUMAN
548|DYVPIGPRFSNLVLQALLVLLKKAP NSF_HUMAN
549|YMIHHGDWFSGKAVGLLVLHELSGMV ' | NSMA HUMAN
550|ILWSGWASNSNYALIGALRAVAQTI | NU1M HUMAN
551|IRFLKGMGYSTHAAQQVLHAASGNL NUB1 HUMAN
552|KQIQRTKRGLEILAKRAAETVVDPE | NUB1 HUMAN
553 ELLNMYVGESERAVRQVFQRAKNSA NVL HUMAN
554RLSLVAGAYVAGLISALVRTVSAFT 09Q1 HUMAN
555WRRLPGAGLARGFLHPAATVEDARQ |- ODBB HUMAN
556|TVFNAHIKGVETIANDVVSLATKAR | ODP2 HUMAN
557DFLNNPFKQENVLARMVASRITNYP | -OFD1 HUMAN
558NLRRDVYIRIASLLKTLLKTEEWVL | OFU2 HUMAN
55Q/AAETLLSSLLGLLLLGLLLPASLTG. 0S9 HUMAN
560/KRENPQLKQIEGLVKELLEREGLTA 0S92 HUMAN
561|KRVAYARVPSKDLLFSIVEEETGKD | OTOF HUMAN
562|TVPVFFNQAERRAVLQAARMAGLKV | OXRP HUMAN
563[VGGATRVPRVQEVLLKAVGKEELGK | OXRP HUMAN
564/ DQKAYKEGKLQKALEDAFLAIDAKL | P2CG HUMAN
565|TKYKMGGDIANRVLRSLVEASSSGYV | P2G4 HUMAN
566[NRPSIPYAFSKFLLPIVVRYLADQN P4R1_HUMAN
567/HRSPQLLLELDNVISVLFQNSKERG P52K_HUMAN
B568HRHMRTIREVRTLVTRVITDVYYVD P531_HUMAN
569/AEQFAPPDIAPPLLIKLVEAIEKKG | P85A -HUMAN
570[RQVQETLNLEPDVAQHLLAHSHWGA | PARC HUMAN
571|VAMGEMEADVQALVRRAARQLAESG | PARC HUMAN
572|VELLTNQVGEKMVVVQALRLLYLLM | PARC HUMAN
573/HPPYLVSKELMSLVSGLLOPVPERR | PASK HUMAN
574/STMSPLGSGAFGFVWTAVDKEKNKE PASK_HUMAN
'575/TSRRRNVTFSQQVANILLNGVKYES: | PAST HUMAN
576|LFTLDEQSGLLTVAWPLARRANSVV. PC16_HUMAN
577|KVTDHGKPTLSAVAKLIIRSVSGSL PC17_HUMAN
578|SHINAATGTSASLVYRLVSKAGDAP PCH9 HUMAN
 579NGETLVFEESNWFIINVIKLVWRYG. | PCL1 HUMAN
580/KADVNLSHSERGALQDALRRLLGLF | PCN2 HUMAN
581 NQRKAAHSAELEAVLLALARIRRAL, | PCN2 HUMAN
582|ISVQLKKTSEVDLAKPLVKFIQQTY PD6] HUMAN
'583NRSIAQMREATTLANGVLASLNLPA PD61 HUMAN
584|PAKTMQGSEVVNVLKSLLSNLDEVK PD6I_HUMAN
585|VTEFNSQTSAKIFAARILNHLLLFV | PDA2 HUMAN
586|RLALFPGVALLLAAARLAAASDVLE PDA3 HUMAN
587|YQGGRTGEAIVDAALSALRQLVKDR PDA6 _ HUMAN
588|FSEMLAASFSIAVVAYATAVSVGKV | PEND HUMAN
589 RHKIPVPIPIEVIVTITIATAISYGA | PEND

