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DESCRIPCION
Identificacion de nuevas toxinas antagonistas de canales de calcio de tipo T de aplicacion analgésica
Campo técnico de la invencion

La presente invencion se refiere a una toxina antagonista de canales de calcio de tipo T ("canales de tipo T"). En
particular, se refiere a un péptido compuesto por un péptido, a acidos nucleicos que codifican este péptido y al uso
de dicho péptido como antagonista y/o agonista inverso de canales de calcio de tipo T. La presente invencion se
refiere igualmente al uso de este péptido para la fabricacion de un medicamento.

Encuentra aplicacion especialmente en el tratamiento del dolor, en patologias cardiovasculares, en el tratamiento de
la disfuncion eréctil y potencialmente en el tratamiento de canceres.

En la descripcion siguiente, las referencias indicadas como " Ref. " remiten a la lista de referencias presentadas
después de los ejemplos.

Estado de la técnica

La toma en consideracion y el tratamiento del dolor son esenciales para la calidad de vida. El dolor afecta a un
numero significativo de personas. En Europa, se estima que 60 millones de personas estan afectadas cada afio por
el dolor, lo que representa un coste anual de 1.000 millones de ddlares en medicamentos para su tratamiento. Los
gastos efectuados anualmente en medicamentos analgésicos pueden evaluarse en aproximadamente 25.000
millones de dodlares y deberian alcanzar los 42.000 millones en 2010. El dolor se divide en dos categorias: el dolor
agudo y el dolor crénico. El dolor agudo corresponde a un dolor rapido y breve, limitado en el tiempo, en
contraposicion con el dolor crénico, que es un dolor persistente y que puede estar ligado, por ejemplo, a una
hiperalgesia.

Se han efectuado numerosos estudios referentes a la identificacion de los mecanismos que permiten la transmision
del dolor. La transmision de la sefial de dolor por el sistema nervioso hace intervenir a receptores neuronales que
transforman el estimulo doloroso en una sefial eléctrica. Esta se transmitira entonces al sistema nervioso central por
los nervios, haciendo intervenir a receptores moleculares especificos.

Entre las diversas neuronas sensoriales, se pueden citar las neuronas nociceptivas, que reaccionan especificamente
a los estimulos dolorosos.

A causa de su especificidad, las neuronas nociceptivas poseen un repertorio Unico de canales idnicos, que son
proteinas responsables de la excitabilidad celular, y que representan una clase importante de dianas de
medicamentos. Asi, los canales idnicos expresados especificamente en las neuronas nociceptivas representan
también dianas para el descubrimiento de nuevos analgésicos.

Las moléculas que inhiben el dolor, o analgésicos, son conocidas desde hace mucho tiempo. Se pueden citar, por
ejemplo, la clase de los opiaceos, que actian sobre la sefializacion de la sefial de dolor y estimulan las vias
nerviosas inhibidoras del dolor. Se usan otras moléculas para tratar los dolores cronicos. Son, por ejemplo,
moléculas que actudan sobre los receptores de GABA como badofeno, diazepam, tizanidina y dartroleno.

Las moléculas analgésicas usadas actualmente presentan varios inconvenientes. Es bien conocido que los
derivados de los opioides pueden provocar fendmenos alucinatorios y depresiones cardiorrespiratorias. Son
igualmente fuente de dependencias, como por ejemplo dependencia de morfina, metadona, etc. Por ultimo, el
tratamiento con opiaceos esta asociado a efectos indeseables como un estrefiimiento grave.

Existen igualmente casos de habituacion de estos medicamentos, es decir, que deba aumentarse la dosis necesaria
para obtener un efecto constante. Esta habituacion crece con el tiempo y conlleva por tanto la necesidad de
aumentar las dosis y puede conllevar la ineficacia del medicamento. Efectivamente, la cantidad necesaria puede
volverse superior a la dosis téxica de dicho medicamento.

Por ejemplo, en el caso de dolores neuropaticos, que pueden aparecer en casos de diabetes, cancer, tratamientos
quimioterapéuticos, dolores inflamatorios crénicos, casos de sindrome del colon irritable, etc., el tratamiento del dolor
con analgésicos y antalgicos conocidos induce frecuentemente un fenédmeno de habituacién y por tanto problemas
de tratamiento de estos dolores.

Existe por tanto una necesidad real de encontrar nuevas moléculas analgésicas o antalgicas que palien estos
defectos, inconvenientes y obstaculos de la técnica anterior con el fin de reducir los costes y mejorar el tratamiento
del dolor y el bienestar de los pacientes.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 524 564 T3

Exposicioén de la invencion

Los inventores han mostrado mediante experimentos de inhibicion de la expresion del gen Cacnath, que codifica el
canal de calcio de tipo T Ca,3.2 presente en los nocirreceptores, que dicho canal esta implicado en la percepcién del
dolor.

Los canales Cav3.2 forman parte de la familia de los canales de calcio de "umbrales bajos" o "de tipo T" y se
expresan en neuronas nociceptivas

Al usar un enfoque de represion génica por inyeccion intratecal de ADN anticodificante en rata, como se describe en
Bourinet, E., et al., "Silencing of the CaV3.2 T-type calcium channel gene in sensory neurons demonstrates its major
role in nociception". Embo J. 2005. 24(2) : pag. 315-24 (Ref 1), los inventores han demostrado que la disminucién de
los canales de calcio Ca,3.2 en neuronas nociceptivas de animales sanos o en estado de neuropatia conlleva una
analgesia espectacular. En consecuencia, los canales de calcio de tipo T representan una diana potencial para el
desarrollo de nuevos enfoques terapéuticos del tratamiento del dolor.

Por otro lado, se ha demostrado que los canales de calcio Ca,3.2 estan implicados en la proliferacion celular (Taylor,
J.T., Zeng, X.B., Pottle, J.E., Lee, K., Wang, A.R., Yi, S.G., Scruggs, J.A., Sikka, S.S. y Li, M. (2008) "Calcium
signaling and T-type calcium channels in cancer cell cycling". World J. Gastroenterol., 14, 4984-4991 (Ref 8)) y en la
regulacion de la tensiéon sanguinea (Chen, C.C., Lamping, K.G., Nuno, D.W., Barresi, R., Prouty, S.J., Lavoie, J.L.,
Cribbs, L.L., England, S.K., Sigmund, C.D., Weiss, R.M., Wiliamson, R.A., Hill, J.A. y Campbell, K.P. (2003)
"Abnormal coronary function in mice deficient in alpha1H T-type Ca2+ channels". Science, 302, 1416-1418. (Ref 9)).
Los canales de calcio de tipo T representan una diana potencial para el desarrollo de nuevos enfoques terapéuticos
del tratamiento del de hipertension y canceres, por ejemplo canceres ligados a una proliferacién anarquica de las
células cancerosas.

Puede tratarse de canceres de diversos érganos, por ejemplo:

) cancer de prostata (véase Gackiéere F, Bidaux G, Delcourt P, Van Coppenolle F, Katsogiannou M, Dewailly
E, Bavencoffe A, Van Chuoi-Mariot MT, Mauroy B, Prevarskaya N, Mariot P.(2008) "CaV3.2 T-type calcium channels
are involved in calcium-dependent secretion of neuroendocrine prostate cancer cells". J. Biol. Chem., 283(15):
10162-73 (Ref 16),

. glioma (véase Panner A, Cribbs LL, Zainelli GM, Origitano TC, Singh S, Wurster RD. (2005) "Variation of T-
type calcium channel protein expression affects cell division of cultured tumor cells". Cell Calcium, 37(2): 105-19 (Ref

1),

) carcinoma de esoéfago (véase Lu F, Chen H, Zhou C, Liu S, Guo M, Chen P, Zhuang H, Xie D, Wu S. (2008)
"T-type Ca2+ channel expression in human esophageal carcinomas: a functional role in proliferation" Cell Calcium.
43(1): 49-58 (Ref 12))

) cancer de mama (véase Taylor JT, Huang L, Pottle JE, Liu K, Yang Y, Zeng X, Keyser BM, Agrawal KC,
Hansen JB, Li M (2008) "Selective blockade of T-type Ca2+ channels suppresses human breast cancer cell
proliferation". Cancer Lett., 18; 267(1): 116-24 (Ref 13).

En particular, es el objeto de la presente patente un enfoque farmacoldgico que usa antagonistas selectivos del
canal Cav3.2 de tipo T.

La invencion responde precisamente a la necesidad de encontrar nuevas moléculas analgésicas o antalgicas que
proporcionen una nueva molécula capaz de inhibir especialmente una sefial de dolor, mas particularmente una
molécula capaz de inhibir los receptores responsables de esta sefial. Esta molécula es un péptido de secuencia:
YCQKFLWTCDSERPCCEGLVCRLWCKIN (SEQ ID NO 1).

Se entiende por "derivado" que estos "fragmentos" o "derivados" son aquellos que conservan las propiedades del
péptido de la presente invencion. Puede considerarse igualmente que los derivados o fragmentos son analogos del
péptido de la presente invencion.

Por ejemplo, un derivado puede ser el péptido de secuencia ID NO1 con modificaciones en al menos uno de los
aminoacidos. Las modificaciones son, por ejemplo, las siguientes:

) reemplazo de al menos un aminoacido por otro de la misma familia (aromatica, hidréfoba, basica, etc.);
. reemplazo de un aminoacido natural (aminoacido L) por el mismo aminoacido en forma D;

° reemplazo de un enlace peptidico entre dos aminoacidos por un enlace seudopeptidico.

. modificacion independiente de los extremos N y C terminales del péptido.
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Estos derivados podran comprender aminoacidos naturales, aminoacidos modificados, por ejemplo selenocisteinas,
aminoacidos no naturales y/o modificaciones de la estructura del péptido como ciclaciones.

Los derivados pueden comprender igualmente, por ejemplo, péptidos modificados con vistas a un marcaje por
agentes como biotina, agrupamientos fluoréforos o un isétopo radiactivo.

Las modificaciones de los extremos N o C terminales pueden ser, por ejemplo, isoprenilacion, glipiacion,
miristoilacion o palmitoilacion. El extremo C terminal puede modificarse igualmente, por ejemplo, por amidacion, que
conduce a la formacion de una funcién amida en el extremo C terminal. Se presentan ejemplos de modificaciones
postraduccionales encontradas en péptidos en Han KK, Martinage A (1992) "Post-translational chemical
modification(s) of proteins". Int. J. Biochem. 24(1): 19-28 y Walsh G, Jefferis R (2006) "Post-translational
modifications in the context of therapeutic proteins", Nature Biotechnology - 24, 1241-1252 (Ref 17)). Estas
modificaciones son modificaciones que pueden encontrarse en toxinas de insectos (véase, por ejemplo, Escoubas
P. (2006) "Molecular diversification in spider venoms: a web of combinatorial peptide libraries". Mol Divers. 10(4):
545-54 (Ref 18)).

En la descripcion siguiente, se entiende por péptido de secuencia ID NO 1 la secuencia peptidica ID NO 1 o una
secuencia derivada de la misma.

La invencion responde igualmente a la necesidad de encontrar nuevas moléculas antihipertensivas al proporcionar
una nueva molécula especialmente capaz de disminuir la presion arterial.

La invencion responde igualmente a la necesidad de encontrar nuevas moléculas para el tratamiento del cancer al
proporcionar una nueva molécula especialmente capaz de inhibir la proliferacién celular.

La nueva molécula de la presente invencion es un péptido. Este péptido se ha aislado por primera vez por los
inventores a partir del veneno de una arafia del género Paraphysa (Psp3) (Araneae: Theraphosidae).

También, la presente invencion se refiere igualmente a cualquier secuencia de acidos nucleicos que codifica el
péptido de secuencia YCQKFLWTCDSERPCCEGLVCRLWCKIN (SEQ ID NO 1).

