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DESCRIPCION
Sensor del sustrato de quinasa

La presente invencion se refiere a un complejo de proteinas citoplasmaticas, que comprende (a) una primera
proteina de fusion recombinante que comprende una quinasa, condensada a un primer polipéptido de interaccion y
(b) una segunda proteina de fusion recombinante que comprende un dominio que comprende un sitio de
fosforilacion informador, en el que dicho dominio estd condensado a un segundo polipéptido de interaccion. La
presente invencion se refiere, ademas, a un método para detectar la interaccion compuesto-compuesto utilizando
dicho complejo de proteina citoplasmatica, y a células que comprenden dicho complejo de proteinas citoplasmaticas.

Las interacciones proteina-proteina son una clave esencial en todos los procesos bioldgicos, desde la replicacion y
expresion de los genes a la morfogénesis de los organismos. Las interacciones proteina-proteina gobiernan, entre
otros, la interaccion ligando-receptor y la subsiguiente via de sefializacion; son importantes en el ensamblaje de
subunidades de la enzima, en la formacién de estructuras supramoleculares bioldgicas tales como ribosomas,
filamentos y particulas de virus y en las interacciones antigeno-anticuerpo.

Los investigadores han desarrollado varias estrategias en un intento de identificar las interacciones proteina-
proteina. La co-purificacion de proteinas y la co-inmunoprecipitacion estaban entre las primeras técnicas utilizadas.
Sin embargo, estos métodos son tediosos y no permiten la seleccién de alto rendimiento. Ademas de ello, requieren
una lisis que deteriora el contexto celular normal. Un gran avance se obtuvo mediante la introduccién de los
enfoques genéticos, de los cuales el doble hibrido en levadura (Fields y Song, 1989) es el mas importante. Aunque
esta técnica se convirtio en ampliamente utilizada, tiene varios inconvenientes. Las proteinas de fusion deben ser
translocadas al nucleo, lo que no siempre es evidente. Las proteinas con propiedades de activacion de la
transcripcion intrinsecas pueden provocar falsos positivos. Ademas de ello, las interacciones que dependen de
modificaciones secundarias de la proteina tales como fosforilacion no se pueden detectar faciimente.

Se han desarrollado varios sistemas alternativos para resolver uno o mas de estos problemas. Enfoques basados en
la presentacion de fagos evitan la translocacion nuclear El documento WO9002809 describe cémo una proteina de
union se puede presentar en la superficie de un paquete genético, tal como un fago filamentoso, en el que el gen
que codifica la proteina de unién esta empaquetado dentro del fago. Los fagos, que portan la proteina de unién que
reconoce la molécula diana se aislan y amplifican. Se han propuesto varias mejoras de la estrategia de presentacion
de fagos, tal como se describe, p. €j., en los documentos W09220791, WO9710330 y WO9732017.

Sin embargo, todos estos métodos adolecen de las dificultades que son inherentes a la metodologia de presentacion
de fagos: las proteinas necesitan ser expuestas en la superficie del fago y estan tan expuestos a un entorno que no
es fisiolégica relevante para la interaccion in vivo. Ademas de ello, cuando se rastrea una fagoteca, habra una
competencia entre los fagos, lo que resulta en una seleccion de los aglutinantes de alta afinidad.

El documento US5637463 describe una mejora del sistema de doble hibrido en levadura, mediante el cual se
pueden rastrear interacciones proteina-proteina dependientes de la modificacién. Sin embargo, este método se basa
en la co-expresion de la enzima modificadora, que ejercera su actividad en el citoplasma y puede modificar otras
enzimas que la implicada en la interaccion proteina-proteina, que puede a su vez afectar la viabilidad del organismo
huésped.

Una evolucién interesante se describe en el documento US5776689, por el denominado sistema de reclutamiento de
proteinas. Las interacciones proteina-proteina son detectadas por el reclutamiento de un factor de intercambio de
nucledtidos de guanina (Sos) en la membrana plasmatica, en donde Sos activa una molécula informadora Ras. Esto
resulta en la supervivencia de la célula que de otro modo no sobreviviria en las condiciones del cultivo utilizadas.
Aunque este método tiene ciertamente la ventaja de que la interaccion proteina-proteina se lleva a cabo en
condiciones fisiolégicas en el espacio sub-membranal, tiene varios inconvenientes. No pueden ser detectadas
interacciones que dependen de la modificacion. Ademas, el método utiliza la via Ras pleiotrépica, lo cual puede
provocar complicaciones técnicas.

Una mejora importante en la deteccion de interacciones proteina-proteina se describid en el documento
WO0190188, que describe el denominado sistema Mappit. EIl método, basado en un receptor de citoquinas, permite
no solo una deteccién fiable de las interacciones proteina-proteina en células de mamifero, sino también se pueden
detectar interacciones entre proteinas dependientes de la modificacion, asi como tres interacciones proteina-
proteina hibridas complejas mediadas por un compuesto pequefio (Caligiuri et al., 2006). Sin embargo, aunque muy
util, el sistema esta limitado en su sensibilidad y algunas interacciones débiles no se pueden detectar. Ademas de
ello, como este es un sistema basado en membrana, las interacciones nucleares normalmente no se detectan.

Sigue existiendo la necesidad de un sistema de identificacion sensible para las interacciones compuesto-compuesto
que puede estudiar estas interacciones en condiciones fisioldgicas, con un fondo bajo y mediante el cual se pueden
aislar las interacciones proteina-proteina dependiente de la modificacion.
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La presente invencion, basada en una quinasa citoplasmatica mutante, preferiblemente una quinasa citoplasmatica
mutante constitutiva satisface esta necesidad y proporciona ventajas adicionales. Mientras que MAPPIT utiliza una
quinasa inducible controlada por el receptor del ligando, para limitar y corregir el fondo, la quinasa citoplasmatica,
especialmente la quinasa citoplasmatica constitutiva sorprendentemente proporciona una relacion mas alta de
sefal/ruido, permitiendo la deteccién de interacciones que no se pueden detectar en el sistema MAPPIT. La alta
relacion sefial/ruido es inesperada para un sistema citoplasmatico, dado que la persona experta en la técnica
esperaria que la quinasa citoplasmatica se puede mover libremente en el citoplasma y llegar a su sustrato sin otras
sefiales de reclutamiento que la quinasa y el dominio de fosforilacion. Mediante el uso de un sistema citoplasmatico
se ha resuelto el problema de la deteccidbn de interacciones proteina-proteina nuclear. La sensibilidad
inesperadamente alta del presente método permite la deteccion de interacciones de proteinas débiles tales como la
interaccion p51/p51, que no puede ser detectada por Mappit. Alternativamente, se puede utilizar una quinasa
mutante inducible por un compuesto pequefio exdgeno. Esta estrategia combina las ventajas de la quinasa
constitutiva, con la capacidad de induccién, sin interferir en las vias endogenas.

Una representacion esquematica de la invencion se da en la Figura 1.