HUMAN
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590[ELLSKYIGASEQAVRDIFIRAQAAK | PEX1 HUMAN
591|GPGPPQLLVSRALLRLLALGSGAWV | .PEX6 HUMAN
592|EFFTHLDKRSLPALTNIIKILRHDI PH4H HUMAN
593|FES IGKFGLALAVAGGVVNSALYNV PHB HUMAN
594|MDRSSKRROVKPLAASLLEALDYDS | PHFE HUMAN
B595[TVTWGNYGKSYSVALYLVRQLTSSE PIA4 HUMAN
5Q6|TTAKRRLKQSVHLARRVLQLEKONS | - PIBF HUMAN
597 RETAEPFLFVDEFLTYLFSRENSIW PIG2 HUMAN
598|LVSTLVPLGLVLAVGAVAVGVARAR PIGR_HUMAN
509|EVARGKRAALFFAAVAIVLGLPLWW PIGS HUMAN
600/FTSFDOVAQLSSAARGLAASLLFLL | PKD1 HUMAN
601|GAWARWLLVALTAATALVRLAQLGA | PKD1 HUMAN
602LEAAVTLRLEFPAAGRALAALSVRP PKD1_HUMAN
B603RMVASQAYNLTSALMRILMRSRVLN | PKD1 HUMAN
604/ESSTNREKYLKSVLRELVTYLLFLT PKD2 HUMAN
- 605|LLESRNEGTATYARAVLFRISEDKN PLAK HUMAN
B606RQFRTGKVTVEKVIKILITIVEEVE PLE1 HUMAN
607 RQFRTGRITVEKIIKIIITVVEEQRE PLE1 HUMAN
.608|GPGPRFLLLLPLLLPPAASASDRPR PLO3 HUMAN
809D ILKPGGETSGGLLGGLLGKVTSVI. | PLUN HUMAN
610[VLRGLDITLVHDIVNMLIHGLQFVI PLUN HUMAN
611LGQVPLIVGILLVLMAVVLASLIYR | PM17 HUMAN
612|PDKRQILLOEEKLLLAVLKTSLIGM | PMS2 HUMAN
613|GLNPSLMAPSQFAAGGALLSLNPGT PO21 HUMAN
614/ITLGYTQADVGLILGVLFGKVFSQK | PO5L HUMAN
615 ITLGYTOADVGLILGVLFGKVFSQT | PO5M HUMAN
616|LFSKYTNSKIPYFLLFLIFLITVYH PP3A HUMAN
617/ DFVDRGFYSVETFLLLLALKVRYPD PP4C _HUMAN
618LLLARAASLSLGFLFLLFFWLDRSV | PPAP HUMAN
619LVQIIKKTESDAALHPLLQEIYRDM | PPAR HUMAN
620/QTWLSALRPSGPALSGLLSLEAREN | PPCS HUMAN
621|SMEGVTFLQAKQIATHALSLVGEKQ | PPO4 HUMAN
622[VVGTTTTTPSPSATKAAAKSAALOV | PRCC .HUMAN
B623NDLTRNRFFENPALWELLFHSIHDA - | PRES HUMAN
624/PPSGIHLSASRTLAPTLLYSSPPSH PS11_HUMAN
625KRLEFNVDRHVGMAVAGLLADARSLA | PSA3 HUMAN
626RSNFGYNIPLKHLADRVAMYVHAYT | PSA3 HUMAN
627|VLYEDEGFRSRQFAALVASKVFYHL PSD1 HUMAN
628HLLRYGEPTLRRAVPLALALISVSN | PSD2 HUMAN
629|GYGHMWSQNATNLVSSLLTLLKQLE PTN5 HUMAN
630/KSLLDPKVAARLAVAEALTNLVFAL PUR4 HUMAN
631/AQVGLGVGTSLLALGVIIIVLMYRR PXB1 HUMAN
632|TRLLSMKGTLOKFVDDLFQVILSTS PXB1 HUMAN
633|{LVVPLPGRDLLLVARGLAGKLSAGYV PXB3 HUMAN
634/GELSARQMHLARFLRMLLRLADEFG | RA51 HUMAN
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635/IDLVSKLLYSRGLLIDLLIKSNVSR | RAE1 HUMAN
636|IDLVSKLLYSQGLLIDLLIKSDVSR RAE2 HUMAN; "
637|ATFTGHSAVVEDVAWHLLHESLFGS RBB7 HUMAN
638/[EHPAIRTLSARAAAAFVLANENNIA | RBP6 HUMAN
639MARGGRGRRLGLALGLLLALVLAPR - | RCN1 HUMAN
640/FEEYLRALDVNVALRKIANLLKPDK RET1 _HUMAN
641 MEDYLQATLNISLAVRKIALLLKPDK | RET5 HUMAN
B642HSYVSVKAKVSSIAQEILKVVAEKT RGE5 HUMAN
643RLLWRLPAPVLVVLRYLFTFLNHLA | RHG4 HUMAN
644/PKPVVPKTNVKALVPNLLRATEAGI | RHG5 HUMAN