El acido nucleico de la presente invencién puede ser cualquier secuencia que codifica el péptido de secuencia SEQ
ID NO 1, teniendo en cuenta la degeneracion del cédigo genético. Por ejemplo, puede tratarse de acidos nucleicos
de las secuencias siguientes:

5 TAT TGC CAG AAA TTT CTG TGG ACC TGC GAT AGC GAA CGC
CCG TGC TGC GAA GGC CTG GTG TGC CGC CTG TGG TGC AAA
ATT AAC 3' (SEQ ID NO 2)-

5 TAY TGY CAR AAR TTY YTN TGG ACN TGY GAY WSN GAR MGN
CCN TGY TGY GAR GGN YTN GTN TGY MGN YTN TGG TGY AAR ATH
AAY 3’ (SEQ ID NO 3)

en las que A es adenosina, C es citidina, G es guanosina, T es timidnayHes AoCoT,MesAoC,NesAoCo
GoT,ResA0oG,SesCoG,WesAoTeYesCoT:

La invencion se refiere igualmente a un sistema de expresion que comprende un plasmido y/o un vector de
expresion que codifica el péptido de SEQ ID NO 1.

En la presente, el sistema de expresién puede comprender al menos una secuencia de acidos nucleicos que codifica
el péptido de secuencia YCQKFLWTCDSERPCCEGLVCRLWCKIN (SEQ ID NO 1).

Se entiende por "vector de expresion” en la presente una secuencia de acidos nucleicos en la que es posible insertar
uno o varios fragmentos de acidos nucleicos que se desea expresar en un hospedador. El vector de expresion
puede constar de elementos que permitan la expresién de la secuencia de acido nucleico en el hospedador. Por
ejemplo, el vector puede comprender una secuencia promotora o una secuencia que codifica un péptido sefal. Los
vectores pueden ser cualquier vector conocido por el especialista en la materia.

Por ejemplo, los vectores de expresion pueden elegirse del grupo que comprende plasmidos, virus, vectores
bacterianos, cromosomas artificiales de levadura (YAC) y cromosomas artificiales de bacterias (BAC). Los vectores
de expresion pueden ser igualmente vectores de sobreexpresion de proteinas recombinantes con o sin fusién con
una proteina soluble como, por ejemplo, GST o tiorredoxina o cualquier otra proteina de fusién conocida por el
especialista en la materia.

Por ejemplo, los vectores utilizables en la presente invencion pueden elegirse especialmente del grupo que
comprende el plasmido pT7-7 (SEQ ID NO 4, Figura 5), un plasmido de la serie pGEX (SEQ ID NO 5, Figura 6),
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comercializado por ejemplo por la compafiia Pharmacia, o un plasmido de la serie pET32 (SEQ ID NO 6, Figura 7),
comercializado por ejemplo por la comparfiia Novagen.

Se describe un hospedador que comprende un vector de expresion del péptido de secuencia
YCQKFLWTCDSERPCCEGLVCRLWCKIN (SEQ ID NO1) .

En la presente, se entiende por "hospedador” cualquier célula que pueda transformarse con un vector de expresién o
modificarse genéticamente con el fin de producir el péptido de la invencion.

La transformacion de dicho "hospedador" puede realizarse, por ejemplo, mediante electroporacion o cualquier otro
método conocido por el especialista en la materia. La secuencia que codifica el péptido de secuencia ID NO 1 usado
en la transformacion puede ser libre o incorporarse a uno de los vectores anteriormente citados. Después de la
introduccion, puede incorporarse dicha secuencia de acidos nucleicos al genoma del hospedador mediante
recombinacion genética, permanecer en forma libre en el hospedador y/o permanecer en el vector, siendo
reconocida a continuaciéon dicha secuencia de acidos nucleicos por las proteinas y/o enzimas del hospedador y
expresandose por el mismo.

El hospedador puede elegirse del grupo que comprende células eucariodticas o procarioticas, por ejemplo bacterias
como Escherichia coli, levaduras como Pichia pastoris, células de insectos como células de Drosophila o
Spodoptera, células de mamiferos y cualquier otra célula conocida por el especialista en la materia que permita la
produccion de péptidos y/o de proteinas a partir de vectores de expresion.

Las células procaridticas o eucarioticas pueden permitir, de preferencia, la sobreexpresion del péptido que codifica el
vector. Asi, es utilizable cualquier célula hospedadora capaz de expresar un vector de expresion del péptido de la
invencion, por ejemplo, Escherichia coli.

Preferiblemente, las células eucariodticas o procariéticas elegidas son aquellas que permiten la sobreexpresion del
péptido de la invencion. Por ejemplo, se trata de células Sf9 de Spodoptera, de células S2 de Drosophile, de
levaduras de tipo Pichia pastoris o de bacterias Escherichia coli.

Los inventores muestran en los ejemplos siguientes que el péptido de secuencia SEQ ID NO 1 es un antagonista o
un antagonista parcial de los canales de tipo T.

También la presente invencién se refiere igualmente al péptido de secuencia
YCQKFLWTCDSERPCCEGLVCRLWCKIN (SEQ ID NO 1) como antagonista de un canal de calcio de tipo T.

También la presente invencion se refiere igualmente al péptido que es antagonista de un canal de calcio de tipo T de
secuencia de aminoacidos: YCQKFLWTCDSERPCCEGLVCRLWCKIN (SEQ ID NO:1).

Se entiende por "antagonista" un agente, por ejemplo una molécula quimica, una proteina, un péptido, etc., que
interacciona con un sitio receptor sobre un canal y que impide funcionar dicho canal.

El antagonista puede disminuir eficazmente el efecto farmacologico del agonista, se trata entonces de un
"antagonista parcial”.

La invencion tiene igualmente como objeto el uso del péptido de secuencia SEQ ID NO 1 como agonista inverso de
un canal de tipo T. Se entiende por "agonista inverso" un agente, por ejemplo una molécula quimica, una proteina,
etc., que interacciona con el mismo receptor que un agonista de este receptor pero que produce el efecto
farmacologico opuesto.

En otros términos, el antagonista, antagonista parcial o agonista inverso puede ser una sustancia que se fija sobre
los mismos receptores celulares al nivel de sitios idénticos o diferentes de una sustancia de referencia, impidiéndola
producir todos o parte de sus efectos habituales o produciendo el efecto inverso.

En la presente, se entiende por "canales de calcio de tipo T" los canales de calcio de bajo umbral de activacion, es
decir, que tienen un potencial de activacion comprendido entre -80 y -20 mV, de preferencia entre -70 y -50 mV

Por ejemplo, los canales de calcio de tipo T pueden ser canales de calcio generados por las subunidades Ca,3.1,
Ca/3.2, Ca,3.3 y todas sus variantes de corte y empalme en asociacion con sus subunidades reguladoras o no.

Preferiblemente, el péptido se usa como antagonista y/o agonista inverso de los canales de calcio de tipo T.

Aun mas preferiblemente, el péptido es un antagonista y/o agonista inverso de los canales de calcio Ca,3.2 y/o de
los canales de calcio Ca,3.1 y/o Ca,3.3.

La presente invencion se refiere igualmente al péptido antagonista de un canal de calcio de tipo T de secuencia de
aminoacidos: YCQKFLWTCDSERPCCEGLVCRLWCKIN (SEQ ID NO:1), siendo dicho canal un canal elegido del
grupo que comprende el canal Cav3.2 y el canal Cav3.1.
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La invencion tiene igualmente como objeto el uso del péptido de secuencia
YCQKFLWTCDSERPCCEGLVCRLWCKIN (SEQ ID NO 1) y/o de un &cido nucleico que codifica el péptido de
secuencia YCQKFLWTCDSERPCCEGLVCRLWCKIN (SEQ ID NO 1) para la fabricacién de un medicamento. Este
medicamento puede ser para uso humano o veterinario.

En la presente, el péptido puede estar asociado a cualquier soporte farmacolégicamente aceptable con el fin, por
ejemplo, de mejorar su biodisponibilidad, su solubilidad, su estabilidad en solucién y/o la fabricacion del
medicamento.

La presente invencion se refiere igualmente al péptido de secuencia de aminoacidos:
YCQKFLWTCDSERPCCEGLVCRLWCKIN (SEQ ID NO:1), para su uso como medicamento.

La presente invencion se refiere igualmente al péptido de secuencia de aminoacidos:
YCQKFLWTCDSERPCCEGLVCRLWCKIN (SEQ ID NO:1), para su uso en el tratamiento del dolor.

La presente invencion se refiere igualmente al péptido de secuencia de aminoacidos:
YCQKFLWTCDSERPCCEGLVCRLWCKIN (SEQ ID NO:1), para su uso como medicamento analgésico.

En la presente, se entiende por "soporte farmacéuticamente aceptable" cualquier compuesto conocido por el
especialista en la materia por usarse en medicamentos. Puede tratarse, por ejemplo, de los compuestos citados en
la obra "Pharmacie galénique" de A. LEHIR (Ed. Masson, 1992 (62 edicion)) (Ref 7).

En la presente, se entiende por "asociacién" un enlace covalente con el soporte, un enlace por interacciones iénicas
o la presencia de una solucion del soporte y del péptido de la invencion.

El medicamento que comprende el péptido de secuencia SEQ ID NO 1 puede formularse de cualquier forma que
permita su administracion a un paciente o animal. Puede tratarse, por ejemplo, de una formulacién que permita una
administracion por via oral, intravenosa, peridural, cutanea o transdérmica.

En la presente, se entiende por "formulaciéon" una formulacion inyectable (por ejemplo, como por Octaplex (marca
registrada) o Synergon (marca registrada)), una formulacién oral, por ejemplo un jarabe, un polvo (por ejemplo,
como por Octaplex (marca registrada)), granulos, un comprimido (como, por ejemplo, por Estima (marca registrada),
un comprimido con pelicula (como por ejemplo por Provames (marca registrada)), una capsula, un pulverizador, una
formulacién local como por ejemplo una crema (como por ejemplo por la crema Trophicreme (marca registrada)),
una locién, un gel, una formulacion ocular, por ejemplo un colirio, una formulacion para inyeccion intravenosa, una
formulacién inyectable por dispositivos de autoinyeccion de tipo lapiz de insulina, un parche transdérmico,
comprimidos disponibles orales, una formulaciéon para ingestion sublingual o una formulaciéon para inyeccion
peridural.

Por ejemplo, puede tratarse igualmente de las diferentes composiciones farmacéuticas descritas en la obra
"Pharmacie galénique" de A. LEHIR (Ed. Masson, 1992 (62 edicion)) (Ref 7).

El medicamento puede administrarse, por ejemplo, en forma de capsulas, comprimidos, parches, soluciones
inyectables, supositorios y/o polvos.

La concentracion del péptido de la invencion en el medicamento y/o el producto veterinario puede ser cualquier
concentracion eficaz desde el punto de vista farmacéutico y aceptable por el paciente o animal tratado, incluyendo
por ejemplo entre 1 nM y 1000 nM.

El medicamento que comprende el péptido de la invencién se administra de preferencia con el fin de obtener una
concentracion intravenosa que permita un efecto bioldgico. Esta concentracion plasmatica eficaz puede
determinarse igualmente, por ejemplo, segun el tiempo de semivida del péptido de la invencion después de su
inyeccioén por via intravenosa en un mamifero y por medida de su concentracién por espectrometria de masas. El
tiempo de semivida corresponde al tiempo necesario para que la concentracion de dicho medicamento sea igual a la
mitad de la concentracion inicial.

El medicamento y/o el producto veterinario que comprende el péptido de secuencia SEQ ID NO 1 puede
acondicionarse para una administracion de una vez al dia, dos veces al dia, tres veces al dia, cada dos dias, cada
tres dias o una vez por semana.

El modo de administracién y la cantidad administrada pueden adaptarse a cada individuo y pueden determinarse por
el facultativo, especialmente en funcién de las caracteristicas fisiologicas del individuo tratado.

En la presente, el medicamento puede ser un producto para el tratamiento de dolor, migrafia, epilepsia, enfermedad
de Parkinson, disritmias talamicas, trastornos del suefio y la vigilia, trastornos bipolares, patologias cardiovasculares
(hipertrofia cardiaca, hipertension), patologias ligadas a la liberacion de aldosterona, disfunciones eréctiles y
patologias cancerosas.
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De preferencia, el medicamento de la presente invencion es un producto para el tratamiento del dolor, por ejemplo
un antalgico, un analgésico o un antialodinico.