Un primer aspecto de la invencién es un complejo de proteinas citoplasmaticas que comprende (a) una primera
proteina de fusién recombinante que comprende una quinasa condensada a un primer polipéptido de interaccion y
(b) una segunda proteina de fusion recombinante que comprende un dominio que comprende un sitio de
fosforilacion del informador, con lo que dicho dominio esta condensado a un segundo polipéptido de interaccion.
Preferentemente, dicha primera proteina de fusién recombinante no comprende un sitio de fosforilacion del
informador. Preferiblemente, dicha quinasa es una quinasa mutante, mas preferiblemente una tirosina quinasa
mutante. En una realizacién preferida, dicha tirosina quinasa mutante es una quinasa constitutiva. En otra realizacion
preferida, dicha tirosina quinasa mutante es un mutante inactivo que es activado por la adiciéon de una pequefia
molécula exdgena. Una quinasa mutante de este tipo es conocida por la persona experta en la técnica, y se ha
descrito, como un ejemplo no limitativo, por Qiao et al (2006) como un mutante Src 388R/A o una mutacién 391R/A
en la correspondiente proteina Src humana (nimero de acceso NP_938033, version NP_938033.1).
Alternativamente, puede ser una mutacion similar en la familia de quinasas Jak tal como, pero no limitado a Tyk2
1027R/A.

En una realizacion preferida, dicha quinasa es un mutante quinasa constitutivo derivado de Tyk2 tal como, pero no
limitado a un mutante de delecion constitutiveTyk2 o y/o un mutante de Tyk2 V678F. Derivado de Tyk2, tal como se
utiliza en esta memoria, significa que la quinasa es una parte de la tirosina-proteina quinasa no receptora Tyk2
humana (GenBank numero de acceso NP_003322; version NP_003322.3; SEQ ID N° 26) o un mutante o una
variante de la misma, en donde dicha parte muestra actividad de la quinasa constitutiva. Una variante, como un
ejemplo no limitativo, es un homodlogo, paralogo u ortélogo. "Homadlogos" de una proteina abarcan péptidos,
oligopéptidos, polipéptidos, proteinas y enzimas que tienen sustituciones de aminoacidos, deleciones y/o inserciones
con relacion a la proteina no modificada en cuestion y que tienen actividad biolégica y funcional similar a la proteina
no modificada de la que se derivan. "Ortélogos" y "paralogos" abarcan conceptos evolutivos utilizados para describir
las relaciones ancestrales de los genes. "Paralogos" son los genes dentro de la misma especie que se han originado
a través de la duplicacion de un gen ancestral; "ortélogos" son genes de diferentes organismos que se han originado
a través de la especiacion, y también se derivan de un gen ancestral comun. Preferiblemente, dicho homadlogo,
"ortélogo" o "paralogo" tiene una identidad de secuencia a nivel de proteina de al menos 50%, 51%, 52%, 53%, 54%
0 55%, 56%, 57%, 58%, 59 %, preferiblemente 60%, 61%, 62%, 63%, 64%, 65%, 66%, 67%, 68%, 69%, mas
preferiblemente 70%, 71%, 72%, 73%, 74%, 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, incluso mas preferiblemente 80%, 81%,
82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, lo mas preferiblemente 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98%, 99% o mas, segun se mide en un BLASTp (Altschul et al, 1997;. Altschul et al, 2005). Variantes y partes de las
mismas de acuerdo con la invencion si muestran actividad de quinasa. Preferiblemente, dicha parte es una parte con
actividad de quinasa constitutiva, preferiblemente el fragmento 589-1187 de SEQ ID N° 26. Alternativamente, dicha
parte es la parte que corresponde al fragmento 589-1187 de SEC ID N° 26 en un homologo, paralogo u ortélogo tal
como se definen anteriormente, en el que dicha parte tiene actividad de quinasa constitutiva. En una realizacion
alternativa dicha quinasa constitutiva es una quinasa constitutiva derivada de una quinasa Jak, preferiblemente de
una quinasa Jak seleccionada del grupo que consiste en Jak1 (Nimero de acceso P23458, version P23458.2), Jak2
(NUumero de acceso 060674, version O60674.2 ) y Jak3 (Numero de acceso P52333, version P52333.2) o un
mutante o variante del mismo tal como se define anteriormente. Preferiblemente, dicha quinasa constitutiva es un
mutante de delecion constitutiva Jak2. Todavia en otra realizacion alternativa dicha quinasa constitutiva es una
quinasa constitutiva derivada de una quinasa Src (Numero de acceso NP_005408, version NP_005408.1) o un
mutante o variante de la misma tal como se define anteriormente. Preferiblemente, dicha quinasa constitutiva es un
mutante de delecion de Src tal como se representa en SEQ ID N° 27. Derivado, tal como se utiliza en esta memoria,
significa que la quinasa es una parte de la tirosina-proteina no receptora citada, o de un mutante o variante de la
misma, en el que dicha parte muestra la actividad de quinasa constitutiva.
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En una realizacion preferida, dicha primera proteina de fusion recombinante comprende SEQ ID N° 1 (pseudo-
quinasa + quinasa). En otra realizacion preferida dicha primera proteina recombinante comprende SEQ ID N°2
(quinasa). Todavia en otra realizacion preferida, dicha primera proteina recombinante comprende una secuencia
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID N° 5, SEQ ID N° 6, SEQ ID N° 7 y SEQ ID N° 27. En una realizacion
preferida, dicha segundo proteina de fusion recombinante comprende SEQ ID N° 3 (sitio STAT). En otra realizacion
preferida, dicha segunda proteina de fusion recombinante comprende SEQ ID N° 4. Lo mas preferiblemente, dicho
complejo de proteinas citoplasmaticas comprende una primera proteina de fusiéon recombinante que comprende
SEQ ID N° 1 0 SEQ ID N° 2 y una segunda proteina de fusion recombinante que comprende SEQ ID N° 3 0 SEQ ID
N° 4.

En los casos en los que se utiliza un mutante inactivo que puede ser activado por un compuesto pequefio, una
realizacion preferida es una quinasa mutante en donde dicha quinasa mutante es una mutacién Src 388R/A o una
mutacion 391R/A en la correspondiente proteina Src humana (Numero de acceso NP_938033, version
NP_938033.1). Ofra realizacion preferida es un mutante en el que dicha quinasa mutante es un mutante Tyk2
1027R/A (numeracion de SEQ ID N° 26). Preferiblemente, dicho compuesto pequefia es imidazol.

La quinasa de dicha primera proteina de fusién recombinante esta condensada a un primer polipéptido de
interaccion tal como se define mas adelante. Dicha fusion se puede producir en el extremo amino-terminal, en el
extremo carboxi-terminal, o internamente en el polipéptido recombinante. En los casos de quinasas que consisten en
dos dominios, el primer polipéptido de interaccién puede incluso producirse como una fusion interna entre los dos
dominios. El dominio que comprende el sitio de fosforilacion del informador de dicha segunda proteina de fusion
recombinante esta condensado a un segundo polipéptido de interaccion tal como se define mas adelante. Dicha
fusiéon se puede producir en el extremo amino-terminal, en el extremo carboxi-terminal, o internamente en el
polipéptido recombinante. La primera proteina de fusién recombinante puede no comprender un sitio de fosforilacion
del informador. La primera proteina de fusion recombinante, la segunda proteina de fusion recombinante o ambas
pueden comprender, ademas, otras secuencias tales como, pero no limitadas a una sefial de localizacion para dirigir
el complejo citoplasmatico a una organela especifica en el citoplasma de la célula, o al nucleo. Preferiblemente,
dicho complejo de proteinas citoplasmaticas es fosforilado en dicho sitio de fosforilacion del informador, incluso mas
preferiblemente dicha fosforilacion es llevada a cabo por dicha quinasa. En una realizacion preferida, el complejo de
proteinas de acuerdo con la invencion es ensamblado por la interaccién directa del primer polipéptido de interaccion
con el segundo polipéptido de interaccion. La primera y la segunda proteina de interaccion pueden ser idénticas en
los casos en que se estudia la homodimerizacion. Sin embargo, el complejo de proteinas no se limita a dos
compuestos, y la interaccion puede ser mediada por uno o mas de otros compuestos. Como un ejemplo no limitante,
el primer polipéptido de interaccion puede unirse a una proteina que se une, a su vez, por el segundo polipéptido de
interaccion. En lugar de una proteina, dicho compuesto de puenteo puede ser una o mas moléculas de naturaleza
no proteica, o0 mezclas de compuestos pequefios y proteinas. Otro ejemplo no limitativo es un complejo de proteinas,
en el que un compuesto pequefio se une al primero, asi como al segundo polipéptido de interaccion.