645/ YPRKFNETQIKQALRGVLESVKHNL | RHG5 HUMAN
646/ KKNFESLSEAFSVASAAAVLSHNRY RiB2_HUMAN
647|VSTTVAKAMAREAAQRVAESSRLEK RIP2 HUMAN
648 DPVLRKKNGATPFILAAIAGSVKLL | RN5A HUMAN
649 AHKATNKSSETLALLEILKHIAITE - RP1_HUMAN
650/LNYVASQPKLAPFVIQALIQVIAKI | RP17 HUMAN
651|YGDNHFDNVLQAFVKMLLSVSESDL | RP17 HUMAN
B52/WVSVLLKKTEKAFLAHLASAVAELR RPL1_HUMAN
653|FMKLVGMPYLHEVLKPVISRVFEEK | RSG4 HUMAN
654|QHADPQTSRSLLLLAKAVQSIGNLG | RSG4 HUMAN
655|INLKRTWEKLLLAARATIVAIENPAD | RSSA HUMAN
656|SQGMVGQLAARRAAGVVLEMIREGK. | RUV2 HUMAN
657 EQGKRNFSKAMSVAKQVFNSLTEYT RYR1 .HUMAN
658/ IDEASWMKRLAVFAQPIVSRARPEL RYR1_HUMAN
659NYLSRNFYTLRFLALFLAFAINFIL | RYR1 HUMAN
660/QAGKGEALRIRAILRSLVPLEDLVG | RYR1 HUMAN
661RVRRLRRLTAREAATAVAALLWAAY | RYR1 HUMAN
662|TAAAGATARVVAAAGRATLRGLSYRS | RYR1 HUMAN|
B663|[VEKSPHEQEIKFFAKILLPLINQYF RYR1_HUMAN
664/ ARNFYNMRMLALFVAFAINFILLFY RYR2 HUMAN
B665DTPSIEKRFAYSFLOQLIRYVDEAH | RYR2 HUMAN
B666/[EQGORNFSKAIQVAKQVFNTLTEYT RYR2_HUMAN
667|GEHFPYEQEIKFFAKVVLPLIDQYF RYR2 HUMAN|
668EESGMAWKEILNLLYKLLAALIRGN | RYR3 HUMAN
669HYLARNFYNLRFLALFVAFAINFIL RYR3 HUMAN
670/QTGKGEAIRIRSILRSLVPTEDLVG RYR3 HUMAN
'671/TEKSPRDQEIKFFAKVLLPLVDQYF |° RYR3 HUMAN
672ITLYQQARLHERGAAEMVLOMISASK | RYR3 HUMAN
673|FLSGQGLAGIFAATAMLLSMASGVD 8292 HUMAN
674/SNSLAYYNMANGAVIHLALKERGGR S3A1 HUMAN
675|LQLLSGHPPASEAVASVLSFLYDKK S3T2 HUMAN
676/QISLEGYEKALEFATLAARLSTVTG 8372 HUMAN
677HTSTLAAMKLMTALVNVALNLSINM SA2_HUMAN
678 APPVAAGVGAVLAAGALLGLVAGAL SBN1 _HUMAN
679 DMVKSKWGLALAAVVTVLSSLLMSV | SCAP HUMAN
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680/GMTWSHGLSVSKVLHKAFVEVTEEG | SCC2 HUMAN
681|AGKSGGSAGEITFLEALARSESKRD SEN6 _HUMAN
682|ILOKYIERIITRFAPMLVPYIWONQ | SGT1 HUMAN
683|DAQLDYHRQAVQILDELAEKLKRRM SH31 HUMAN
684/FKKDPPLAAVTTAVQELLRLAQAHP | SKIW HUMAN
685 RGLEGVHHSGILPILKEIVEMLFSRG SKIW_HUMAN
686RRIDLSNNQIAETAPDAFQGLRSLN | SLT1 HUMAN
687|SSAGPVRPELWLLLWAAAWRLGASA | SLT1 HUMAN
688[VTVLFALVLSGALIILVASPLRALR | SM4A HUMAN
689|PGCGMNRKTQETAVAMHVAANSIONR | SMF1 HUMAN|
690|TSTWLDDVEERLFVATALLPEETET ' | SNE1 HUMAN].
691|INSQLARHTSPSVISDLFTDIKKGH SNE2 HUMAN|
692/0HVDQRRQGLEDFLRKVLONALLLS | SNXA HUMAN
693|PDIPEWRKDIGNVIKRALVKVTSVE | SOR3 HUMAN
694|LOHRHRLPDLOAILRRILNEEETSP SP90 HUMAN
H695HNNRRLQAESESAATRLLLASKQLG SPA1_HUMAN
B696RAAPRGPGAELQAAGSLVWGVRAAP SPA1 HUMAN
B97|RNVFFSPMSISSALAMVFMGAKGST. | SPB8 HUMAN
698|QLAKQKAQEAEKLLNNVISKLLPTN | SPC2 HUMAN
B699|SLLDKHSQIINKFVNSVINTLKSTV | SPC2 HUMAN
700/IQSLTMYPRLGGFVMNILSRLIMKQ | ‘SPK HUMAN
- 701|VEPAISSINLTTALGSLANIARQRP SPK_HUMAN