Preferiblemente, el medicamento y/o el producto veterinario de la presente invencion es un analgésico.

La presente invencion tiene igualmente como objeto un procedimiento de sintesis del péptido de secuencia
YCQKFLWTCDSERPCCEGLVCRLWCKIN (SEQ ID NO 1) que comprende una etapa de sintesis quimica sobre
soporte soélido o una sintesis por recombinacion genética.

El procedimiento de sintesis en la presente invencién es un procedimiento de sintesis quimica sobre soporte sélido
0 una sintesis por recombinacion genética.

El procedimiento de sintesis por recombinacion genética puede usar un sistema de expresion o un vector tal como
se definen anteriormente.

El procedimiento de sintesis del péptido de la invencion por recombinacion genética puede comprender
especialmente las etapas siguientes:

° transformar una célula hospedadora con un vector de expresiéon que comprende una secuencia de acido
nucleico que codifica el péptido de la invencion,

° cultivar la célula hospedadora transformada en condiciones de cultivo tales que fabrique el péptido de la
invencion a partir de dicho vector de expresion vy,

. recuperar dicho péptido fabricado por la célula hospedadora.

Las etapas de transformacion, de cultivo, asi como de aislamiento del péptido pueden realizarse mediante técnicas
habituales de la recombinacion genética, por ejemplo, las técnicas descritas en el documento Sambrook, Fritsch y
Maniatis, "Molecular cloning, A laboratory manual", 22 edicion, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989 (Ref 3).

Por ejemplo, el péptido de secuencia SEQ ID NO 1 puede prepararse mediante técnicas clasicas de sintesis quimica
en fase solida, por ejemplo, segun la metodologia de sintesis peptidica sobre soporte sélido ("Fmoc solid Phase
peptide synthesis, a practical approach"”, publicado por W.C. Chan y P. D.White, Oxford university press, 2000 (Ref

4)).

Otras caracteristicas y ventajas de la invencion surgiran con la lectura de la descripcion siguiente, con referencia a
las figuras adjuntas.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 es un diagrama que representa el perfil de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) de veneno de
Psp3 (columna de fase inversa) (parte superior) expresado en mUA en funcién del tiempo. El diagrama inferior
representa el perfil de cromatografia de HPLC (columna de intercambio i6nico) de las fracciones indicadas por la
parte gris del diagrama superior. La parte gris del perfil de HPLC inferior corresponde a un pico puro que contiene la
toxina Psp3Tx1.

La Figura 2 es un diagrama que representa la corriente generada por los canales Ca,3.2 en nanoamperios (nA) en
funcion del tiempo. La curva muestra el efecto de aplicaciéon de una parte de la Psp3Tx1 purificada por HPLC
presentado en la Figura 1 sobre la actividad del canal Ca,3.2 expresado en ovocitos de Xenopus. La corriente se
registra en una solucion que contiene bario 5 mM como portador de cargas y se provoca por una despolarizacion a -
30 mV a partir de un potencial de reposo de -100 mV.

La Figura 3 es un diagrama que representa varios registros de corrientes de tipo T en nanoamperios en funcion del
tiempo generados por la subunidad CaV3.2 a varios potenciales antes (control) y durante la aplicacion de la
Psp3Tx1 (Psp3TX1).

La Figura 4 es un diagrama que representa las relaciones de corriente-potencial para los registros presentados en la
Figura 3. La abscisa representa la corriente en nanoamperios en funcién del potencial en milivoltios (mV).

Figura 5: secuencia del plasmido pT7-7 (SEQ ID NO 4).
Figura 6: secuencia del plasmido de la serie pGEX (SEQ ID NO 5).
Figura 7: secuencia del plasmido de la serie pET32 (SEQ ID NO 6).

La Figura 8 es un diagrama que representa el porcentaje de inhibicién de la corriente generada por los canales
Ca,3.2 en funcion de la concentracion de la toxina. La ordenada representa el porcentaje de inhibicion de la corriente
generada por los canales Ca,3.2 y la abscisa el logaritmo decimal de la concentracion molar de la toxina. La curva
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con circulos negros corresponde a la curva de inhibicidon con la toxina Psp3Tx1, la curva con circulos blancos
corresponde a la curva de inhibicién con la toxina sintética.

EJEMPLOS
Ejemplo 1: caracterizacion del péptido de la invencion

Se diluy6 el veneno de PARAPHYSA SP3 a 1:1000 en la solucion extracelular usada para analisis de fijacion de
membrana. Esta solucion es de la composicion siguiente (en mM): NaCl 135, TEACI 20, HEPES 10, CaCl, 2, MgCl,
1 (pH 7,3 con TEAOH).

Se transfectaron células HEK293 con un plasmido de expresion pcDNA3 que contenia ADN complementario del
canal de calcio Cav3.2 humano y un gen informador (CD8) con la ayuda del reactivo jetPEI™ (distribuido por la
compaiia Q-biogen). Después de 48 horas de expresion, se dispersaron las células transfectadas con la ayuda de
tripsina y se sembraron después a baja densidad en placas de cultivo para analisis de fijacién de membrana.

Se localizaron las células transfectadas positivamente con la ayuda de bolas magnéticas recubiertas con un
anticuerpo anti-CD8 (Dynal) como se describe anteriormente en Jiménez, C., Bourinet, E., Leuranguer, V., Richard,
S., Snutch, T.P. y Nargeot, J. (2000) "Determinants of voltage-dependent inactivation affect Mibefradil block of
calcium channels." Neuropharmacology, 39, 1-10 (Ref 2). Se realizan los registros electrofisiolégicos por la técnica
de "fijacion de membrana" en configuracion "célula entera" con la ayuda de un amplificador Axopatch200B guiado
por una interfaz Digidata y el software pClamp9 (Molecular Devices). Se describe anteriormente la solucion de
registro extracelular que contiene calcio 2 mM. Se realizan los registros con la ayuda de pipetas de borosilicato
(Sutter Instruments) estiradas para tener una resistencia de 1,5 a 2,5 mQ. La solucion intrapipeta usada para los
registros tiene la composicion siguiente: CsCl 130 mM, HEPES 10 mM, EGTA 10 mM, CaCl; 2 mM, MgCl> 1 mM,
MgATP 4 mM, TrisGTP 0,3 mM (pH 7,3 con NaOH). Se realiza el analisis de los resultados con la ayuda del software
Clampfit (marca comercial), Excel (marca comercial) y GraphPad Prism (marca comercial).

Los aparatos usados en este ejemplo para los registros electrofisioldgicos son el amplificador Axopatch200B
(Molecular Device), Digidata 1300 (Molecular Device), el software pClamp9 (Molecular Devices), el amplificador
GeneClamp500 (Molecular Device), el microscopio inverso Olympus 1X70 (Olympus France) y el micromanipulador
Sutter (Sutter Instruments). Los compuestos, reactivos y células usados procedian, para los productos quimicos, de
la compafiia Sigma-Aldrich France, siendo las células usadas células HEK293 (ATCC), las bolas Dynal anti-CD8 de
la compania Invitrogen France, el reactivo jetPElI (marca comercial) de la compafia Q-biogen France y el
microorganismo Xenopus Laevis (CRBM - CNRS Montpellier France)

Para visualizar las corrientes de calcio de tipo T generadas por los canales Ca,3.2 recombinantes expresados en las
células transfectadas, se usa el protocolo de estimulacion siguiente: a partir de un potencial de reposo de -100 mV,
se aplica una despolarizacion de 100 ms a un potencial de -30 mV cada 10 segundos. Se mide la amplitud de
corriente generada por esta estimulacion en condiciones controladas y después de la aplicacion del veneno de
PARAPHYSA SP3. Para hacer esto, se aspira el veneno de PARAPHYSA SP3 en una pipeta idéntica a la pipeta de
registro. Esta pipeta que contiene el veneno se conecta con un sistema de presion neumatica que permite aplicar de
1 a 2 microlitros de veneno cerca de la célula registrada.

Se efectla la caracterizacion de las fracciones de veneno de PARAPHYSA SP3 en un sistema de expresion
diferente. Se inyecta el ADNc que codifica Cav3.2 humano en los ovocitos de Xenopus (Xenopus laevis) como se
describe en Altier, C., Dubel, S.J., Barrére, C., Jarvis, S.E., Stotz, S.C., Spaetgens, R.L., Scott, J.D., Cornet, V., De
Waard, M., Zamponi, G.W., Nargeot, J. y Bourinet, E. (2002) "Trafficking of L-type calcium channels mediated by the
postsynaptic scaffolding protein AKAP79". J. Biol. Chem., 277, 33598-33603 (Ref 5) y en Dubel, S.J., Altier, C.,
Chaumont, S., Lory, P., Bourinet, E. y Nargeot, J. (2004) "Plasma Membrane Expression of T-type Calcium Channel
{alpha}1 Subunits Is Modulated by High Voltage-activated Auxiliary Subunits." J. Biol. Chem., 279, 29263-29269 (Ref
6). Se registran las corrientes mediante la técnica de voltaje impuesto por doble microelectrodo con la ayuda de un
amplificador GenClamp500 (marca comercial) (Molecular Devices (marca registrada)) guiado por el software
pClamp9 (marca comercial). Se disuelven las diferentes fracciones cromatograficas obtenidas a partir del veneno en
la solucién extracelular que contiene (en mM): 5 BaOHa, 25 TEAOH, 25 NaOH, 2 CsOH, 30 NMDG, 5 HEPES (pH a
7,3 con acido metanosulfénico). Se realizan los registros en una microcubeta de 15 pl. Se aplican manualmente las
fracciones (10 pl), directamente sobre el ovocito registrado con la ayuda de una pipeta.

Desde la aplicacién de la toxina purificada, se inhibe fuertemente la corriente del canal Cav3.2 al cabo de 30
segundos (Figura 2). En el lavado del efecto de la toxina, se obtiene la recuperacion de la amplitud de la corriente de
partida después de varios minutos.

Por ofro lado, tal como se muestra en la Figura 4, la aplicacion del extracto provoca un desplazamiento de
aproximadamente 20 mMV hacia los potenciales positivos de la relacién de corriente-potencial. Este desplazamiento
es una caracteristica de las toxinas que provocan una inhibicién del "sensor de voltaje" de los canales idnicos. Este
efecto clasico de la toxinas de arafa se describe en Winterfield JR, Swartz KJ. (2000) "A hot spot for the interaction
of gating modifier toxins with voltage-dependent ion channels". J. Gen. Physiol., 116(5): 637-44.) (Ref 10). Se trata
de un bloqueo de la parte del canal que detecta la variacion de potencial (el "sensor de voltaje"). La consecuencia es
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que la apertura del canal se vuelve mas dificil y requiere una despolarizacién mas alta. Asi, la relacién de corriente-
potencial se desplaza hacia potenciales mas positivos.

Parece por tanto claro que el extracto consta de un antagonista de un canal de tipo T. Esta molécula es por tanto
una nueva molécula que permite inhibir la sefal de dolor.

Ejemplo 2: aislamiento y secuenciacion del péptido de la invencion

Se han aislado las fracciones de veneno que inhiben la actividad de los canales de calcio tales como se presentan
en el ejemplo precedente, y se ha efectuado la busqueda del compuesto responsable de esta inhibicion mediante
etapas sucesivas de ensayos de actividad acopladas con etapas de fraccionamiento.

Se obtuvo el veneno de PARAPHYSA SP mediante estimulacién eléctrica de los queliceros de hembras adultas. Se
recogio el veneno en microtubos y se liofilizo.

La preparacion del veneno para los analisis de actividad y para la separacion cromatografica consistié en una
disolucion del liofilizado en agua ultrapura a una dilucion de 10 veces la del volumen de veneno inicial, una
centrifugacion (14.000 rpm, 20 min) y una filtracién por membrana de 0,45 ym (SJHVLO4NS Millipore (marca
comercial)).