La formacion del complejo puede depender de la modificacion del primer y/o segundo polipéptido de interaccion.
Dicha modificacion puede ser, pero no se limita a la presencia o ausencia de fosforilacion, acetilacion, acilacion,
metilacion, ubiquitinilacion o glucosilaciéon o a la aparicion de una escision proteolitica 0 no, o una combinacion de
las mismas. Preferiblemente, dicha modificacion se lleva a cabo por una enzima modificadora (como se define a
continuacion). Preferentemente, dicha enzima modificadora se condensa con la primera y/o segunda proteina de
fusion recombinante. En el caso de la fosforilacion, la modificacion de dicha enzima puede ser la quinasa constitutiva
condensada al primer polipéptido de interaccion tal como se describe anteriormente.

Otro aspecto de la invencion es un método para detectar la interaccion compuesto-compuesto que comprende (a)
condensar una quinasa citoplasmatica a un primer polipéptido de interaccion, resultando en una primera proteina de
fusion recombinante (sin sitio de fosforilacion del informador) de acuerdo con la invencién (b) condensar un dominio
que comprende un sitio de fosforilacién del informador a un segundo polipéptido de interaccion, resultando en una
segunda proteina de fusion recombinante de acuerdo con la invencién, (c) expresar ambas proteinas de fusion
recombinantes en una célula y (d) identificar y/o seleccionar aquellas células en las que dicho sitio de fosforilacion
del informador es fosforilado.

Preferiblemente, dicha quinasa es una quinasa mutante, incluso mas preferiblemente una tirosina quinasa mutante.
En una realizacion preferida, dicha quinasa mutante es una quinasa constitutiva, incluso mas preferiblemente dicha
quinasa es un mutante constitutivo derivado de una quinasa Tyk2, preferiblemente un mutante de delecién o un
mutante V678F constitutivo. Alternativamente, se puede utilizar un mutante de delecién Jak2 constitutivo, o un
mutante de delecion de quinasa Src constitutivo. En otra realizacién preferida, dicha quinasa es una quinasa
mutante inactiva que es activada por la adicion de un compuesto pequefio exdgeno. Una quinasa mutante de este
tipo es conocida por la persona experta en la técnica, y se ha descrito, como un ejemplo no limitativo, por Qiao et al
(2006).

En una realizacion preferida, dicha primera proteina de fusiéon recombinante comprende la SEQ ID N°1. En otra
realizacion preferida, dicha primera proteina de fusién recombinante comprende la SEQ ID N° 2. En adn otra
realizacion mas preferida, dicha primera proteina recombinante comprende una secuencia seleccionada del grupo
que consiste en SEQ ID N° 5, SEQ ID N° 6, SEQ ID N° 7 y SEQ ID N° 27. En una realizacion preferida, dicha

4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2617783 T3

segunda proteina de fusién recombinante comprende la SEQ ID N° 3. En otra realizacion preferida, dicha segunda
proteina de fusién recombinante comprende la SEQ ID N° 4. Lo mas preferiblemente, dicho complejo de proteinas
citoplasmaticas comprende una primera proteina de fusién recombinante que comprende la SEQ ID N° 1 o la SEQ
ID N° 2 y una segunda proteina de fusion recombinante que comprende la SEQ ID N° 3 o la SEQ ID N° 4.

El gen que codifica la primera y/o la segunda proteina de fusiéon recombinante se puede disponer aguas debajo de
un promotor constitutivo o un promotor inducible. Esta ultima construccion puede tener algunas ventajas en los
casos en los que existe una competencia por el sitio de unién entre el polipéptido de interaccion y polipéptidos
enddgenos. La induccion de la proteina de fusién recombinante que comprende el primer polipéptido de interaccion
en presencia de los segundos polipéptidos de interaccion puede facilitar la union y evitar la saturacion de los sitios
de unién con los polipéptidos enddgenos. Dicha célula puede ser cualquier célula, incluyendo, pero no limitada a
células bacterianas, células fungicas, células de levadura, células de insectos y células de mamiferos.
Preferiblemente, dicha célula es una célula eucariota, incluso mas preferiblemente dicha célula es una célula de
mamiferos. En los casos en los que se estudia la homodimerizacion, la primera y la segunda proteina de interaccion
pueden ser idénticas. En este caso, la misma proteina se condensa con la quinasa en un lado y a un dominio que
comprende el sitio de fosforilacion del informador en el otro lado.

Dicha primera proteina de fusidon recombinante y dicha segunda proteina de fusién recombinante pueden estar
situadas en uno o en vectores separados. El vector utilizado para la transformacioén y la expresion del primero y/o
segundo polipéptido recombinante puede ser cualquier vector, conocido por la persona experta en la técnica,
incluyendo pero no limitado a vectores episomales, vectores de integracion y vectores virales. En una realizacion
preferida, una célula eucariota que porta un gen que codifica una primera proteina de fusion recombinante de
acuerdo con la invencioén se transforma o transfecta con un banco de vectores que codifica segundas proteinas de
fusiéon recombinantes de acuerdo con la invencion. La interaccion del primer polipéptido de interaccion con el
segundo polipéptido de interaccion dara lugar a la fosforilacion del sitio de fosforilacion del informador y puede ser
detectada por el uso de un sistema informador. Una realizaciéon especifica del método para detectar la uniéon
compuesto-compuesto es un método por el que dichos compuestos son proteinas y la union es una interaccion
proteina-proteina. Otra realizacion especifica es un método para detectar la interaccion proteina-proteina, por lo que
dicha interaccion depende del estado de modificacion, y dicha modificacion es llevada a cabo por una enzima de
modificacién. Todavia otra realizacion especifica es un método para detectar la unién compuesto-compuesto, en el
que dicha unién esta mediada por tres 0 mas participantes. En este caso, uno o mas participantes pueden no ser o
no ser completamente de naturaleza proteica. Es evidente para una persona experta en la técnica que el primer
polipéptido de interaccion, de acuerdo con la invencion, puede, como un ejemplo no limitativo, unirse a una molécula
pequefia. Por otro lado, el segundo polipéptido de interaccion, de acuerdo con la invencion, puede también unirse a
la molécula pequefa, de modo que la primera y la segunda estan enlazadas entre si por dicha molécula pequefia.
Dicha molécula pequefia puede estar presente en la célula huésped tal como un compuesto producido por la propia
célula, o como un compuesto que ha sido recogido del medio. Preferiblemente, dicho método para detectar la unién
compuesto-compuesto comprende la construccion de una célula eucariota que comprende una primera proteina de
fusién recombinante de acuerdo con la invencion, seguido de la transformacion o transfeccion de dicha célula por un
banco de vectores que codifican segundas proteinas de fusion recombinantes de acuerdo con la invencion. La union
compuesto-compuesto es detectada por la fosforilacion del sitio de fosforilacion del informador. La deteccion de la
fosforilacion del complejo se puede realizar mediante el aislamiento del complejo, y el analisis de la fosforilacion (p.
€j., utilizando fésforo radiactivo marcado). Preferiblemente, dicha fosforilacion del sitio de fosforilacion del informador
resulta en la inducciéon de un sistema informador. Un sistema informador puede ser cualquier sistema que permita la
deteccion y/o la seleccion de las células que portan un complejo de proteinas citoplasmaticas fosforilado de acuerdo
con la invencion. Es evidente para la persona experta en la técnica que se pueden utilizar varios sistemas
indicadores. Como ejemplo no limitativo, dicha fosforilacion puede conducir a la induccién de una ruta de
sefializacion, y un gen de luciferasa, un gen de resistencia a antibiéticos o un gen marcador de la superficie celular
puede ser colocado bajo el control de un promotor que es inducido por dicha ruta de sefializacion. Alternativamente,
se pueden utilizar sistemas informadores que se basan en el cambio en las caracteristicas de los compuestos de
dicha ruta de sefalizacion, cuando dicha ruta es activa tal como la fosforilacion y/o dimerizacion de tales
compuestos. Todavia otra posibilidad es el uso de anticuerpos y/o de otros polipéptidos de unién que reconocen
especificamente el sitio de fosforilacion del informador fosforilado.