702|PFYDPEGGSITQVARVVIERIARKG | SPO1 HUMAN
703[PLKLSRTPALLALALPLAAALAFSD | SPO1 HUMAN
704MVGPAPRRRIRPLAALALVLALAPG | SPUF HUMAN
705 KTGSFKIRGALNAVRSLVPDALERK SRR_HUMAN
706|KHGPGRWVVLAAVLIGLLLVLLGIG | ST14 HUMAN
707|SNRGLTKENLVFLAQKLFNNSSSHL ST58 HUMAN
708 DASKALLGRLTTLIELLLPKLEEWK STA2 HUMAN
709|KGVDLRNAQVTELLQRLLHRAFVVE STA2 HUMAN
710[PAAGLGPGHARHVLRSLVNQSVQDG | STRC HUMAN
711/PDNTGRGYVLRRILRRAVRYAHEKL - SYA HUMAN
712]RRPIMSNHTATHILNFALRSVLGEA SYA HUMAN
713[FLAGETESLADIVLWGALYPLLODD SYM_HUMAN
714|[YHQLLEKVRIRDALRSILTISRHGN SYM_HUMAN
715[FLKGVLVFLEQALIQYALRTLGSRG SYS_HUMAN
716WEVGVYAAGALALLGIAAVSLWKLW | SYTC HUMAN
717WLYLODONKAADAVGEILLSLSYLP SYTC HUMAN
718 TRPWLLDPKILKFVVFIVAVLLPVR | T10D HUMAN
719[TWKDRFPGYLMNFASILFMIALTFS T168_HUMAN
720EVVKLHPHELNNLLSKVLIYLRSAN T172_ HUMAN
721|[YALAVRQDVINTLLPKVLTRIIEGL T172_HUMAN
722MADPDVLTEVPAALKRLAKYVIRGF | T2EA HUMAN
723/[FSQGKMYGYVDTLLTMLAMLLKVAM T3C3 HUMAN
724|KLOEIMMHVIWAALAFAAIQLLGML T4S8 HUMAN
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725DTEFAKQTSLDAVAQAVVDRVKRIH TAB1 HUMAN
726|LEFAIMRIEALKLARQTALASRSHQ |. TAC2 .HUMAN
727|RANTHIRDFLQVFIYRLFWKSKDRP TAF1 _HUMAN
728 DIERPTYTNLNRLISQIVSSITASL TBA8 HUMAN
729|QTIIAGWREATKAAREALLSSAVDH | TCPB HUMAN
730|LDTYLGKYWATKLATNAAVIVLRVD | TCPQ HUMAN
731|NFGAFSINPAMMAAAQAALQSSWGM | TDBP HUMAN
732 0KLYIPRSTATAALGAAARLATSRS - | TDR5 HUMAN
733|EEEEKVSQPEVGAATIKI IRQLMEKF TE2] HUMAN
734|LSKKLIYFQLERALKMIVDPVEPHG | TF1B HUMAN
735|GSRETTAGSSGDALGKALASIYSPD TFE2 HUMAN
736|LPSIPAQPISADIASRLLRKLKGPV TFR2 HUMAN
737INLHKVLQGRLPAVAQAVAQLAGQLL TFR2 HUMAN
738|QRDAWGPGAAKSAVGTAILLELVRT TFR2 HUMAN
739|EAFSHFTKIITPAITRVVDFAKKLP THB2 HUMAN
740|EGQSQQFSVSENLLKEATRATIFPSR | THYG HUMAN
741|PASLGKWKKEPELAAFVFKTAVVLV TIAM_HUMAN
742RLPSSWALFSPLLAGLALLGVGPVP TIP. HUMAN
743 ATKKKLVQRLEHAAKQAAASATQTT TLN1 HUMAN
744/GQLLRGVGAAATAVTQALNELLQHV TLN1_HUMAN
745(QQLAAFSKRVAGAVTELIQAAEAMK | TLN2 HUMAN
7AB|SELLKQVSAAASVVSQALHDLLQHV TLN2 HUMAN
747|KVLNLAYNKINKIADEAFYGLDNLQ TLR5 _HUMAN
748/GREKFKSRGVGELARLALVISELEG | TM26 HUMAN
749|/0GHQFLREREEHLLEQLAKLEQELT | TM26 HUMAN
750LKISPVAPDADAVAAQILSLLPLKF | TMS3 HUMAN
751 RKARGYLRLVPLEVLLALLVLASAG | TMS6 HUMAN
752|YAHPQQKVAVYRALQAALAESGGSP | TRAD HUMAN
753[YVNYVLSEKSSTFLMKAAAKVVESK | TRF1 HUMAN
754|AAPAPGAPLLPLLLPALAARLLPPA | TRFM HUMAN
755(THIKAPEQQVKNILNELFQRENRVL. | TRIO HUMAN
756|PHMRKNTKGTHTLLONLAKASPVYL . | TRKB HUMAN
757|QHALRNRRLLRKVIKAAALEEHNAA | TSC1 HUMAN