Purificacion del componente activo del veneno por cromatografia: En una primera etapa, se fraccioné una alicuota
de 100 pl de a dilucién de veneno (10 pl equivalentes de veneno bruto) mediante cromatografia liquida de alta
resolucion en fase inversa (HPLC-FI) sobre una columna semipreparativa C8 (5C8MS, 10x250 mm, Waters). El
gradiente usado estd compuesto por agua + 0,1 % de &cido trifluoroacético (A) / acetonitrilo + 0,1 % de acido
trifluoroacético (B). Se programa el gradiente como sigue: 0 % de B durante 5 min, 0 a 60 % de B en 60 min, 60 a 90
% de B en 10 min, caudal 2 ml/min. Se recogen manualmente las fracciones a la salida de la columna, vigilando la
variacion de absorbancia UV a 215 nm. Se liofilizan a continuacion estas fracciones y se ensaya después su
actividad sobre el canal de calcio de tipo T como se describe anteriormente.

Se realiza una segunda etapa de purificacion como sigue, en las fracciones de HPLC-FI activas: se analizan estas
fracciones en una segunda etapa de cromatografia de intercambio catiénico, sobre una columna Tosoh SP5PW
(marca comercial) (4,6 x 70 mm) (Tosoh), con un gradiente lineal de acetato de amonio en agua (de 20 MM a1 M en
50 min) con un caudal de 0,5 mil/min. Se liofilizan las fracciones recogidas y se ensaya después su actividad sobre el
canal de calcio de tipo T como se describe anteriormente.

Después de la identificacion de la fraccion activa, se determinan la pureza y el peso molecular del péptido
constituyente de la fraccion activa mediante espectrometria de masas MALDI-TOF (desorcion/ionizacion por laser
asistida por matriz- tiempo de vuelo).

Se realizan las medidas de espectrometria de masas por espectrometria de masas MALDI-TOF con un
espectrometro de masas Voyager DE-Pro (marca comercial) (Applied Biosystems (marca registrada)) en modo
reflector. Se mezclan los péptidos con la matriz de acido a-ciano-4-hidroxicinamico (a-CHCA, Sigma (marca
registrada) 5 mg/ml en agua:acetonitrilo:TFA 50:50:0,1) y se analizan. Se calibran los espectros de masas con
patrones internos y se analizan con el software Data Explorer (marca comercial).

Se determina la secuencia del péptido purificado mediante secuenciacién automatica usando un secuenciador en
fase gaseosa (Applied Biosystems Procise) mediante degradacion de Edman.

Antes del analisis, se reducen los puentes disulfuro del péptido purificado con DTT (ditiotreitol 10 mM, 55 °C, 45 min)
y se alquilan con IAA (acido yodoacético, 50 mM, a 20 °C, 30min) segun un protocolo conocido por el especialista en
la materia (véase John M. Walker. "The Protein Protocols Handbook", Humana Press 1996 (ISBN 0-89603-339-2)
(Ref 14). Se somete el péptido reducido/alquilado a un desalado mediante cromatografia HPLC-FI C18 sobre una
columna Merck Chromolith Speed-Rod (marca comercial) (0,46x50 mm). Se determina a continuacion la secuencia
del péptido reducido/alquilado mediante secuenciacion N-terminal automatica en fase gaseosa en un secuenciador
peptidico de modelo Applied Biosystems 477A (marca comercial) (Applied Biosystems (marca registrada)).

La secuencia peptidica obtenida es YCQKFLWTCDSERPCCEGLVCRLWCKIN (SEQ ID NO 1)

Este ejemplo demuestra claramente por tanto que la molécula antagonista de los canales de tipo T es el péptido de
secuencia ID N°1.

Este péptido representa por tanto una nueva molécula susceptible de inhibir la sefial de dolor.
Ejemplo 3: sintesis quimica del péptido de secuencia SEQ ID NO 1.

La compafia Altergen (marca registrada) sintetiza quimicamente el péptido de la invencion segun el protocolo
siguiente: sintesis en fase solida segun la técnica de Merifield, estrategia de Fmoc.
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Se ensaya la actividad inhibidora del péptido identificado en el ejemplo 2 in vitro sobre diferentes canales de calcio
de tipo T (resultados no proporcionados).

Ejemplo 4: sintesis quimica del péptido de secuencia SEQ ID NO 1.

La compafia Genepep (marca registrada) sintetizé quimicamente el péptido de la invencidon segun el protocolo
siguiente: sintesis en fase solida segun la técnica de Merifield, estrategia de Fmoc. (Ref 4).

La compafiia Synprosis (marca registrada) replicé el péptido lineal producido por la compafiia Genepep segun el
protocolo siguiente: incubacion de péptido lineal Psp3-Tx1 10 uM en un tampdn que contiene glutation reducido
(GSH) 1 mM, glutation oxidado (GSSG) 1 mM, trishidroximetilaminometano (TRIS) 100 mM pH 9, 25 % de glicerol.
Se realizé la incubacion durante 24 horas con agitacion suave a temperatura ambiente. Se realiz6 la purificacion de
la toxina Psp3-Tx1 sintética en cromatografia HPLC en fase inversa sobre columna RP-C18 Chromolith (marca
registrada) usando un gradiente de 10 a 50 % de acetonitrilo (ACN) en una solucién con 0,1 % de trifluoroacetato
(TFA).

Se realiz6 la verificacion de la masa del péptido sintético replicado mediante espectrometria de masas, dando un
valor de 3398,0 dalton (Da) de acuerdo con la formacion de 3 puentes disulfuro entre las 6 cisteinas.

Ejemplo 5: caracterizacion del péptido sintético de la invencion producido en el ejemplo 4.

Se ensayd la actividad inhibidora del péptido sintético del ejemplo 4 in vitro sobre el canal Ca,3.2. Se realizé la
comparacion de inhibiciones con el péptido natural (Psp3-Tx1) en las mismas condiciones. Se diluyeron el péptido
sintético y el péptido natural (toxina natural) a una concentracién madre de 10 molar en agua destilada. A partir de
esta concentracion madre, se diluyeron los péptidos en una solucién correspondiente a la solucion extracelular
usada para el analisis de fijaciéon de membrana. Esta solucién es de la composicion siguiente (en mM): NaCl 135,
TEACI 20, HEPES 10, CaCl; 2, MgCl; 1 (pH 7,3 con TEAOH). Las concentraciones ensayadas fueron las siguientes:
para el péptido sintético: 10'8, 10'7y 10 molar; para el péptido natural: 10'9, 10'8, 3x10'8, 10'7, 3x107 y 10 molar.

Se usaron células HEK293 (ATCC) que expresan de manera estable la secuencia de ADN complementaria del canal
de calcio Cav3.2 humano. A cada pasada de la linea celular, se sembraron células a baja densidad sobre placas de
cultivo para analisis de "fijacion de membrana" (electrofisiologia molecular).

Se localizaron las células transfectadas positivamente con la ayuda de bolas magnéticas recubiertas con un
anticuerpo anti-CD8 (Dynal) como se describe anteriormente en Jiménez, C., Bourinet, E., Leuranguer, V., Richard,
S., Snutch, T.P. y Nargeot, J. (2000) "Determinants of voltage-dependent inactivation affect Mibefradil block of
calcium channels." Neuropharmacology, 39, 1-10 (Ref 2).

Se realizan los registros electrofisioldgicos por la técnica de "fijacion de membrana" en configuracion de "célula
entera" con la ayuda de un amplificador Axopatch200B guiado por una interfaz Digidata y el software pClamp10
(Molecular Devices). Se describe anteriormente la solucion de registro extracelular que contiene calcio 2 mM.

Se realizan los registros con la ayuda de pipetas de borosilicato (Sutter Instruments) estiradas para tener una
resistencia de 1,5 a 2,5 mQ.

La solucion intrapipeta usada para los registros es de la composicion siguiente: CsCl 130 mM, HEPES 10 mM,
EGTA 10 mM, CaCl, 2 mM, MgCl> 1 mM, MgATP 4 mM, TrisGTP 0,3 mM (pH 7,3 con NaOH). Se realiza el analisis
de los resultados con la ayuda del software Clampfit (marca comercial), Excel (marca comercial) y GraphPad Prism
(marca comercial).

Los aparatos usados en este ejemplo para los registros electrofisioldgicos son el amplificador Axopatch200B
(Molecular Device), Digidata 1440 (Molecular Device), el software pClamp10 (Molecular Devices), el amplificador
GeneClamp500 (Molecular Device), el microscopio inverso Olympus 1X70 (Olympus France) y el micromanipulador
Sutter (Sutter Instruments). Los compuestos, reactivos y células usados procedian, para los productos quimicos, de
la compafiia Sigma-Aldrich France, siendo las células usadas células HEK293 (ATCC), las bolas Dynal anti-CD8 de
la compaiia Invitrogen France y el reactivo jetPEI (marca comercial) de la compafia Q-biogen France.

Para visualizar las corrientes de calcio de tipo T generadas por los canales Ca,3.2 recombinantes expresados en las
células transfectadas, se usa el protocolo de estimulacion siguiente: a partir de un potencial de reposo de -100 mV,
se aplica una despolarizacion de 100 ms a un potencial de -30 mV cada 10 segundos.

Se mide la amplitud de la corriente generada por esta estimulacion en condiciones controladas desde la aplicacion
de concentraciones crecientes del péptido sintético del ejemplo 4, o de concentraciones creciente de la toxina nativa
Psp3-Tx1. Para hacer esto, se reparten las soluciones que contienen las diferentes concentraciones del péptido
sintético o la toxina Psp3-Tx1 en tubos de perfusiéon conectados con un colector que permite aplicar estas diferentes
soluciones cerca de la célula registrada.

Se asimila asi la actividad inhibidora de cada concentracién de péptido sintético o de toxina nativa midiendo la
amplitud de la corriente CaV3.2 de la célula registrada en la meseta del efecto.
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Se presentaron los efectos inhibidores del péptido sintético y del péptido natural en forma de porcentaje de bloqueo
de cada concentracion para construir las curvas de "efecto-dosis" presentadas en la Figura 8. Estas curvas de
"efecto-dosis" se analizaron con el software GrapPad Prism (marca comercial) con la funcion de analisis sigmoideo
"log(antagonista) frente a respuesta - pendiente variable". que permite calcular la dosis que inhibe un 50 % de la
corriente (CEso), asi como la pendiente de la curva correspondiente o nimero de Hill.

La Figura 8 representa la curvas de dosis-respuesta para el péptido natural (Psp3Tx1) (curva con circulos negros) y
el péptido sintético (curva con circulos blancos).

Asi, en la Figura 8, la CEsg para la toxina natural es de 1,1 yM con un ndmero de Hill de 0,87 (el numero de células
analizadas es de 6), y la CEsp para el péptido sintético es de 2,01 yM con un naimero de Hill de 0,89 (el nimero de
células analizadas es igual a 20).

Los resultados muestran por tanto que el péptido sintético y el péptido nativo inhiben las corrientes del canal Ca,3.2.
Los resultados se describen con un coeficiente de Hill igual a aproximadamente 1, lo que implica una interaccion 1:1
entre canal y péptidos.

Este ejemplo demuestra por tanto claramente que el péptido de secuencia ID NO 1, extraido de veneno de arafa
como se presenta en el ejemplo 1 y/o sintetizado quimicamente, inhibe las corrientes del canal Ca,3.2

Ejemplo 6: efecto analgésico del péptido de la invencion

Se usaron ratones con el fin de observar el efecto analgésico del péptido de la invencion frente a dolores inducidos
por estimulos térmicos.

Los ratones son ratones C57BL/6J silvestres y ratones C57BL/6J CaV3.2-/-. El numero total de ratones es de 10
silvestres y 10 CaV3.2-/-.

Se usan dos grupos de ratones (C57BL/6J), un grupo en el que se ha inyectado por via intratecal una solucion
fisiolégica que comprende el péptido de la invencién a una concentracion de 10 y 100 nM y un segundo grupo (grupo
testigo) que solo recibe la inyeccion intratecal de la solucion fisioldgica sola. Se someten a continuacion los ratones
al ensayo de inmersion de la cola en bafio Maria a 46 °C. Este experimento tiene como objetivo determinar el tiempo
al cabo del cual reaccionan los ratones al calor doloroso, mostrando asi el umbral de aparicién de la sefial de dolor
ligado a la percepcion del calor. Se realiza el mismo experimento en paralelo con otros dos grupos de ratones
C57BL/6J desprovistos del gen que codifica el canal de calcio de tipo T codificado por la subunidad CaV3.2. Este
experimento tiene como objetivo mostrar la selectividad del péptido de la invencion.