Una realizacion preferida es un sitio de fosforilacion del informador que es parte de un sitio de unién de transductor
de sefiales y activador de la transcripcion (STAT), mas preferentemente parte de un sitio de union STAT1 y/o
STAT3. En este caso, el gen informador se puede colocar bajo el control de un promotor inducible STAT tal como,
pero no limitado al promotor de la Proteina Asociada a la Pancreatitis 1 (rPAP). Alternativamente, dado que la
fosforilacion del sitio de fosforilacién del informador resultara en la unién de un polipéptido de STAT al sitio de
fosforilacion del informador fosforilado, seguido de la fosforilacion de dicho polipéptido STAT y la subsiguiente
dimerizaciéon de dos moléculas STAT fosforiladas, la dimerizacidon en si puede ser utilizada como sefial del
informador. Todavia otro sistema indicador alternativo consiste en un ensayo de complementacion de proteinas, en
el que una parte de la proteina se incorpora en o se asocia con el complejo de proteinas citoplasmaticas de acuerdo
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con la invencion, y la segunda parte de la proteina es reclutada al sitio de fosforilacion del informador fosforilado, lo
que conduce a una actividad detectable de la proteina reconstituida.

Todavia otro aspecto de la invencién es una célula, que comprende un complejo de proteinas citoplasmaticas de
acuerdo con la invencion. Dicha célula puede ser cualquier célula, incluyendo, pero no limitada a células
bacterianas, células fungicas, células de levadura, células de insectos y células de mamiferos. Preferiblemente,
dicha célula es una célula eucariota, incluso mas preferiblemente dicha célula es una célula de mamifero.
Preferiblemente, dicho sitio de fosforilacion del informador en dicho complejo de proteinas citoplasmaticas esta
fosforilado. Preferiblemente, dicha célula también comprende un sistema informador, lo que permite la deteccion de
la fosforilacion del sitio de fosforilacion del informador de dicho complejo de proteinas citoplasmaticas.

Todavia otro aspecto de la invenciéon es un método para detectar compuestos que interrumpen una interaccion
polipéptido-polipéptido, que comprende (a) cultivar una célula que comprende un complejo de proteinas de acuerdo
con la invencién, en donde dicho complejo de proteinas citoplasmaticas comprende la interaccion polipéptido-
polipéptido que se quiere interrumpir, en ausencia y en presencia de al menos un compuesto, (b) comparar la
fosforilacion del sitio de fosforilacion del informador en la segunda proteina de fusion recombinante de dicho
complejo de proteinas citoplasmaticas de las células, que se cultiva en presencia y en ausencia de dicho compuesto
y (c) identificar y/o seleccionar aquellas células en las que dicho sitio de fosforilacion del informador no esta
fosforilado. Es evidente para la persona experta en la técnica que la interaccién polipéptido-polipéptido, tal como se
ha mencionado anteriormente, puede ser una interaccion indirecta por tres de mas participantes, con lo que incluso
uno o mas de los participantes puede no ser de naturaleza proteica.

DEFINICIONES

Se recogen las siguientes definiciones para ilustrar y definir el significado y alcance de diversos términos utilizados
para describir la invencién en esta memoria.

Proteina, tal como se utiliza en esta memoria, significa una cadena compuesta de aminoacidos, independiente de la
longitud. Los términos ‘proteina’ y ‘polipéptido’ son intercambiables. La proteina puede ser modificada por
modificaciones tales como, pero no limitadas a fosforilacion, glucosilacion, ubiquitiniliacion y acetilacion.

Dominio, tal como se utiliza en esta memoria, es una parte de un polipéptido, en donde dicha parte puede portar una
funcion especifica tal como, pero no limitada a y el centro enzimatico o un sitio de fosforilacion.

Complejo de proteinas, tal como se utiliza en esta memoria, significa una estructura que comprende al menos dos
moléculas de proteina, no enlazadas de modo covalente. Los complejos de proteinas pueden consistir en mas de
dos proteinas, e incluyen otras moléculas que no son proteinas. Algunos ejemplos no limitantes de tales moléculas
son iones de metales, ATP, o moléculas de hidratos de carbono.

Complejo de proteinas citoplasmaticas significa que el complejo de proteinas tal como se describe anteriormente se
mueve libremente en el citoplasma de la célula, y no esta enlazado a la membrana celular. Sin embargo, dicho
complejo de proteinas citoplasmaticas puede dirigirse al nlcleo o a organelas citoplasmaticas utilizando secuencias
de sefiales de localizacion.

Una quinasa, tal como se utiliza en esta memoria, es un polipéptido que puede transferir un grupo fosfato a un
aminoacido del mismo o de otro polipéptido. Preferiblemente, dicho aminoacido es una serina, una treonina o una
tirosina. Incluso mas preferiblemente dicho aminoacido esta incrustado en un sitio de fosforilacién. Un sitio de
fosforilacién. tal como se

utiliza en esta memoria, es un patrén de varios aminoacidos que comprende preferiblemente una serina, treonina o
una tirosina, y que determina el aminoacido que sera fosforilado por la quinasa. La mayoria de las quinasas pueden
aparecer en un estado inactivo y en un estado activo, en el que el sitio de fosforilacion del informador sélo es
fosforilada en el estado activo de la quinasa. Las quinasas se pueden activar desde la forma inactiva a la forma
activa por fosforilacion, o por otras modificaciones tales como proteolisis, o por mutacion. La fosforilacién puede ser
una autofosforilacion, fosforilacion cruzada (por un complejo de proteinas de quinasas idénticas) o por la accion de
otra quinasa. Una quinasa citoplasmatica es una quinasa que se mueve libremente en el citoplasma, y no ligada ni
es reclutada a la membrana celular. La quinasa citoplasmatica de acuerdo con la invencién se puede derivar de una
quinasa enlazada a la membrana, mediante la supresion del dominio de anclaje a la membrana o de reclutamiento
de membrana, sin pérdida de la actividad de quinasa enzimatica.