758 KSDRLISLQSASVVYDLLTIALGRR TT7B_ HUMAN
- 759|OMKAKRTKEAVEVLKKALDATISHSD | TTC6 HUMAN
760/[LARQINHPELHMVLSNLAAVLMHRE TTCJ HUMAN
761|VAPHGRGPGLLPLLAATLAWFSRPAA TTCJ HUMAN
762HSRTSWVPVVLGVLTALVTAAALAL | TYO3 HUMAN
763|PLPLPPPPRLGLLLAALASLLLPES |.TYO3 HUMAN
764[WSWLLGAAMVGAVLTALLAGLVSLL | TYRO HUMAN
765|LLHDDRGPVLEALVARATIRNIEMTQ U520 HUMAN
766|RGGGQIIPTARRVVYSAFLMATPRL U581 HUMAN
767 LFYQDKLKSLHQLLEVLLALLDKDV UB24 HUMAN
768[YGSGPKRFPLVDVLQYALEFASSKP UB25 HUMAN
769NRKFVDPSAALDLLKGAFRSSEEQQ UB28 HUMAN
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770[KIEKVFSKLLYPIVRGAALSVLKYM | UB35 HUMAN
' 771RFPLNLLMNDAIFLLDEAIQYLSKIK | UB4A HUMAN
772DIPSADRHKSKLIAGKIIPAIATTT UBA1 HUMAN
773|GIPPVNRAQSKRIVGQIIPAIATTT UBAL HUMAN
774/PVDKVAAMREFRVLHTALHSSSSYR ULSB_HUMAN
775 AARFAKTKEEVEAAKAAAT. LAKQARE UXD2 HUMAN
776HLPEKQDTFAEKLVTQI IKNLQVKI V13A HUMAN
777MLNRQDPFTVHMAARITIAKLAAWGK | VATH HUMAN|"
778 ALIEGKNKTVSTLVIQAANVSALYK | VGR2 HUMAN
' 779EVITDNLPGSIRAVVNIFLVAKALL |. VIAA HUMAN
780[VRWLQESRRSRKLILFIVFLALLLD - | VMT2 HUMAN
781|FVIATTRQRLFQF IGRAAEGAEAQG VP18 HUMAN
782[WIEMGSRLDARQLIPALVNYSQGGE VP18 HUMAN
783MRDVNKKFSVRYFLNLVLVDEEDRR VP26 HUMAN
784NSFKMKMSVILGIITHMLFGVSLSLF VPP1 HUMAN
785NSYKMKMSVILGIVQMVFGVILSLF VPP4 HUMAN
786MOREGGPSQIGDALGFAVRYLTSEM | - VWF HUMAN
787/ KDTPSGISKVRKILFTLAKQSKALG | WD10 HUMAN
788|LVGLKNGQILKIFVDNLFAIVLLKQ | WD10 HUMAN
' 789|SFEQGGSEFVPVVVSRLVLRSMSRR. | WD10 HUMAN
790|IPADPEAGGIGRVVNGAFMVLKGHR | WD22 HUMAN
791RONKDERYSIKDLLNHAFFQEETGV | WNK1 HUMAN
792RKTSKSKLKAGKLLNPLVRQLKVVA | WNK2 HUMAN
793[RTDKNERFTIQDLLAHAFFREERGV | WNK4 HUMAN
794|TAFGADTEGSQWIIGYLLQKVISNL | XPO4 HUMAN
795[LGLNDETMVLSVFIGKIITNLKYWG | XPO7 HUMAN
796|LNYLATRPKLATFVTQALTQLYARI | XPO7 HUMAN|
797/ AMFVEYRKQLKLLLDRLAQVSPELL | XPOT HUMAN
798 QNWQTTRFMEVEVATRLLYMLAEAL | XPOT HUMAN
799FPAATSGRMVEAFARRALWDAGLNY XPP2 HUMAN
800|LLKASHVRDAVAVIRYLVWLEKNVP XPP2 HUMAN
801|STLTQPHLYSPVLISQLVQMASQLR |- Y310 HUMAN
802|ISIGTIYFRAHKLVLAAASLLFKTL Y478 HUMAN
803|RDVLRVQGVSLTALRLLLADAYSGR Y711 HUMAN
804/0LEGLENATARNLLGKLINILLAVM | Y779 HUMAN
805/PPLIVDRERLKKLLDLLVDKSNNLA | YC40 HUMAN
806|EDTKEKRTI THQAIKSLFPGLETKT Y197_HUMAN
807 DQKTNLPEYLQTLLNTLAPLLLFRA Z294 HUMAN
808RSREHGTLWSLIIAKLILSRSISSD. | Z294 HUMAN
809VLASAYTGRLSMAAADIVNFLTVGS | Z297 HUMAN
810|GRNKMDPPRSSIFLQEVITTVYGYK | ZAN HUMAN
811|VDLAYSNYHVKQFLEALLRNSAAPS ZBT8 HUMAN
.812[LKLRSLRVNVGQLLAMIVPDLDLQQ | ZCW3 HUMAN
813[ELQKQAELMEFETIALKALSVLRYIT | ZM10 HUMAN
814/DALHMLTDLSATIILTLLALWLSSKS ZNT4