Los resultados muestran una diferencia significativa del tiempo de reaccién al calor entre el grupo de ratones en el
que se ha inyectado el péptido y el grupo de ratones testigo, siendo el tiempo de reaccion al calor significativamente
mayor en los ratones que reciben el péptido de secuencia SEQ ID NO 1.

Se usaron ratones con el fin de observar el efecto analgésico del péptido de la invencién frente estimulos
mecanicos.

Los ratones son ratones C57BL/6J silvestres y ratones C57BL/6J CaV3.2-/-. El ndmero total de ratones es de 10
silvestres y 10 CaV3.2-/-.

Se usan dos grupos de ratones (C57BL/6J), un grupo en el que se ha inyectado por via intratecal una solucion
fisioldgica que comprende el péptido de la invencién a una concentracion de 10 y 100 nM y un segundo grupo (grupo
testigo) que solo recibe la inyeccion intratecal de la solucion fisiolégica sola. Se sometieron a continuacion los
ratones al experimento de estimulacion mecanica por filamentos de von Frey. Este experimento tiene como objetivo
determinar el umbral de reaccién a un estimulo mecanico de intensidad creciente aplicado sobre la béveda plantar.
El umbral de reaccién de los animales esta correlacionado con la aparicion de la sefial de dolor ligada a la
percepcion de la presion mecanica. Se realiza el mismo experimento en paralelo con otros dos grupos de ratones
C57BL/6J desprovistos del gen que codifica el canal de calcio de tipo T codificado por la subunidad CaV3.2. Este
experimento tiene como objetivo mostrar la selectividad del péptido de la invencion.

Los resultados muestran una diferencia significativa del umbral de percepcion a la presiéon mecanica entre el grupo
de ratones en el que se ha inyectado el péptido y el grupo de ratones testigo, siendo el umbral de presion
significativamente mas elevado en los ratones que reciben el péptido de secuencia SEQ ID NO 1.

El péptido de la invencion tiene por tanto el efecto analgésico esperado frente a los estimulos dolorosos térmicos y
mecanicos.

Este ejemplo demuestra por tanto que el péptido de secuencia SEQ ID NO 1, identificado en el ejemplo 2, es una
nueva molécula para el tratamiento del dolor.
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Ejemplo 7: comparacion del efecto analgésico del péptido de la invencion con el de un analgésico de
referencia.

Los ratones y el protocolo experimental usados en el presente ejemplo son idénticos a los descritos en el ejemplo 4.
Se ensayan dos grupos de ratones suplementarios:
. un grupo en el que se ha inyectado por via intratecal una dosis de morfina (1 ug/kg), y

. un grupo en que lo ha sido el péptido de secuencia SEQ ID NO 1 (10 nM).
Ejemplo 8: efecto antihipertensivo del péptido de la invencion
Los ratones usados en el presente ejemplo son idénticos a los descritos en el ejemplo 4.

Se usan ratones con el fin de observar el efecto antihipertensivo del péptido de la invencion. Se usan dos grupos de
ratones (C57BL/6J), un grupo en el que se inyecta por via intravenosa una solucion fisioldgica que comprende el
péptido de la invencién a una concentracién de 10 y 100 nM y un segundo grupo (grupo testigo) que solo recibe la
inyeccion intravenosa de la solucion fisiolégica sola. Se realiza la medida de la presion arterial por el principio del
método del manguito caudal (Plehm, R., Barbosa, M.E. y Bader, M. (2006) "Animal models for hypertension/blood
pressure recording”. Methods Mol. Med., 129, (Ref 15)).

Ejemplo 9: efecto antiproliferativo del péptido de la invencion

Se usan células cancerosas de prostata LNCAP con el fin de observar el efecto antiproliferativo del péptido de la
invencion.

El medio de cultivo usado es el medio RPMI 1640 (BioWhittaker SA, Verviers, Bélgica), suplementado con L-
glutamina 5 mM (Sigma-Aldrich, L'lsle d'Abeau, Francia) y 10 % de FBS (Applera France SA, Courtaboeuf, Francia)
como se indica en el documento Gackiére F, Bidaux G, Delcourt P, Van Coppenolle F, Katsogiannou M, Dewailly E,
Bavencoffe A, Van Chuoi-Mariot MT, Mauroy B, Prevarskaya N, Mariot P. (2008) "CaV3.2 T-type calcium channels
are involved in calcium-dependent secretion of neuroendocrine prostate cancer cells". J. Biol. Chem., 283(15):
10162-73. (Ref 16).

Se usan dos condiciones de células:

° una condiciéon en la que las células se cultivan en diferentes ensayos en presencia del péptido de la
invencion a concentraciones de 10, 30, 100, 300, 1000 nM, y

. una segunda condicion (testigo) sin péptido.

Se realiza la medida de la proliferacion celular mediante el método CellTrace (marca comercial) CFSE (Invitrogen
(marca registrada)) basado en la incorporacion del trazador fluorescente CFSE por las células cultivadas y por una
medida por citometria de flujo de las células marcadas.
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cataaccatg
ggagctaacc
accggagctg
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ggctagctgg
tgcagcactg
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gcattggtaa
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aacggttctg
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ttgctcaccc
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cggatggcat

gaaaattaag
tgaagagcat
gggtttggag
tatggccatc
gcgtgeagag
aattgcatat
aatgctgaaa
aacccatcct
gtgcctggat
aattgataag
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gtgctgccat
gaccgaagga
gttgggaacc
cagcaatggc
ggcaacaatt
cccttecgge
gtatcattgc
cggggagtca
tgattaagca
aacttcattt
aaatccctta
gatcttcttg
cgctaccagce
ctggcttcag
accacttcaa
tggctgctgce
~ cggataaggc
gaacgaccta
ccgaagggag
cgagggagct
tctgacttga
ccagcaacgc
ttcctgegtt
ccgctegecg

gcctgatgceg

aaccatgagt
gctaaccgct
ggagctgaat
aacaacgttg
aatagactgg
tggctggttt
agcactgggg
ggcaactatg
ttggtaactg
ttaatttaaa
acgtgagttt
agatcctttt
ggtggtttgt
cagagcgcag
gaactctgta
cagtggcgat
gcagcggtcg
caccgaactg
aaaggcggac
tccaggggga
gcgtcgattt
ggccttttta
atcccctgat
cagccgaacg

gtattttctc

gataacacfg
tttttgcaca
gaagccatac
cgcaaactat
atggaggcgg
attgctgata
ccagatggta
gatgaacgaa
tcagaccaag
aggatctagg
tcgttccact
tttctgegeg
ttgccggatc
ataccaaata
gcaccgcecta
aagtcgtgtc
ggctgaacgg
agatacctac
aggtatccgg
aacgcetggt
ttgtgatgct
cggttcctgg
tctgtggata
accgagcgea

cttacgcatc
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cggccaactt
acatggggga
caaacgacga
taactggcga
ataaagttgc
aatctggagc
agcccteecg
atagacagat
tttactcata
tgaagatcct
gagcgtcaga
taatctgctg
aagagctacc
ctgteccttct
catacctcgc
ttaccgggtt
ggggttcgtg
agcgtgagct
taagcggcag
atctttatag
cgtcagggag
ccttttgctg
accgtattac
gcgagtcagt

tgtgcggtat

acttctgaca
tcatgtaact
gcgtgacacc
actacttact
aggaccactt
cggtgagcgt
tatcgtagtt
cgctgagata
tatactttag
ttttgataat
ccccgtagaa
cttgcaaaca
aactcttttt
agtgtagccg
£ctgctaatc
ggactcaaga
cacacagccc
atgagaaagc
ggtcggaaca
tcctgteggg
gcggagcecta
gccttttgcet
cgcctttgag
gagcgaggaa

ttcacaccge

21

acgatcggag
cgccttgatc
acgatgcctg
ctagcttccc
ctgcgctcegg
gégtctcgcg

atctacacga

ggtgcctcac -

attgatttaa
ctcatgacca
aagatcaaag
aaaaaaccac
ccgaaggtaa
tagttaggcc
ctgttaccag
cgatagttac
agcttggagc
gccacgcttce
ggagagcgea
tttcgecacc
tggaaaaacg
cacatgttct
tgagctgata
gcggaagagce

ataaattccg

1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180

3240



acaccatcga
aattcagggt
tctcttatca
gggaaaaagt
aactggcggg
cgccgtegea
tggtgtcgat
tcgegeaacg
ctgtggaagc
ccatcaacag
tcgecattggg
gtctgcgtct
aacgggaagg
agggcatcgt
gcgccattac
ataccgaaga
tgctggggca
gcaatcagct
aaaccgcctc
gactggaaag
ccccaggcett
caatttcaca
acgtcgtgac
tttcgccage

cagcctgaat

ctggctggag
gcacggttac
gtttgttccc

ctggctacag

<210> 6
<211> 5900

atggtgcaaa
ggtgaatgtg
gaccgtttcc
ggaagcggcg
caaacagtcg
aattgtcgcg
ggtagaacga
cgtcagtgag
tgcctgeact
tattattttc
tcaccagcaa
ggctggctgg
cgactggagt
tcccactgeg
cgagtccggg
cagctcatgt
aaccagcgtg
gttgcccgtc
tcceegegeg
cgggcagtga
tacactttat
caggaaacag
tgggaaaacc
tggcgtaata
ggcgaatggc
tgcgatcttc
gatgcgccca
acggagaatc

gaaggccaga

accttfcgcg
aaaccagtaa
cgcgtggtga
atggcggagc
ttgctgattg
gcgattaaat
agcggegtcg
ctgatcatta
aatgttccgg
tcccatgaag
atcgcgctgt
cataaatatc
gccatgtccg
atgctggttg
ctgcgegttg
tatatcccgce
gaccgcttgc
tcactggtga
ttggccgatt
gcgcaacgea
gcttccggcet
ctatgaccat
ctggcgttac
gcgaagaggc

gctttgectg
ctgaggccga
tctacaccaa

cgacgggttg

cgcgaattat

ES 2 524 564 T3

gtatggcatg
cgttatacga
accaggccag

tgaattacat

gcgttgccac

ctcgegecga
aagcctgtaa
actatccgct
cgttatttct
acggtacgcg
tagcgggccc
tcactcgcaa
gttttcaaca
ccaacgatca
gtgcggatat
cgttaaccac
tgcaactctc
aaagaaaaac
cattaatgca
attaatgtga
cgtatgttgt
gattacggat
ccaacttaat
ccgeaccgat

gtttccggcea

tactgtcgtc
cgtaacctat
ttactcgctc

ttttgatggc

atagcgcccg
tgtcgcagag
ccacgtttct
tcccaaccge
ctccagtctg
tcaactgggt
agcggeggtg
ggatgaccag
tgatgtctct
actgggcgtg
attaagttct
tcaaattcag
aaccatgcaa
gatggcgctg
ctcggtagtg
catcaaacag
tcagggccag
caccctggcg
gctggecacga
gttagctcac

gtggaattgt

tcactggecg-

cgccttgecag
cgcccttecce

ccagaagcgg

gtcccctcaa
cccattacgg
acatttaatg

gttggaatt

22

gaagagagtc
tatgccggtg
gcgaaaacgc
gtggcacaac
gccctgeacg
gccagcgtgg
cacaatcttc
gatgccattg

gaccagacac

gagcatctgg‘

gtctcggegce
ccgatagcgg
atgctgaatg
gagcgcaatgc
ggatacgacg
gattttcgcc
gcggtgaagg
cccaatacgc
caggtttccc
tcattaggca
gagcggataa
tcgttttaca

cacatccccc

aacagttgeg

tgccggaaag

actggcagat
tcaatccgece

ttgatgaaag

3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680

47490

4300

4860

4920

4969
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<212>
<213>

ADN

<220>
<223>

<400> 6

atccggatat
ggggttatgc
tgttagcagc
cgacggagct
agatctgggc
gaaccgcgtg
gaaccggcca
ttggttgcceg
tatttcggcg
tgatattcgt
tctgcccaga
tcgtcagtca
aaattatttc
atttcgcggg
ccggegecac