Una quinasa mutante es una quinasa de la que la secuencia difiere de la secuencia que se produce normalmente en
la naturaleza, por la sustitucion, delecion o insercion de uno o mas aminoacidos. Homologos, ortélogos y paralogos
no se consideran mutantes, ya que estan presentes como una forma normal en la naturaleza.

Constitutiva, tal como se utiliza aqui, significa que la quinasa esta continuamente en el estado activo, normalmente
como consecuencia de una mutacion, o por escision proteolitica que separa un inhibidor. Quinasas constitutivas son
conocidas por la persona experta en la técnica y comprenden, pero no se limitan a formas truncadas de Tyk2,
formas truncadas de quinasa Src y mutaciones puntuales tales como Tyk2 (V678F), Jak1 (V658F) y Jak2 (V617F).
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Un mutante de quinasa inactivo significa que la forma mutante muestra una actividad de quinasa que es
significativamente menor que la forma original no mutada. Preferiblemente, la actividad restante es inferior a 50% de
la actividad original, incluso mas preferible inferior a 20%, mas preferiblemente menor que 10%, lo mas
preferiblemente menor que 5% de la actividad original.

Activado por la adicién de un pequefio compuesto exégeno, tal como se utiliza en esta memoria, significa que la
actividad de la quinasa inactiva es parcial o totalmente restaurada por adicién de un pequefia compuesto a las
células, con lo que dicho pequefio compuesto, exdgeno a la célula, es absorbido por la célula y activa la quinasa
como un compuesto exdgeno intracelular. "Activado por la adicion de un pequefio compuesto exdgeno" se utiliza
para hacer una distinciéon con la activacion inducida por el receptor del ligando, en donde un ligando se une a la
parte extracelular de un receptor, e induce la activacion de la quinasa. "Exdgeno”, tal como se utiliza aqui, significa
que el compuesto no esta presente normalmente en la célula.

El sitio de fosforilacion del informador es el sitio que esta fosforilado en el complejo de proteinas tras la interaccion
del primer y del segunda polipéptido de interaccion; es distinto de un posible sitio de fosforilacion en el dominio
quinasa que se autofosforila en la quinasa constitutiva.

Primer polipéptido de interaccion, tal como se utiliza aqui, es un polipéptido del que se quiere estudiar la interaccion
con uno o mas compuestos. Al primer polipéptido de interaccién se le alude normalmente como "cebo" en la
terminologia de doble hibrido.

Segundo polipéptido de interaccion, tal como se utiliza aqui, es un polipéptido que se presenta para estudiar su
interaccion con el primer polipéptido de interaccion. Al segundo polipéptido de interaccion se le alude normalmente
como "presa"” en la terminologia de doble hibrido. Esta claro para la persona experta en la técnica que el primer y el
segundo polipéptido de interaccion son intercambiables en la invencion, a este respecto que, un "cebo" o una
"presa" pueden condensarse con quinasa constitutiva de acuerdo con la invencion. De hecho, el complejo de
proteinas resultante tendra una composicion global idéntica, compuesto de los cuatro elementos esenciales (primer
polipéptido de interaccion, segundo polipéptido de interaccion, quinasa constitutiva y sitio de fosforilacion del
informador), e independiente de si el primer polipéptido de interaccion se condensa a la quinasa constitutiva o al sitio
de fosforilacion del informador (en donde el segundo polipéptido de interaccién se condensa a continuacion al sitio
de fosforilacién del informador, y la quinasa constitutiva, respectivamente), la interaccion del primer con el segunda
polipéptido de interaccion dara lugar a la formacion de un complejo de proteinas citoplasmaticas de acuerdo con la
invencion, y dara lugar a la fosforilacion del sitio de fosforilacion del informador. En una realizacion preferida, la
primera y la segunda proteina de interaccion son idénticas para estudiar la homodimerizacion u
homomultimenzacién de una proteina. En otra realizacion preferida, la primera y la segunda proteinas son
diferentes, lo que permite estudiar las interacciones proteina-proteina de heterodimeros o heteromultimeros.
Modificacion de la enzima, tal como se utiliza aqui, significa cualquier actividad enzimatica que resulta en una
modificacion del primer y/o segundo polipéptido de interaccion. Tal modificacion puede ser, como un ejemplo no
limitativo, fosforilacion, acetilacion, acilacion, metilacion, ubiquitinilacién o glucosilacién, la aparicion de una escision
proteolitica o una combinacion de los mismos. Preferiblemente, dicha modificacion es la fosforilacion. La
modificacion de la enzima puede estar asociada a o incorporada en la primera y/o la segunda proteina de fusion
recombinante del complejo de proteinas citoplasmaticas. Se puede co-expresar con el primer y/o el segundo
polipéptido de interaccién, o se puede condensar a uno o a ambos de dichos polipéptidos. En el caso de la
fosforilacion, la quinasa constitutiva del complejo de proteinas citoplasmaticas de acuerdo con la invencion puede
llevar a cabo tanto la fosforilacién del sitio de activacion como la fosforilacién de uno o ambos de los polipéptidos de
interaccion.

Compuesto significa cualquier compuesto quimico o bioldgico, incluyendo moléculas simples o complejas, organicas
o inorganicas, péptidos, péptido-mimeéticos, proteinas, anticuerpos, hidratos de carbono, acidos nucleicos o
derivados de los mismos.

Interaccién significa cualquier interaccion, ya sea directa o indirecta. Una interacciéon directa implica un contacto
entre los participantes en la interaccion. Una interaccion indirecta significa cualquier interaccion en la que los
participantes en la interaccion interactian en un complejo de mas de dos compuestos. Esta interaccion puede ser
completamente indirecta, con la ayuda de uno o mas compuestos de puenteo, o parcialmente indirecta, en que
todavia existe un contacto directo que se estabiliza por la interaccidon de uno o mas compuestos.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1: Representacion esquematica del complejo de proteinas citoplasmaticas de acuerdo con la invencion. Un
primer polipéptido interactuante (X) se condensa a una quinasa constitutiva (K) y un segundo polipéptido
interactuante (Y) se condensa a un sitio de fosforilacion del informador (R). La interaccion entre los polipéptidos que
interactian X e Y resulta en el sitio de fosforilacion del informador que esta fosforilado (P) por la quinasa constitutiva,
lo que conduce a una actividad detectable.
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Figura 2: Deteccion de la interaccion entre subunidades de la transcriptasa inversa (RT) de VIH1 en una variante de
ensayo que comprende proteinas de fusion de quinasa Tyk2 mutantes.
Vista esquematica del ensayo. El primer polipéptido interactuante (X) se condensa a la region C-terminal de
Tyk2 que comprende el dominio quinasa, mientras que el segundo polipéptido interactuante (Y) se
condensa a un fragmento de gp130 que contiene sitios de fosforilacion. Cuando los polipéptidos X e Y
interactuan, el dominio quinasa Tyk2 fosforila los sitios de fosforilacion de gp130. Factores de transcripcion
de STATS3 se reclutan a estos sitios fosforilados y son a su vez fosforilados por el dominio de quinasa Tyk2,
lo que resulta en su activacion. Los dimeros de factores de transcripcion STAT3 activados son capaces de
unirse al promotor rPAPI especifico que impulsa la expresion de un gen informador de luciferasa de
luciérnaga. La actividad de este gen informador se mide como la produccion de luz en un ensayo de
deteccion de luciferasa utilizando un luminémetro.
B. Aplicacion al andlisis de las subunidades de RT de VIH1. Las células fueron transfectadas con los siguientes
plasmidos:
a) pMET7-HA-Tyk2(C)-RTp66 + pMG2-RTp51 + pXP2d2-rPAPI-luciferasa
b) pMET7-HA-Tyk2(C)-RTp66 + pMG2-RTp66 + pXP2d2-rPAPI-luciferasa
c) pMET7-HA-Tyk2(C)-RTp51 + pMG2-RTp51 + pXP2d2-rPAPI-luciferasa
La actividad de luciferasa se muestra como la induccién multiple con respecto a la actividad de luciferasa medida en
células transfectadas con la misma fusion Tyk2(C), un fragmento de gp130 no condensado y el plasmido informador
de luciferasa (pPMET7-HA-Tyk2(C)-RTp66 + pMG1 + pXP2d2-rPAPI-luciferasa en a) y b); pMET7-HA-Tyk2(C)-RTp51
+ pMG1 + pXP2d2-rPAPI-luciferasa en c)). Las barras de error indican la desviacién estandar.