HUMAN
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815MDDEENYSAASKAVRQVLHQLKRLG | ZW10 HUMAN

Bildlegenden

Figur 1. .

Identifizierung von Peptiden, die die Interaktion von
AKAP-Proteinen mit der PKA hemmen. Eine Bibliothek von Pep-
tiden, die wvon. der PKA—Bindungsdoméne des  AKAP18%
abgeleitet wurden, wurde auf einer Membran synthetisiert.
Die Membran wurde mit radioaktivAmarkierten regulatorischen
RIIa- und RIIB-Untereinheiten der PKA inkubiert (RII-
overlay-Experiment) . Jeder schwarze Punkt repréasentiert ein
Peptid, an das die RII-Untereinheiten gebunden haben
(detektiert - mit einem - Phosphoimager) . Die
Aminosauresequenzen der Peptide lassen sich anhand der
angegebenen . Kirzel (Einbuchstabenkodierung) ablesen.
Vertikal: Sequenz der wildtypischén PKA-Bindungsdomane von
AKAP186; horizontal: dié 20 . Aminosauren, -die flur die

Substitution der Wildtypischen Sequenz eingesetzt wurden.

Figur 2

Identifizierung von Peptiden, abgeleitet von AKAP186, die
die Interaktion wvon AKAP—Pfoteineﬁ mit den regulatorischen
RIIo- und RIIB-Untereinheiten der PKA hemmen. A. Peptide,
die wvon der - PKA-Bindungsdom&ne des AKAP186 abgeleitet
wurden, wurden auf zweili - Membranen synthetisiert. Die
Membranen wurden mit radiocaktiv markierten regulatorischen
RIIa- (obere Reihe)oder RIIB-Untereinheiten (untere Reihe)
der PKA inkubiert (RII-overlay-Experiment). Jeder schwarze
Punkt représentiert ein Peptid, an das die RII-
Untereinheiten gebunden haben (detektiert mit einem

Phosphoimager) . Flr die Quantifizierung wurden die Signale
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densitometrisch ausgewertet und auf das Signal, das fUur
AKAP186-wt erhalten wurde, bezogen. B: Die
Aminosduresequenzen der Peptide (Einbuchstabenkodierung) ,

die .in A angegeben sgind.

Figur 3A
Peptide, abgeleitet wvon AKAPlSé, die RIIo- und RIIB-Unter-
einheiten der PKA unterschiedlich stark binden. A. Die
Peptide 1;19, die von der PKA-Bindungsdomine des AKAP18
abgeleitet wurden, wurden auf zwei Membranen synthetisiert.
Die  Membranen  wurden mit radioaktiv markierten
regulatorischen RITa- (dbére Reihe) oder RIIB-
Untereinheiten (untere Reihe) der PKA inkubiert (RII-
overléy—Experiment).‘Jeder schwarze Punkt représentiert ein
Peptid, an das ‘die RIT-Untereinheiten gebunden haben
(detektiert mit einem Phosphoimager) . Far die
.Quantifizierung wurden die Signale densitometrisch
ausgewertet und auf daé Signal, das flr AKAP186-wt erhalten
wurde, ‘bezogén. Das Peptid 7 ist ‘aufgrund des grofken
Unterschieds in der Bihdung an die beiden RII-Unterein-
heiten durch rote Schrift hervorgehoben. B: Die
Aminos&uresequenzen der Peptide (Einbuchstabenkodierung) ,

die in A mit 1-19 bezeichnet sind.’

Figur'4

Unterschiedliche Peptide, abgeleitet von..AKAP185, binden
RITa- und RIIB-Untereinheiten der PKA unterschiedlich
stark. Zwei Bibliotheken von Peptiden, die von dem Peptid 7
aus Figur 3 abgeleitet wurden, wurden auf zwei Membranen
synthetisiert. Die Membranen wurden mit radioaktiv
markierten regulatorischen RIIo- (linke Seite) oder RIIS-
Untereinheiteh der PKA (réchte Seite) inkubiert (RII-

overlay-Experiment) . Jeder schwarze Punkt reprisentiert ein
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Peptid, an das die RII-Untereinheiten gebunden haben
(detektiert mit einem Phosphoimager) . Die
Aminbséuresequeﬁzen: der Peptide lassen sich anhand der
angegebenen Klurzel (Einbuchstabenkodierung) ablesen.
Vertikal: Sequenz des Peptids 7; horizontal: die 20
Aminosduren, die flUr die Substitution der wildtypischen
Sequenz eingesetzt wurden. Horizontale und vertikale Reihen
sind zusdtzlich durch arablsche Zahlen beschriftet. Diese
Koordlnaten erleichtern die Zuordnung, sO bedeutet zum
Beispiel 10/11: Reihe 10 Peptid 11. Die unten aufgelisteten
Peptide werden entsprechend ihrer Bindﬁng an RIIo mit
Al80RIIaHs1 und 2 bzw; éntspreéhend ihrer Bindung an RIIR
mit AI8S6RIIBRnL bezeichnet. '

Fig. 5: Identifizierung von Peptiden, die AKAP-PKA-
Interaktionen hemmen. Kandidateﬁpeptide wurden auf einer
Membfén - synthetisiert und | mit . radiocaktiv markierten
regulatorischen RIID—Uhtereinheiten der PKA inkubiert (RII-
overlay-Experiment). Alle <s¢hwarzen Punkte représentieren
Peptide, die regulatorische PKA-Untereinheiten gebunden

haben (detektiert mit einem Phosphoimager) .

.Fig. 6. EinfluR von Wasserstoffbrucken auf die Bindung
zwischen Peptiden und RII(alpha) -Untereinheiten der PKA.
(A,B) Vergleichende - schematische Darstellung der
Interaktion zwischen RiI(alpha) und den Peptiden
AKAP18 (delta)-wt oder AKAP18(delta)-L314E sowie zwischen
RII(alpha), Ht31l oder AKA;g. RITIalpha ist als Rechteck und
durch aﬁsgewéhlte Aminosduren, die Peptide sind anhand
ihrer  Aminosdure-Sequenz dargestellt. -Aminosiduren als
Partner einer Wasserstoffbrickenbindung, sind durch eine
unterbrochene Linie miteinander verbunden. Aminosduren der