gggctcgeca

Artificial

Plasmido pET32

agttcctcct
tagttattge
cggatctcag
cgaattcgga
tgtccatgtg
gcaccagacc
ggttagcgtc
ccacttcacc
cagtgccagg
cagcgatttc
aatcgacgag
ggtgaataat
tagaggggaa
atcgagatcg
aggtgcggtt

cttcgggctc

ttcagcaaaa
tcagcggtgg
tagtggtggt
tccgatatca
ctggcgttcg
agaagaatga
gaggaactct
gtttttgaac
gttttgatcg
atccagaatc
gatcgccccg
tttatcgetc
ttgttatccg
atctcgatcc
gctggcgect

atgagcgcett
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aacccctcaa
cagcagccaa
ggtggtgctc
gccatggect
aatttagcag
tgatgatgat
ttcaactgac
agcagcagag
atgttcagtt
ggggcgatca
tcegetttga
atatgtatat
ctcacaattc
tctacgccgg
atatcgccga

gtttcggegt

gacccgttta
ctcagcttcc
gagtgcggcc
tgtcgtcgtc
cagcggtttc
ggtgcatatg
ctttagacag
tcgggatacc
ttgcaacggt
ttttgcacgg
gtacatccgt
ctccttctta
ccctatagtg
acgcatcgtg
catcaccgat

gggtatggtg

23

gaggccccaa
tttcgggctt
gcaagcttgt
gtcggtaccc
tttcatacca
gccagaacca
tgcacccact
acggatgcca
cagtttgccc
accgcaccac
gtcaaaactg
aagttaaaca
agtcgtatta
gccggcatca
ggggaagatc

gcaggccecg

60

120

180

2490

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960



tggccgggag
tcaacggcect
gtcgagatcc
ccggaagaga
gagtatgccg
tctgcgaaaa
cgcgtggcac
ctggccctge
gatgccageg
gtgcacaatc
caggatgcca
tctgaccaga
gtggagcatc
tctgtctcgg
cagccgatag
caaatgctga
ctgggcgceaa
gtgggatacg
caggattttc
caggcggtga
gcgcccaata
cgacaggttt
cactcattag
cttccggtgg

gcaactcgta

actgttgggé
caacctacta
cggacaccat
gtcaattcag
gtgtctctta
cgcgggaaaa
aacaactggc
acgcegecgtc
tggtggtgtc
ttctegegea
ttgctgtgga
cacccatcaa
tggtcgceatt
cgcgtctgeg
c¢ggaacggga
atgagggcat
tgcgegeceat
acgataccga
gcctgetggg
agggcaatca
cgcaaaccgc
cccgactgga
gcaccgggat
gcgcggggcea

ggacaggtgc

gccatctect
ctgggctgct
cgaatggcgc
ggtggtgaat
tcagaccgtt
agtggaagcg
gggcaaacag
gcaaattgtc
gatggtagaa
acgcgtcagt
agctgcctgc
cagtattatt
gagtcaccag
tctggctggc
aggcgactag
cgttcccact
taccgagtcc
agacagctca
gcaaaccagc
gctgttgecc
ctcteceege
aagcgggeag
ctcgaccgat
tgactatcgt

cggcagcgct
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tgcatgcacc
tcctaatgca
aaaacctttc
gtgaaaccag
tcecgegtgg
gcgatggcgg
tcgttgctga
gcggcgatta
cgaagcggcg
gggctgatca
actaatgttc
ttctecccatg
caaatcgcgc
tggcataaat
agtgccatgt
gcgatgctgg
QQQCtQCQCQ
tgttatatcc
gtggaccgct
gtctcactgg
gcgttggeeg
tgagcgcaac
gcccttgaga
cgccgeactt

ctgggtcatt

attccttgeg
ggagtcgcat
gcggtatgge
taacgttata
tgaaccaggc
agctgaatta
ttggcgttge
aatctcgege
tcgaagectg
ttaactatcc
cggcgttatt
aagacggtac
tgttagcggg
atctcacteg
ccggttttca
ttgccaacga
ttggtgcgga
cgccgttaac
tgctgcaact
tgaaaagaaa
attcattaat
gcaattaatg
gccttcaacc

atgactgtct

ttcggcgagg

24

gcggeggtgc

aagggagagce
atgatagcgc
cgatgtcgca
cagccacgtt
cattcccaac
cacctccagt
cgatcaactg
taaagcggcg
gctggatgac
tcttgatgtc
gcgactgggce
cccattaagt
caatcaaatt
acaaaccatg
tcagatggcg
catctcggta
caccatcaaa
ctctcagggc
aaccaccctg
gcagctggca
taagttagct
cagtcagctc
tctttatcat

accgctttcg

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460



ctggagcgeg
tcaagccttc
cggcatggcg
ctggcggggt
cgactgctgce
tgtttcgtaa
catcgcagga
gcattgaccc
ctcacaacgt
ctctcgtttc
agtgaccaaa
aacgcttctg
gcttcacgac
tgaaaacctc
cgggagcaga
catgacccag
cagattgtac
gaaaataccg
ttcggctgeg
caggggataa
aaaaggccge
atcgacgctc
cccctggaag
ccgcctttcet

gttcaggtgta

acgatg&tcg
gtcactggtc
gccccacggg
tgccttactg
tgcaaaacgt
agtctggaaa
tgctgctggce
tgagtgattt
tccagtaacc
atcggtatca
caggaaaaaa
gagaaactca
cacgctgatg
tgacacatgc
caagcccgtc
tcacgtagcg
tgagagtgca
catcaggcgc
gcgageggta
cgcaggaaag
gttgctggeg
aagtcagagg
ctccctegtg
cccttcggaa

ggtcgttcge

gcctgteget
ccgecaccaa
tgcgcatgat
gttagcagaa
ctgcgacctg
cgcggaagtc
taccctgtgg
ttctctggtc
gggcatgttc
ttacccccat
ccgcccttaa
acgagctgga
agctttaccg
agctcccgga
agggcgcgtc
atagcggagt
ccatatatgg
tcttccgett
tcagctcact
aacatgtgag
tttttccata
tggcgaaacc
cgctctcctg
agcgtggcgce

tccaagctgg
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tgcggtattc
acgtttcggc
cgtgctcctg
tgaatcaccg
agcaacaaca
agcgccctgce
aacacctaca
ccgecgeatc
atcatcagta
gaacagaaat
catggcccgc
cgcggatgaa
cagctgcectc
gacggtcaca
agcgggtgtt
gtatactggc
ggtgtgaaat
cctcgcteac
caaaggcggt
caaaaggcca
ggctccgecc
cgacaggact
ttccgaccct
tttctcatag

gctgtgtgca

ggaatcttgc
gagaagcagg
tcgttgagga
atacgcgagc
tgaatggtct
accattatgt
tctgtattaa
cataccgccea
acccgtatcg
cccccttaca
tttatcagaa
caggcagaca
gcgegttteg
gc&tgtctgt
ggcgggtgtc
ttaactatgc
accgcacaga
tgactcgctg
aatacggtta
gcaaaaggcc
ccctgacgag
ataaagatac
gccgcttacc
ctcacgctgt

cgaacccccc

25

acgccctcgc
ccattatcgc
cccggctagg
gaacgtgaag
tcggtttccg
tccggatctg
cgaagcgctg
gttgtttacc
tgagcatcct
cggaggcatc

gccagacatt

tctgtgaatc

gtgatgacgg
aagcggatgc
ggggcgcagc
ggcatcagag
tgcgtaagga
cgctcggtceg
tccacagaat
aggaaccgta
catcacaaaa
caggcgtttc
ggatacctgt
aggtatctca

gttcagcccg

2520
2580
2640
2700
2760
2820
2830
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900

3960



accgctgcegce
cgccactgge
cagagttctt
gcgctetget
aaaccaccgc
aaggatctca
actcacgtta
taaattaaaa
gttaccaatg
tagttgcctg
ccagtgctgce
accagccagce

agtctattaa

acgttgttgc”

tcagctccgg
cggttagctc
tcatggttat
ctgtgactgg
gctcttgecc
tcatcattgg
ccagttcgat
gcgtttctgg
cacggaaatg
gttattgtct

ttcegegeac

cttﬁtccggt
agcagccact
gaagtggtgg
gaagccagtt
tggtageggt
agaagatcct
agggattttg
atgaagtttt
cttaatcagt
actcccegtc
aatgataccg
cggaagggcc
ttgttgccgg
cattgctgca
ttcccaacga
cttcggtect
ggcageactg
tgagtactca
ggcgtcaata
aaaacgttct
gtaacccact
gtgagcaaaa
ttgaatactc
catgagcgga

atttccccga

aactatcgtc
ggtaacagga
cctaactacg
accttcggaa
ggtttttttg
ttgatctttt
gtcatgagat
aaatcaatct
gaggcaccta
gtgtagataa
cgagacccac
gagcgcagaa
gaagctagag
ggcatcgtgg
tcaaggcgag
ccgatcgttg
cataattctc
accaagtcat
cgggataata
tcggggcgaa
cgtgcaccca
acaggaaggc
atactcttcc
tacatatttg

aaagtgccac
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ttgagtccaa
ttagcagagc
gctacactag
aaagagttgg
tttgcaagca
ctacggggtc
tatcaaaaag
aaagtatata
tctcagegat
ctacgatacg
gctcaccggce
gtggtcctge
taagtagttc
tgtcacgctc
ttacatgatc
tcagaagtaa
ttactgtcat
tctgagaata
ccgcgecaca
aactctcaag
actgatcttc
aaaatgccgc
tttttcaata
aatgtattta

ctgaaattgt

cccggtaaga
gaggtatgta
aaggacagta
tagctcttga
gcagattacg
tgacgctcag
gatcttcacc
tgagtaaact
ctgtctattt
ggagggctta
tccagattta
aactttatcc
gccagttaat
gtcgtttgat
ccccatgttg
gttggccgeca
gccatccgta
gtgtatgcgg
tagcagaact
gatcttaccg
agcatctttt
aaaaaaggga
ttattgaagc
gaaaaataaa

aaacgttaat

26

cacgécttat
ggcggtgcta
tttggtatct
tccggcaaac
cgcagaaaaa
tggaacgaaa
tagatccttt
tggtctgaca
cgttcatcca
ccatctggcec
tcagcaataa
gcctccatece
agtttgcgca
atggcttcat
tgcaaaaaag
gtgttatcac
agatgctttt
cgaccgagtt
ttaaaagtgc
ctgttgagat
actttcacca
ataagggcga
atttatcagg
caaatagggg

attttgttaa

4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400

5460



aattcgcgtt
aaatccctta
acaagagtcc
agggcgatgg
gtaaagcact
cggcgaacgt
caagtgtagc

agggcgcegtc

aaatttttgt
taaatcaaaa
actattaaag
cccactacgt
aaatcggaac
ggcgagaaag
ggtcacgctg

ccattcgeca

taaatcagct
gaatagaccg
aacgtggact
gaaccatcac
cctaaaggga
gaagggaaga

cgcgtaacca
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cattttttaa
agatagggtt
ccaacgtcaa
cctaatcaag
gcccccgatt
aagcgaaagg

ccacacccgce

ccaataggcc
gagtgttgtt
agggcgaaaa
ttttttggag
tagagcttga
agcgggeget

cgcgcttaat

27

gdaatéggca
ccagtttgga
accgtctatc
tcgaggtgcc
cggggaaagc
agggcgctag

gcgecgetac

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5900
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REIVINDICACIONES
1. Péptido de secuencia aminoacidica
YCQKFLWTCDSERPCCEGLVCRLWCKIN (SEQ ID NO 1).
2. Acidos nucleicos que codifican el péptido definido en la reivindicacién 1.