Figura 3: Deteccion de la interaccion entre la integrasa (IN) de VIH1 y LEDGF humano y entre p53 humano y
MDM2. Las células fueron transfectadas con los siguientes plasmidos:

a) pMET7-HA-Tyk2(C)-LEDGF + pMG2-IN + pXP2d2-rPAPI-luciferasa

b) pMET7-HA-Tyk2(C)-MDM2 + pMG1-p53 + pXP2d2-rPAPI-luciferasa
La actividad de luciferasa se muestra como la induccién multiple con respecto a la actividad de luciferasa medida en
células transfectadas con la misma fusion Tyk2(C), un fragmento de gp130 no condensado y el plasmido informador
de luciferasa (pMET7-HA-Tyk2(C)-LEDGF + pMG1 + pXP2d2- rPAPI-luciferasa en a); pMet7-HA-Tyk2(C)-MDM2 +
pMG1 + pXP2d2-rPAPI-luciferasa en b)). Las barras de error indican la desviacién estandar.

Figura 4: Interrupcion dependiente de la dosis de la interaccion entre p53 humano y MDM2 por Nutlina-3. Las
células fueron transfectadas con los siguientes plasmidos:

a) pMET7-HA-Tyk2(C)-p53(N) + pMG1 + pXP2d2-rPAPI-luciferasa

b) pMET7-HA-Tyk2(C)-p53(N) + pMG1-EFHA1 + pXP2d2-rPAPI-luciferasa

c) pMET7-HA-Tyk2(C)-p53(N) + pMG2-MDM2 + pXP2d2-rPAPI-luciferasa
Después de la transfeccion, las células se trataron con 0-14-41-123-370-1111-3333nM Nutlina-3, concentracion final.
Las barras de error indican la desviacion estandar.

Figura 5: Deteccion de la interaccion entre subunidades p66 de transcriptasa inversa (RT) de VIH1 en las variantes
de ensayo que comprenden proteinas de fusion de quinasa mutante Jak2 o c-Src. Las células fueron transfectadas
con los siguientes plasmidos:

a) pMET7-HA-Tyk2(C)-RTp66 + pMG2-RTp66 + pXP2d2-rPAPI-luciferasa

b) pMET7-HA-Jak2(C)-RTp66 + pMG2-RTp66 + pXP2d2-rPAPI-luciferasa

c) pMET7-HA-c-Src(K)-RTp66 + pMG2-RTp66 + pXP2d2-rPAPI-luciferasa
La actividad de luciferasa se muestra como la induccién multiple con respecto a la actividad de luciferasa medida en
células transfectadas con la misma fusion RTp66-quinasa, un fragmento de gp130 no condensado y el plasmido
informador de luciferasa (pMET7-HA-Tyk2(C)-RTp66 + pMG1 + pXP2d2-rPAPI -luciferasa en a); pMet7-HA-Jak2(C)-
RTp66 + pMG1 + pXP2d2-rPAPI-luciferasa en b); pMET7-HA-c-Src(K)-RTp66 + pMG1 + pXP2d2-rPAPI-luciferasa
en c)). Las barras de error indican la desviacion estandar.

Figura 6: Deteccion de la interaccion entre las subunidades de transcriptasa inversa (RT) de VIH1 en una variante
de ensayo inducible. Las células fueron transfectadas con los siguientes plasmidos:

a) pMET7-HA-Tyk2(C)-RTp66 + pMG1 + pXP2d2-rPAPI-luciferasa

b) pMET7-HA-Tyk2(C)-RTp66 + pMG2-RTp51 + pXP2d2-rPAPI-luciferasa

c) pMET7-HA-Tyk2(R1027A)-RTp66 + pMG1 + pXP2d2-rPAPI-luciferasa

d) pMET7-HA-Tyk2(R1027A)-RTp66 + pMG2-RTp51 + pXP2d2-rPAPI-luciferasa

Después de la transfeccion, las células se trataron con imidazol 0-5-50 mM, concentracion final. Las barras de error
indican la desviacion estandar.
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EJEMPLOS
Materiales y métodos de la invencion
Plasmidos utilizados en los ejemplos