Peptide, die sich in Positionen = fir hydrophobe
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Molektlkontakte befinden sind griin unterlegt (Pos. der
‘Aminoséuren von AKAP18 (delta)-wt im Vergleich zum Protein
sind angegeben). (C,D) Um den EinfluR der Aminosiuren fiir
die .Bindungsstérke zZu ‘untersuchen, wurden Alanin-
substituierte Peptide auf Membranen synthetisiert, mittels
RIT overlay auf RIT (alpha) -Bindung Uberprift und
densitometrisch'quantifiziert. Die Peptide, ausgehend von
AKAP18 (delta) -L314E, wurden in allen méglichen
Kombinationen far . die | Aminos&uren, die
Wasserstoffbrickenbindungen ausbilden kdénnen (vgl. A)
substitutiert. Die Quantifizierung £Ur alle Peptide,
sortiert nach der Affinitat ist in C dargestellt. Die
Quantifizierung Elr alle Einzelsubstitutionen (wie
angegeben), sowie representative »Spots" aus einem RII

Overlay (darlber) sind in D dargestellt.
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Patentansprtiche

1. Proteinkinase A/Proteinkinase A-Ankerprotein-
Entkoppler, dadurch gekennzeichnet, dass die Entkoppler
entweder (i) wvon einem AKAP18% oder (ii) von einem von
AKAP18% verschiedenem Protein abgeleitet sind und gemiR
(1) mindestens 8 H-Brlicken bildende Aminosiuren oder
gemaR  (ii) die 'allgemeine Formel (1) aufweisen
xxxxxxxxx[AVLISE]xx[AVLIF][AVLI]XX[AVLI][AVLIF]xx[AVLISE]xxxx(l)
wobei X elne beliebige der 20 blogenen Aminosduren sein

kann.

2. Isoliertes Nukleinsduremolekil ausgewdhlt aus der

Gruppe umfassend

a) ein Nukleins&uremolekiil umfassend eine Nukleotid-
‘sequenz kodierend mindestens eine Aminosauresequenz
gema&R SEQ ID Nr. 1 - 39,

b) ein Nukleinsduremolekdl, _weiches mit einer
Nukleotidsequenz  gemif a) unter stringenten
Bedingungen hybridisiert,

c) ein Nukleinsduremoleklil umfassend eine Nukleotid-
sequenz, die eine ausreichende Homologie aufweist,
um zu - einer Nukleotidsequenz gemidf® a) oder b)

funktionsanalog zu sein,

d) ein Nukleinsduremolektl, das infolge des genetischen
Codes zu einer Nukléotidsequenz gemas a) - «c)

degeneriert ist und/oder

d) ein Nukleinsduremoleklil gemif eiﬁer Nukleotidsequenz
nach a) = d), welches durch Deletionen, Additionen,
Substitutionen, Translokationen, Inversionen
und/oder Insertionen modifiziert und funktionsanalog
zu einer Nukleotidsequenz gemdf a) bis d) ist.
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3. Nukleinsduremoleklil gemi&f: Anspruch 2,
dadurch gekennzeichnet, dass
die unter c¢) angegebene Nukleotidsequenz mindestens
60 %, vorzugsweise 70 %, bevorzugt'BO %, ganz besonders
bevorzugt 90 % homolog =zu einer der unter a)

angegebenen NukleotidseqﬁenZ‘ist.

4. Nukleins&uremolekiil gemafs einem der Anspriche 2 oder 3,
dadurch gekennzeichnet, dass
es eine genomische DNA, eine cDNA und/oder eine RNA
ist.

5. Vektor umfassend ein Nukleinsduremolek{il gemidR einem

der Ansprliche 2 bis 4.
6. Wirtszelle umfassend den Vektor gemaf® Anspruch 5.

7. Organismus ‘umfassend ein Nukleins8uremolek(il gemaR
einem der Anspriiche 2 ‘bis 4, einen Vektor gemafd
Anspruch 5 und/oder eine Wirtszelle gemafs Anspruch 6.

8. Organismus nach Anspruch 7,
dadurch gekennzeichnet, dass
der Organismus eine transgene Maus oder Ratte ist,
- wobel die Maus oder Ratte ‘vorzugsweise durch das
~ Vorhandensein des‘NUkléinséuremolekﬁls gemafl einem der
Anspriche 2 .bis. 4, des Vektors gemdR Anspruch 5
und/oder der Wirtszelle gemafs Anspruch 6 Diabetes

insipidus entwickelt.

9. Polypeptid, kodiert durch ein Nukleinsduremoleklil gemaR

einem der Ansprliche 2 bis 4.
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10.

11.

12.

13.

14.
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Polypeptid nach Anspruch 9,

dadurch gekennzeichnet, dass

a) das Polypeptid eine Aminos&uresequenz nach SEQ ID 1
V bis 39 umfasst,

" b) das Polypeptid nach a) durch Deletionen,

Additionen, 4 Substitutionen, - Translokationen,
Inversibnen und/bder Insertionen modifiziert wund
funktionsanalog =zu' einem Polypeptid nach a) ‘ist

" und/oder ' Y '

c) das Polypeptid ein Polypeptid umfasst, das eine
ausreichende Homologie = aufweist, um zu einem

" Polypeptid nach a)oder b) funktionéanalog zu sein.

Erkennungsmolekil ‘ gerichtet gegen . ein
Nukleinsduremoleklil gemif einem der Anspriiche 2 bis 4,
einen Vektor gemafs Anspruch 5, eine Wirtszelle gemaR
Anspruch 6 und/oder ein Polypeptid gem&R Anspruch 1, 9
oder 10. .