3. Acido nucleico segun la reivindicacion 2, en el que la secuencia de acido nucleico es

5" TAY TGY CAR AAR TTY YTN TGG ACN TGY GAY WSN GAR MGN
CCN TGY TGY GAR GGN YTN GTN TGY MGN YTN TGG TGY AAR
ATH AAY 3’ (SEQ ID N°3)

en las que A es adenosina, C es citidina, G es guanosina, T es timidinayHes AoCoT,MesAoC,NesAoCo
GoT,ResAo0G,SesCoG,WesAoTeYesCoT:

4, Sistema de expresion que comprende un plasmido y/o un vector de expresion que comprende un acido
nucleico segun la reivindicacion 2.

5. Péptido antagonista de un canal de calcio de tipo T de secuencia aminoacidica:
YCQKFLWTCDSERPCCEGLVCRLWCKIN (SEQ ID NO 1).

6. Péptido antagonista de un canal de calcio de tipo T segun la reivindicacion 5, en el que dicho canal es un
canal elegido del grupo que comprende el canal Cav3.2 y el canal Cav3.1.

7. Péptido segun la reivindicacién 1, para su uso como medicamento.

8. Péptido segun la reivindicacion 1, para su uso en el tratamiento del dolor.

9. Péptido segun la reivindicacién 1, para su uso como medicamento analgésico.

10. Procedimiento de sintesis del péptido segun la reivindicacion 1, caracterizado porque comprende una etapa

de sintesis quimica sobre soporte sdlido o una etapa de sintesis por recombinacion genética.

28
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Figura 1

Pico de corriente de CaV3.2 (nA)

Figura 2
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Figura 3

& control 2 Psp3Tx1

Figura 4
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Figura 5
Secuencia de pT7-7:

AATTCTCATGTTTGACAGCTTATCATCGATAAGCTTGGGCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCCCCGGECGCGRAAT
TCTAGCCATATGTATATCTCCTTCTTAAAGTTAARCARAATTATTTCTAGAGGGAAACCGTTGTGGTCTCCCTAT
AGTGAGTCGTATTAATTTCGAAGTCTATCAGAAGTTCGAATCGCTGGGCCTCGCGCGTTTCGGTGATGACGGTGA
ARACCTCTGACACATGCAGCTCCCGGAGACGGTCACAGCTTGTCTGTAAGCGGATGCCGGGAGCAGACAAGLCCG
TCAGGGCGCGTCAGCGEETECT TGECGGETGTCEEGGCCCAGCCATCACCCAGTCACGTAGCGATAGCGGAGTGTA
TATACTGGCTTAHCTHTGCGGCATCAGRECAGRTTGTACTGAGAGTGCACEAHAGATCTNTGCGGTGTGAAATAC
CGCAC&GATGCGTﬂAGGAGhﬁAﬁTHCCGCRTC&GGCGCTCTTCCGCTTCCTCGETCACTGACTCGCTGCGCTCGG
TCGTTCGECTGCGECGAGCGGETATCAGCTCACTCARAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACG
CAGGARAGAACATGTGAGCARAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGARCCGTARARAGGCCGCGTTGCTGGCETTTTTCC
ATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAARAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGARACCCGACAGGACTAT
ARAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACT
TGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGARAGCGTGGCGCTTTCTCAATGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGG
TCGTTCGCTCCARGETGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGLCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATC
GTCTTGAGTCCARCCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGRAGCGA
GGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGGACAGTATTTGGTA
TCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGARARAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCARACAARCCACCGCTG
GTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCARGCAGCAGATTACGCGCAGAARRAAAGGATCTCARGARGATCCTTTGATCT
TTTCTACGGEEGTCTGACGCTCAGTGGAACGARAACTCACGTTAAGEGATT TTGGTCATCGAGATTATCARARAGGA
TCTTCACCTAGATCCTTTTAATTCT TGAAGACGARAAGGGCCTCGTGATACGCCTATTTTTATAGGTTAATGTCAT
GATAATAATGGTTTCTTAGACGT CAGGTGGCACTTTTCGGEGARATGTGCGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTT
CTAAATACATTCAMATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATARATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGAR
GAGTATGAGTAT TCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCA
CCCAGARACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGC TGAAGATCAGTTGGETGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCT
CAACAGCGGTARAGATCCTTGAGAGTT TTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCT
ATGTGGCGCGGTATTATCCCGTGT TGACGCCGEGLAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGA
CTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGRARAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGC
CATARCCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGRAGGAGCTAACCGCTTT
TTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGT TGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCARACGA
CGAGCGTGACACCACGATGCCTGTAGCAATGGCAACAACGTTGCGCARACTATTAACTGGCGARCTACTTACTCT
AGCTTCCCGGCAACRAT TAATAGACTGGATGGAGGCGEGATAAACTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGECCCTTCC
GGCTGGCTGGTTTATTGCTGATARATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGEGEC
AGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATC TACACGACGGEEGAGTCAGGCAACTATGGATGAARCGARATAGACH
GATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATACTTTAGAT
TGATTT
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Secuencia de pGex-4-T1:

ACGTTATCGAC IO ACGOTOCACC ARTGUTTO TSSCGTCAGGCACCCATCLEAMGCTOTLETATGLUTGTGOAGE
TG TAAATC AT TECATRAT IO TO T GUTCARGEOOUACTCCCOT IO TBGATAATGTTITITGLUGUIGACATCATY
RGO T TEGOA AR T PO RAN PG ACCTET TCACRATTAATCATUGECTURTATAAT GTGTCOAATTIGTGAG
COORTRACAAT T O ACACACGARRCAGTATTCATETCCOOTATACTAGETT AT TCOARAATTAAGGECOTTRIRC
A A TG AC T TP A T ATO T TGARCAARA A TATCAAGAGCATITO TATCAGUCLCATGRALGTGATA
AATGGOG ARG AR ARG T T PO AR T oG T TIGGAG TYTCCCAATCTTCOT TATTATATTIGATCGOTGATGTTARAT
T AAC A ACTO T AT OGO UATOATACO T AT AT AGCTORCARGCACAACATE TTGCUTCCITETCCAAAAGAGCLEG
CAAGAT T TR TG PTG AL GO T T T TOGATAT TAGATACGETE T T TCGAGAA TTGCATATAGT AAAGALT
R A R T D ARG T LA TP T T T ACC ARG T ACC THARATGUTEARAA TG T TOGARGATCGTTTATGTCATA
AR T AT AR TGO TOATORTE TARD CCATLCTCACTICATS TG TATGACGUTOTTIGATGTTGITTITATACSA
PG ACC D ARTCTOOCTECATCCGT TCCCARAAT TAGT TG T I YT AARAALCGTATTGRAAGCT ATCCTALARATTG
AT AAGTBC T TG ARATCCACC ARG TATATAGCATGECOUTT TEUAGGRCTHGCAACCACGTITERTIGETGHUGALL
ATCCTCOAARATCGGATC TGGTTOUGUG TGEATCOCCGOAATTCCCEGETCCACTCGAGCOGCCGUATCGTGACT
AT OALGAT O OGO T I LT CATCACOO TO AR ACCTU TCACACATOO AGUIUCCUBAGALGETCA
CRGCTTOTOTET ARGCGOATSOCEOGAGCAGAL AAGUCCOTUAGGGUACHTCAGCLERTOITLGUGLETGTCGGEE
GO AGECA TS CAG T AL ETAGC GATAGCGGAGTOTATAATTCT TEAAGRUGAARGGERCCTCLTGATACGCC
AT T A ARG T AA TS AT CATARTAATGE TTIC T TAGACGCICAGG TEGCACT TITOGCGGABATGTGUGLG
AR I A T TGP T T AT T T T T TAAATACATICAAATATE TATCLGUTCATGAGACARTARCCCTOGATAARTCE
P R AT AT A AR ACCARCAGTATGAGTATTUAACAT TTCOSTETCCCCOTTATTOCCTTITITCCGRLAT
GO TTCC TS TP TOOTOACCCASAAACCO TEO TCARACTARARGATCCTCAAGAT CAGTTGRGTECRACGAG
P A A AR T AU A A A GGG AR ATOC T TG AGARTTTICOUCCOGRAGRRCUTTTTCCAATOA
A AT T T T ARG T T TGO T A G OO OGO GO AT TATC LG TS T TEACGC LGOI BAGAM AR TUGETLGEL
SO AT A AT AT IO AR T SAC I TOO T IGAG T ACTO ACCAGTCACAGARAAGUATCTIRALGOATEGUATGACAG
ARG AL A A T A T A TOC IO AT AR CATCAGT GATAACACTGOGECCRACT TACTICTBACRACGATUGEAG
A A AT R RSO ICC ACAACATOOUSGATCATETRACTUCAUIT TEATCE T TUGHARLCBEAGL
AT AT A R A RGOS TOACACCACOATSCUTOCAGCRATOGUAA ABCETTGLGUARAL TAY
AR A A T AP T AL T P AGC T TCCC OO AAT AR TTAATACACTGOATCGAGCCOGATAARGTTCCACGAT
AT IO TG G T GG T IO AG I aC TG T T TAT IGCTCATAAAT CTCORAGCCEOTGARLGTGLETUTOGUG
CTATOATTOCAGCACTGEEECCAGHIGOTRAGCCCTCCUGTATCOTAGTIATCTACACSACEGGGAGTOAGECAR
CERTOGATGRAACGAAR A CACEGATCCUTGAGATAGSTSCOTCACTEAT TRAGCATTICOTAALIG TCAGACLAAG
T A AT ATACTTTAGATTORAT T T ARAAD TTCAT T TTTRATT I AAAAGGATCTAGHIGAAGATCCTTITITG
ATAATC T CATGACCARRATCCO T TRACGTCAGTYTTOGTTCCACTCAGCGICAGACCLCETAGARARAGATUARAG
RIS AC K T T T T I T O TGOGOOTEATCIGCTGCT IO AAACARBARAACCALOGUTALCAGLGETGE
P OO AT RASAGC TAC CARC PE T T T T TL CGAAGETRAL TEEUTICAGUAGAGUGCAGATALCARATA

32



ES 2 524 564 T3

Figura 6 (2/2)

CTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGARCTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGC
TAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGECEATARGTCCTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTAC
CGGATAAGGCGCAGCGETCGGGETEGARCGLEGEGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAARCGACCTACACCG
AACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATCAGRAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGRAAGGUGGACAGGTATCCEG
TAAGCGGCAGGEGTCGGRAACAGGAGRGLGCACGAGGGAGC TTCCAGGGGEAAACCCCTGGTATCTTTATAGTCCTG
TCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGCGAARARCG
CCAGCAMCGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATETTCTTTCCTGCGTTATCCC
CTGATTCTGTGGATARCCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGC TECATACCGCTCGCCGCAGCCGARCGACCGAGCGCA
GCGAGTCAGTGAGCGAGEAAGCGGARGAGCGCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTGCGGTATTTCAC
ACCGCATAAAT TCCGACACCATCGAATGGTGCARRACCTTTCGCGGTATGGCATGATAGCGCCCGGAAGAGAGTC
AATTCAGGOTGGTGAATGTGAAACCAGTARCGTTATACGATGTCGCAGAGTATGCCGGTGTCTCTTATCAGACCE
TTTCCCGCGTGETGAACCAGGCCAGCCACGT TTC TGCGAAAACGCGGGARAMARAGTGGARGCGGCGATGGCGGAGT
TGARATTACATTCCCAACCGCGTGGLACAACARCTGGCGEGGCAMCAGTCGTTGCTGATTGGCGTTGCCACCTCCA
GTCTGGCCCTGCACGCGCCGTCGCAAATTGTCGUGGCGATTARATCTCGCGCCGATCARCTGGGTGCCAGCGTGG
TGGTGT&GATGGTAG&ACGAAGCGGCGTCGAAGCCTGTRHAGCGGCGGTGCRCAﬁTCTTCTCGCGCAACGCGTCA
GTGGGCTGATCATTAACTATCCGCTGGATGACCAGGATGCCATTGCTGTGGAAGCTGCCTGCACTAATGTTCCGG
CGTTATTTCTTGATGTCTCTGACCAGACACCCATCARCAGTATTATTTTCTCCCATGARGACGGTACGCGACTGG
GCGTGGACCATCTGGTCGCAT TGGG TCACCAGCAANTCGCGCTGTTAGCGGGCCCATTAAGTTCTGTCTCGGEGE
GTCTGCGTCTGGCTGGCTGECATARATATCTCACTCGCARTCARATTCAGCCGATAGCGGAACGGGARGGCGACT
GGAGTGCCATGTCCGGTTTTCARCAARCCATGCAAATGC TGARTGAGGGCATCGTTCCCACTGCGATGCTGGTTG
CCAACGATCAGATGGCGCTGGGCGCARTGCGCGCCATTACCGAGTCCGGGCTGCGCGTTGGTGCGGATATCTCGE
TAGTGGGATACGACGATACCGAAGACAGC TCATGTTATATCCCGCCGT TAACCACCATCAARCAGGATTTTCGCC
TGCTGEGGCARACCAGCGTGGACCGCTTGCTGCRACTCTCTCAGGGLCAGGCGGTGAAGGGCARATCAGCTGTTGC
CCGTCTCACTGGTGARAAGAARAACCACCCTGGCGCCCAATACGCAARCCGCCTCTCCCCGLGEGTTGGCCGATT
CATTAATGCAGCTGGCACGACAGGTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCARCGCAATTAATCTGAGTTAG
CTCACTCATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTT TATGC TTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAA
CAATTTCACACAGGARACAGC TATGACCATGATTACGGATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCESTGACTGGGA
ARACCCTGGECGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGUGTAATAGCGAAGAGGC
CCGCACCGATCGCCCTTCCCRAACAGTTGCGCAGCCTEGAATGGCEGAATGGCGCTTTGCCTGGTTTCCGGCACCAGA
AGCGGTGCCGEAAAGCTGGCTGGAGTGCCATCTTCCTGAGGCCGATACTGTCGTCGTCCCCTCARACTGGCAGAT
GCACGGTTACGATGCGCCCATCTACACCAACGTARCCTATCCCATTACGGTCAATCCGCCGTTTGTTCCCACGGA
GAATCCGACGGGTTGTTACTCGCTCACATTITAATGTTGATGAARGCTGGCTACAGGAAGGCCAGACGCGAATTAT
TITTGATGGCGTTGGAATT