Un primer tipo de plasmidos expresan las proteinas quiméricas que consisten en una porcion C-terminal marcada
con HA de Tyk2 humana condensada en su extremo C al primer polipéptido interactuante y se generan en el vector
pMET7, que contiene un promotor SRa hibrido constitutivo fuerte (Takebe et al., 1988). Para generar el plasmido
pMET7-HA-Tyk2(C)-RTp66, la secuencia que codifica el extremo C-terminal de Tyk2 humana que comprende el
dominio quinasa (a partir de los aminoacidos 589 y omitiendo el codén de terminacion) se amplificd por PCR en
ADNc a partir de células HEK293 con cebadores MBU-0-6486-O y MBU-O-6487. Ademas de una secuencia
codificadora de HA el primer cebador contenia un sitio de reconocimiento de la enzima de restriccion Apal, mientras
que el ultimo cebador contenia un sitio de reconocimiento de la enzima de restriccion EcoRI. El amplicén de PCR fue
digerido con Apal y EcoRl y fue ligado en el plasmido pMG2-RTp66 cortado con Apal-EcoRI (un plasmido derivado
de pMET7 que codifica una proteina quimérica Flag-gp130-RTp66) que contenia los sitios Apal y EcoRI que
flanquean las secuencias que codifican la proteina de fusion Flag-gp130 en los extremos 5'y 3', respectivamente
(Pattyn et al., 2008). pMET7-HA-Tyk2(C)-RTp51 fue generado mediante el intercambio de la inserciéon RTp51 de
pMG2-RTp51 (Pattyn et al., 2008) con RTp66 de pMET7-HA-Tyk2(C)-RTp66 utilizando los sitios EcoRI y Notl que
flanquean estas inserciones en el extremo 5' y 3', respectivamente. LEDGF humana de longitud completa se
amplificé por PCR en ADNc de células Hela utilizando los cebadores MBU-0-3879 y MBU-O-3880 y se intercambid
con la insercion RTp66 de pMET7-HA-Tyk2(C)-RTp66 utilizando sitios de restriccion EcoRI y Notl para generar
pMET7-HA-Tyk2(C)-LEDGF. De manera similar, la secuencia MDM2 humana de longitud completa se amplificé por
PCR en un clon de entrada a MDM2 de la coleccion hORFeome (Lamesch et al., 2007) con los cebadores MBU-O-
3912 y MBU-0-3913 y se intercambid con EcoRI-Notl para producir pMET7-HA-Tyk2(C)-MDM2. La regiéon N-terminal
de p53 humano (aminoacidos 2-72) se amplificd por PCR en un clon de entrada a p53 de la coleccion hORFeome
(Lamesch et al., 2007) con los cebadores MBU-O-2277 y MBU-O-2273 y se intercambid utilizando enzimas de
restriccion EcoRI y Notl, proporcionando pMET7-HA-Tyk2(C)-p53(N). El plasmido pMET7-HA-Jak2(C)-RTp66 se
generd por PCR amplificando la secuencia que codifica el extremo C-terminal de Jak2 de ratén (desde el aminoacido
535 hasta el extremo de la proteina, dejando fuera el codén de parada) en pRK5-mJak2 (Silvennoinen et al., 1993)
con los cebadores MBU-0O-6653 y MBU-O-6655. Este fragmento se intercambid con la secuencia que codifica
Tyk2(C) a partir de pMET7-HA-Tyk2(C)-RTp66 a través de una digestion de restriccion Pacl-EcoRI. Del mismo
modo, la secuencia codificadora para el dominio quinasa de c-Src (aminoacidos 266-523) se amplificé por PCR en
un clon de entrada c-Src de la coleccion hORFeome (Lamesch et al., 2007) con los cebadores MBU-0-6656 y MBU-
0-6657 y se intercambié utilizando enzimas de restriccion EcoRI y Pacl, generando pMET7-HA-c-Src(K)-RTp66. El
plasmido pMET7-HA-Tyk2(R1027A)-RTp66 se generd amplificando primero por PCR la secuencia de Tyk2 humana
en ADNc de HEK293 con cebadores MBU-O-7811 y MBU-O-7812 e intercambiando el amplicén resultante por la
secuencia Tyk2(C) de pMET7-HA-Tyk2(C)-RTp66 utilizando las enzimas de restriccion Pacl y EcoRI para producir
pMET7-HA-Tyk2-RTp66. A continuacion, la mutacion R1027A se introdujo por mutagénesis dirigida al sitio utilizando
los cebadores MBU-O-7341 y MBU-O-7342.

Los plasmidos que codifican las fusiones con el segundo polipéptido interactuante eran del tipo también utilizado en
MAPPIT, designado pMG1 y pMG2 (documento WO0190188, Eyckerman et al, 2001; Lemmens et al, 2003). Estos
plasmidos codifican proteinas de fusién del segundo polipéptido interactuante acoplado a un fragmento de la cadena
del receptor de citoquina gp130 humana, que contiene muiltiples residuos tirosina que, después de la fosforilacion,
constituyen sitios de reclutamiento para STAT3. RTp66 y RTp51 que contienen plasmidos pMG2-RTp66 y pMG2-
RTp51 se han descrito en otra parte (Pattyn et al., 2008). El plasmido pMG1 que codifica un fragmento de receptor
gp130 no condensado se obtuvo cortando la insercion de presa MAPPIT de un vector pMG1 utilizando EcoRI y Xhol,
haciendo roma la cadena principal del vector a través de Pfu ADN polimerasa y auto-ligamiento. El plasmido pMG2-
IN fue construido por PCR amplificando la secuencia que codifica la integrasa de VIH1 en el molde del plasmido
pNL4-3 (Adachi et al., 1986) utilizando los cebadores MBU-0O-3813 y MBU-O-3814 e intercambiando esta secuencia
con la insercion de un vector pMG2 MAPPIT utilizando enzimas de restriccion EcoRI y Notl. De manera similar, la
region codificadora de MDM2 humano se amplificé por PCR con los cebadores MBU-0-3912 y MBU-O-3913 y se
intercambié con EcoRI-Notl para producir pMG2-MDM2. pMG1-p53 y pMG1-EFHA1 fueron generados por
transferencia mediada por recombinacion Gateway de las secuencias de longitud completa de p53 y EFHA1
humanas de vectores de entrada de la coleccion hORFeome (Lamesch et al., 2007) en una version compatible con
Gateway del vector pMG1 tal como se describié anteriormente (Lievens et al., 2009).
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El plasmido informador pXP2d2-rPAPI-luciferasa utilizado en los ejemplos contiene el promotor rPAPI (Proteina |
Asociada a la Pancreatitis de rata) dependiente STAT3 que dirige un gen informador de luciferasa de luciérnaga
como se ha descrito previamente (documento WO0190188, Eyckerman et al., 2001).

Procedimiento de transfeccion

Las transfecciones se llevaron a cabo utilizando un método de fosfato de calcio estandar. Células HEK293-T fueron
sembradas en placas negras de 96 pocillos tratadas con cultivo de tejido a razén de 10.000 células/pocillo en un
medio de cultivo de 100 yl (DMEM suplementado con FCS al 10%). Veinticuatro horas mas tarde, se prepararon
mezclas de ADN de plasmido que contenia los plasmidos que codifican las proteinas de fusiéon con la primera y
segunda proteinas interactuantes y plasmidos informadores. El ADN fue suplementado con 10 pl de CaCl, 2,5 M y
agua doblemente destilada a un volumen final de 100 pl. Esta mezcla se afiadié gota a gota a 100 pl de tampdn
2xHeBS (NaCl 280 mM, Na;HPO4 1,5 mM, Hepes 50 mM, pH 7,05), al tiempo que se sometian vigorosamente a un
vértex. Después de incubacion a temperatura ambiente durante 15 min para permitir que se formaran precipitados
de ADN, la disolucion se afiadié a las células a razén de 10 pl/pocillo. Las células se incubaron a 37°C, 8% de CO2.
Cuarenta y ocho horas después de la transfeccion, se midié la actividad luciferasa utilizando el kit de sistema de
ensayo de luciferasa (Promega) en un lumindmetro TopCount (Perkin-Elmer). Cada una de las transfecciones se
realizé por triplicado y se utilizé la media de las lecturas de actividad de luciferasa en los calculos. Una disolucion
madre de Nutlina-3 (Sigma) de 20 mM en DMSO se diluyé en medio de cultivo y se afiadié a las células 24 h
después de la transfeccion. Se afiadié imidazol (Sigma) diluido en medio de cultivo a las células 24 h después de la
transfeccion.