Erkennungsmoleklil nach Anspruch 11,

dadurch gekennzeichnet, dass

es ein Antikorper, éin'Antikérperfragment und/oder ein
Antisense-Konstrukt ist, 'insbesondere ein RNA-Inter-
fefenimolekﬁll |

Phérmazeutische Zusammensetzung,

dédurch gekennzeichnét, dass

sie ein Nukleins&uremolekil gemafs einem der Anspriiche 2
bis 4, ein Vektor gem&B Anspruch '5, eine Wirtszelle
gemals Anspruch 6, ein Polypeptid gem&f Anspruch 1, 9
oder 10 und/oder ein Erkennungsmoleklil gemlfR einem der
Ansprliche 11 oder 12, gegebenenfalls mit einem

pharmazeutisch vertraglichen Triger, umfasst.

Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 13,
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15.

16.

17.

18.
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dadurch gekennzeichnet,‘dass

diese ein Aquaretika ist.

Kit, ‘

dadurch gekennzeichnet, dass ,

er ein Nukleinsiuremolekiil gemiR einem der Ansprfiche 2
bis 4, ein Vektor gemadfs Anspruch 5, eine Wirtszelle
gemadf? Anspruch 6, ein Pdlypeptid gemaf Anspruch 1, 9
oder iO, ein . Erkennungsmolekiil gemiR einem der
Anspriche 11 oder 12 wund/oder die pharmazeutische

Zusammensetzung gemaf Ahspruch 13 oder 14 umfasst.

Verfahren  zur  Modifikation, insbesondere einer
Inhibition einer AKAP-PKA-Interaktion umfassend die
Schritte | '

a) Bereitstellung eines = Nukleinsiuremoleklils nach
einenr<det'.Ansprﬁché 2 Dbis 4, eines Vektors nach
Anspruch 5, einer Wirtszelle nach Anspruch 6
und/oder eines Polypeptids nach Anspruch 1, 9 oder
10 und '

b) In-Kontakt-Bringen mindestens eines Erzeugnisses
gemafs a) mit einer Zélle, einer Zellkultur, einem

Gewebe und/oder einem Zielorganismus.

Verfahren nach Anspruch 16,

dadurch gekennzeichnet, dass

die Modifikation an einer regulatorischen
RII-Untereinheit der PKA érfolgt.

Verfahren nach Anspruch i7,
dadurch gekennzeichnet, dass
die RII-Untereinheiten RITo— und/oder

RIIB-Untereinheiten sind.
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19.

20.

21.

22.

23.

76

Verwendung eines Nukleinsiuremoleklils nach einem der

. Anspriiche 2 bis 4, -eines Vektors nach Anspruch 5, einer

Wirtszelle mnach Anspruch 6, eines . Organismus nach
Anspruch 7 oder 8, eines Polypeptids nach Anspruch 1, 9
oder 10, eines Erkennungsmoiekﬁls nach Anspruch 11 oder
12,  einer pharmazeutischen Zusammensetzung nach
Anspruch 13 oder 14 und/oder eines Kits nach Anspruch
15 Zur Modifikation, insbesondere einer Inhibition,
einer AKAP-PKA-Interaktion.

VerWendung nach dem Vohergehenden Anspruch,
dadurch gekennzeichnet, dass _ 4
die Interaktion in einer Zelle, einer Zellkultur, einem

Gewebe‘und/oder einem Zieiorganismus durchgefthrt wird.

Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet, dass

der Organismus nach Anspruch 7 odér 8 als Modell fur
die gewebs- und/oder zellspezifische AKAP-PKA-Inter-
aktion wverwendet wird,. insbesondere als Modell flr

Diabetes insipidus.

Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspriche,
dadurch gekennzeichnet, dass

durch die Modifikation die Vasopressin-induzierte

"Umverteilung von AQPII modifiziert wird, insbesondere

verhindert wird.

Verwendung nach einem der vorhergehenden Ansprlche,
dadurch gekennzeichnet, dass

das Polypeptid gemafd Anspruch 1, 9 oder 10 und/oder die
pharmazeutische Zusammensetzung gemé&fd Anspruch 13 oder
14 als Wasserverlust-verursachende Mittel eingesetzt

werden, insbesondere als Aquaretika.
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24. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspriliche,
dadurch gekennzeichnet,‘dass
die Interaktion der RIIa- oder RIIB-Untereinheiten des
PKA mit AKAP modifiziert, insbesondere inhibiert wird.

25. Verwendung nach dem vorhergehenden Anspruch,
dadurch gekennzeichnet, dass

die Untereinheiten humanem oder murinem Ursprungs sind.
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Abb. 5B, Block2

1 2 3 4 5 6 7 8 9. 1011121314151617

S
®
.
‘
W

OCzZxrxRauaH@maawHEUandw

ERSATZBLATT (REGEL 26)



WO 2006/000213 PCT/DE2005/001181
3/10

Abb. 5C, Block 3
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Abb. 5D, Block 4
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Abb. 5E, Block 5
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Abb. 5F, Block 6
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Abb. 6A
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Abb. 6B
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Abb. 6C
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Abb. 6D
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