33



ES 2 524 564 T3

Figura 7 (1/3)
Secuencia de pET32

atccggatatagttcctoctttcageoasaaaaccoctocaagaccogtttagaggocccaaggggttatgetagtt
attgctcageggtggcageageocaactcagottoctttogggottigttagoagecggatoctocagtiggtggtggt
qgtggtgctcgaqtchgccgcaagcttgtcgacggagcthaatthqatccgatatcagccatqqccttgtcg
tegtegteoggtacccagatotgggotgtocatgtgotggogtitcgaattitagocagcagoggtttoctitcatacca
gaaccgogtggocaccagaccagaagaatgatgatgatgatggtgeatatggocagaaccagaaccggccaggtta
gcgtcgaqgaactctttcaactgacctttagacagtg:accna:tttggtch:gccacttcaccgtttttgaac
agcagcagagtcgggataccacgqatqccatatttcggcgcaqtgccagggttttqatcgatgttcagttttgca
acggtcagtttgocctgatattcgtcagogatttcatocagaatocggggogatcattttgecacggaccgeaceac
tctgcccagaaatcgacgaggatcocgccoccgtcogetttgagtacatcogtgtocaaaactgtegtcagtcaggtga
ataattttatcgctcatatgtatatctocttcttaaagttaaacasaattatttctagaggggaattgttatecg
stcacaattocccctatagtgagtegtattaatttegegggatogagategateotegatectetacgecggacgea
tcgtggocggcatcaceggogccacaggtgoggtigotiggogoctatatcgocgacatcaccgatggggaagatc
gggcteogocacttogggoctcatgagegettgetteggogtigggtatggtggecaggococcgtggocgggggactat
tgggcgccatctccttgcatgcaccattccttgcggcggcggtgctcaacgqcctcaacctactactgggctgct
tcctaaEqcaggﬁgtcgcataagqgagagcgtcgagatCCCancaccatCgaatgchcaaaacctttcgcggt
atggcatgatagcgoccocggaagagagtcaattcagggtggtigaatgtgaaaccagtaacgttatacgatgtegea
gagtatgccggtgtctocttatcagacogtttoccgogtggtgaaccaggccagccacgtittoctgecgaaaacgegg
gaaaaagtggaagocggcegatyggeoggagctgaattacattooccaaccgegtggcacaacaactggcgggeaaacay
tcgttgotgattggcgttgocacctoocagtectggoecctgoacgoegoccgtiogeaaattgtegeggcgattaaatct
cgcgococgatcaactgyggtgocagegtggtggtgticgatggtagaacgaagoggegtcgaagectgtaaageggeg
gtgcacaatcttctocgogcaacgegtcagtgggeotgatecattaactatecogetggatgaccaggatgoccattget
gtggaagctgoctgecactaatgttococggoegttatttecttgatgtetetgaccagacacecatcaacagtattatt
ttctcccatgaagacggta:gcgactgggcgtggaqcatctggtcgcattqqgt:accagcaaatcgcgctqtta
gcgggoccattaagttotgtetoggogegtoctgogtetggotggotggecataaatatetcactegecaatcaaatt
cagccgataqcggaacggqaagqcéactggagtgccatgtccgqttttcaacaaac:atgcaaatgctqaatqag
ggocatcgttoccactgogatgctggttgecaacgatcagatggegotgggcgoaatgogogecattaccgagico
gggctgcgegttggtgoggacatctoggtagtgggatacgacgataccgaagacagotcatgttatatcococgecg
ttaaccaccatcaaacaggattttogoctgotgggycaaaccagocgtggaccgettgoctgcaactctctcaggge
caggcggtgaagggcaatcagctqttqcccgtctcactggtqaaaagaaaaaccaccctgg:gcccaatacgcaa
accgecctotococcogogogttagocgattcattaatgeagotggecacgacaggtticoccgactggaaagogggcay
tgagegoaacgeaattaatgtaagttagotcactcattaggecacegggatetegaccgatgeccttgagagectt
caacccagtcagctccttocggtgggegeggggcatgactatcgtogoccgoacttatgactgtocticttitatcat,
gcaactcgtaggacaggtgccggcagegotctgggtecattitteggogaggacegetttogetggagegocgacgat
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gatcggcctgtcgcttchgtattcgqaatcttg:acgcccthctcaagccttcgtcactggtcccgccaccaa
acgtttcggogagaageaggocattategocggcatggoggeccccacgggtgegecatgategtgotectgtegte
gaggacccggotaggotggoggggtigocttactggttagcagaatgaatcaccgatacgogagegaacgtgaag
:gaCtgccgctqcaaaacgtctgcgacthagcaacaacatgaatggtctthgtttccgtgtttcgtaaagtct
ggaaacgcggaagtcagogococtgeaccattatgtiocggatctgecategeaggatgotgeotggetaceotgtyg
aacacctacatctgtattaacgaagocgcotggecattgaccctgagtgattittetotggtccegeogcatoccatac
cgccagttgtttaccectcacaacgttecagtaaccgggcatgttcatcatcagtaacecgtategtgageatect
ctctogtttcateoggtatcattaccocccatgaacagaaatcccocttacacggaggcatcagtgaccaaacagga
aaaaaccgcccttaacatggecegotttatcagaagocagacattaacgettctggagaaactcaacgagotgga
cgocggatgaacaggecagacatotgtgaatogottecacgaccacgotgatgagetttaccgoageotgoctogogeg
tttocggtgatgacggtgaaaacctotgacacatgoagotoccoggagacggtcacagoettgtoctgtaageggatgo
cgggagcagacaagcccgtcagggcgcgtcachggtqttggcgggtgtcggqgcgcaqccatgacccaqtcacg
tagcgatagcgqagtqtatactggcttaactatgcggcatcagagcagattgtactgagagtgcaccatatatgc
gqtgtgaaataccgcacagatgcgtaagqagaaaataccgcatcaggcgctcttccqcttcctcgctcactgact
cqctgcqctcggtcgttcggntchgcgagcggtatcaqctcactcaaaggcggtaatacggttatccacagaat
cagqggataacgcaggaaagaacatgtgagcaaaagg:cagcaaaaggccaggaaccgtaaaaaqgccgcgttgc
tggcgtttttccataqgctccqcccccQtqacgagcatcacaaaaatcgaCQthaagtcagaggtggcgaaacc
cgacaaggactataaagataccaggecgtttcccoctggaagctccctegtgogetetectgttecgacecctgoocge
ttaccggatacctgtececgectttoctoccttegggaagegtggogotttctratagctcacgoctgtaggtatctca
gtthgtgtaggtcgttcgctccaagctgggctgtqtgcacgaaccccccgttcagcccgaccgctQCgccttat
ccggtaactatcgtettgagtocaaccoggtaagacacgacttatcgocactggocagecagecactggtaacagga
ttagcagagcgaggtatgtaggeggtgctacagagttcttgaagtggtggoctaactacggectacactagaagga
cagtatttggtatctgogoctctgotygaagocagttaccttoggaaaaagagttggtagotcttgatccggoaaac
aaaccaccgctggtageggtggtttttttgtttgoaagecageagattacgocgcagaadaaaaggatcicaagaag
atcctttgatcttttctacagggtctgacgoctcagtyggaacgaaaactcacgttaagggatittggtcatgagat
tatcaaaaaggatcttcacctagatcctittaaattaaaaatgaagttttaaatcaatctaaagtatatatgagt
aaacttggtctgacagttaccaatgcttaatcagtgaggocacctatctcagegatcotgtotatttegttcateca
tagttgcctgactccccgtogtgtagataactacgatacgggagggettaccatectggoocccagtgotgeaatga
taccgogagaccocacgctcacoggetccagatttatecagecaataaaccageocagecggaagggocgagogcagaa
gtggtcctgcaactttatccgoctccatccagtctattaattgttgccgggaagetagagtaagtagttcgecag
ttaatagtttgcgecaacgttgttgeccattgotgecaggecatogtggtgtcacgotegtegtttggtatggettcat
tcagctcocggttococcaacgatcaaggegagttacatgatcococatgttgtgoaaaaaageggttageotoottcg
gtcctccgatcgttgtcaqaagtaaqttqgccgcaqtgttatcactcatgg:tatggcagcactgcata&ttctc
ttactgtcatgecatccgtaagatgcttttotgtgactggtgagtactcaaccaagtcattotgagaatagtgta

tgcgchaccqagttqctcttgcccqchtcaatacgggataatac:gcgccacatagcagaactttaaaagtgc
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tcatcattggaaaacgttcttcggggogaaaactctcaaggatctiaccgotgttgagatoccagttocgatgtaac
ccactcgtgoacocaactgatcottcageatcttttactttcaccagogtttoctgggtgage aaaaa&aggaaggc
aazatgoogcaaaaaagggaataagggogacacggaaatgitgaatactcatacteottocctttticaatattatt
gaagcatttatcagggttattgtctcatgagogygatacatatttgaatgtatttagaaaaataaacaaatagggg
ttccgogeoacattteoccocgaaaagtgoccacctgaaattgtaaacgttaatattttgttaaaattogogttaaatt
tttgttaaatcagectcattttittaaccaataggccgaaatcggcaaaatcccttataaatcaaaagaatagaccg
agatagggttgagtgttgttccagttitggaacaagagtccactattaaagaacgtggactoccaacgticaaaggge
gaaaaaccgtctatcagggcgatggeoccactacgtgaaccatcacoctaatcaagttttittggggicgaggtgec
gtaaagcactaaatcggaaccctaaagggagccoccococgatt tagagcttgacggggaaagccggcgaacgtggocga
gaaaggaagggaagaaagcgaaaggagegggegetagggogotggecaagtgtageggtcacgetgegegtaaceca

ccacacccgccgcgcttaatgcgocgctacagggegogtcoccattcgeca
Figura 8
Inhibicién de Cav3.2 recombinante

Péptido sintético frente al natural

Inhibicion del péptido sintético
recombinante CaV3.2 frente al
natural

10% ~5— sintético
—o— Psp3-Tx1 (natural)

g

g

g

Porcentaje de inhibicion de la corriente

9 -8 7 6
Log [toxina] (M)
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