Cadigo del cebador de |SEQ ID |Secuencia (5' > 3')
oligonucledtidos N°
MBU-0O-6486 8

CCCGGGCCCACCATGTATCCATATGATGTTCCAGATTA
TGCTTTAATTAAAATCACCCAGCTGTCCCACTTGG

MBU-O-6487 9 GGGGAATTCGCACACGCTGAACACTGAAGG
MBU-O-3879 10
CGTACGAATTCGGGAGCTCGATGACTCGCGATTTCAAA
CCTGGAG
MBU-O-3880 11
GGTCATCTAGACCGCGGCCGCTCAGTTATCTAGTGTAG
AATCCTTCAG
MBU-O-3912 12 GCGGAATTCATGTGCAATACCAACATGTCTG
MBU-O-3913 13 CGCGCGGCCGCCTAGGGGAAATAAGTTAGCAC
MBU-O-2277 14 GCGAGAATTCGAGGAGCCGCAGTCAGATCC
MBU-O-2273 15 CGCTGCGGCCGCTTAGCGGGGAGCAGCCTCTGGC
MBU-O-6653 16
CCCGCGGCCGCTTTAATTAAAATGGTGTTTCACAAAATC
AG
MBU-O-6655 17 GGGCTCGAGGAATTCCGCAGCTATACTGTCCCGG
MBU-O-6656 18

CCCGCGGCCGCTTTAATTAAACCTCGGGAGTCGCTGC
GGC
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Cadigo del cebador de |SEQ ID |Secuencia (5' > 3')
oligonucledtidos N°
MBU-0O-6657 19 GGGCTCGAGGAATTCGAAGTAGTCCTCCAGGAAGG
MBU-0O-3813 20 CGTACGAATTCGGGAGCTCGTTTTTAGATGGAATAG
MBU-0O-3814 21
GGTCATCTAGACCGCGGCCGCTCAATCCTCATCCTGTC
TAC
MBU-O-7811 22 CATTTAATTAAACCTCTGCGCCACTGGGGG
MBU-O-7812 23 CATGAATTCGCACACGCTGAACACTGAAGGG
MBU-O-7341 24 CCGAGACCTAGCCGCGGCCAACGTGCTGC
MBU-O-7342 25 GCAGCACGTTGGCCGCGGCTAGGTCTCGG

Ejemplo 1: Deteccion de la interaccion entre subunidades de transcriptasa inversa (RT) de VIH1

Con el fin de determinar la funcionalidad del ensayo, se sometié a ensayo la interaccion entre las subunidades de
VIH1 que forman homodimeros y heterodimeros mediante la transfeccién de las siguientes combinaciones de
plasmidos (100 ng de la construccion de fusion Tyk2(C), 1 ug de la construccion de fusion gp130 y 50 ng de la
construccion de informador de luciferasa) de acuerdo con los métodos descritos anteriormente:

a) pMET7-HA-Tyk2(C)-RTp66 + pMG2-RTp51 + pXP2d2-rPAPI-luciferasa

b) pMET7-HA-Tyk2(C)-RTp66 + pMG2-RTp66 + pXP2d2-rPAPI-luciferasa

c) pMET7-HA-Tyk2(C)-RTp51 + pMG2-RTp51 + pXP2d2-rPAPI-luciferasa

Se determind la sefial de fondo para cada uno de los polipéptidos de fusion Tyk2(C) mediante la transfeccion del
plasmido que lo codifica junto con un plasmido que codifica un fragmento de gp130 no condensado (pMG1) y el
plasmido informador de luciferasa (pMET7-HA-Tyk2(C)-RTp66 + pMG1 + pXP2d2-rPAPI-luciferasa en a) y b);
pMET7-HA-Tyk2(C)-RTp51 + pMG1 + pXP2d2-rPAPI-luciferasa en c)). La induccion multiple para cada una de las
interacciones testadas se calculé como la relacion de la actividad de luciferasa medida en relaciéon con la actividad
de luciferasa medida para la sefial de fondo correspondiente. Los resultados (Figura 2A) muestran sefiales claras
tanto para los homodimeros como para los heterodimeros de RT. La sefial mas fuerte era la del heterodimero p66-
p51, se obtuvieron sefales inferiores, pero aun robustas para los homodimeros p66 y p51. Esta tendencia se
corresponde con las afinidades medidas para las interacciones p66-p51, p66-p66 y p51-p51 en ensayos de
interaccion in vitro, que se informé que eran 0,3 uM, 4uM y 230 uM, respectivamente (Venezia et al., 2006). Estos
datos ilustran la alta sensibilidad del método.

Ejemplo 2: Interaccion entre proteinas nucleares

Para determinar si el método puede detectar interacciones entre proteinas nucleares, los autores de la invencién han
sometido a ensayo la interaccion entre la integrasa (IN) de VIH1 y LEDGF humana y entre p53 y MDM2 humanas,
proteinas con una localizacion nuclear. Las células se transfectaron con las siguientes combinaciones de plasmidos
(250 ng de la construccion de fusion Tyk2(C), 500 ng de la construccion de fusion gp130 y 50 ng de la construccion
de informador de luciferasa) de acuerdo con los métodos descritos anteriormente:

a) pMET7-HA-Tyk2(C)-LEDGF + pMG2-IN + pXP2d2-rPAPI-luciferasa

b) pMET7-HA-Tyk2(C)-MDM2 + pMG1-p53 + pXP2d2-rPAPI-luciferasa

Se determind la sefal de fondo para cada uno de los polipéptidos de fusion Tyk2(C) mediante la transfeccion del
plasmido que lo codifica junto con un plasmido que codifica un fragmento de gp130 no condensado (pMG1) y el
plasmido informador de luciferasa (pPMET7-HA-Tyk2(C)-LEDGF + pMG1 + pXP2d2-rPAPI-luciferasa en a); pMET7-
HA-Tyk2(C)-MDM2 + pMG1 + pXP2d2-rPAPI-luciferasa en b)). La induccion multiple para cada una de las
interacciones testadas se calculé como la relacion de la actividad de luciferasa medida en relaciéon con la actividad
de luciferasa medida para la sefal de fondo correspondiente. El resultado (Figura 3) demuestra que estas
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interacciones dan lugar a sefiales fuertes, lo que indica que el método es capaz de detectar interacciones en el
nucleo.

Ejemplo 3: Interrupcion dependiente de la dosis de la interaccion entre p53 y MDM2 humana por Nutlina-3

Para demostrar que el método puede detectar la modulacién de las interacciones proteina-proteina de moléculas
pequefias los autores de la invencion analizaron la interaccion entre p53 y MDM2, que se ha informado que es
interrumpida por Nutlina-3, un miembro de la familia de nutlinas de potenciales nuevos compuestos contra el cancer
(Vassilev et al., 2004). Las células fueron transfectadas con las siguientes combinaciones de plasmidos (100 ng de
la construccion de fusion Tyk2(C), 1000 ng de la construccion de fusién gp130 y 50 ng de la construccion de
informador de luciferasa) de acuerdo con los métodos descritos anteriormente:

a) pMET7-HA-Tyk2(C)-p53(N) + pMG1 + pXP2d2-rPAPI-luciferasa

b) pMET7-HA-Tyk2(C)-p53(N) + pMG1-EFHA1 + pXP2d2-rPAPI-luciferasa

c) pMET7-HA-Tyk2(C)-p53(N) + pMG2-MDM2 + pXP2d2-rPAPI-luciferasa

Después de la transfeccion, las células fueron tratadas con 0-14-41-123-370-1111-3333nM Nutlina-3, concentracion
final. Los resultados mostrados en la Figura 4 demuestran una disminucién dependiente de la dosis de la sefial para
la interaccion entre p53 (region N-terminal que contiene el dominio de unién de MDM2) y MDM2 tras el tratamiento
con Nutlina-3, mientras que la sefial correspondiente a la interaccion con EFHA1 (que se une a Tyk2(C) en si) no se
ve afectada por este tratamiento. La sefial procedente de una transfecciéon de control de combinar pMET7-HA-
Tyk2(C)-p53(N) y el plasmido pMG1 que codifica un fragmento de receptor gp130 no condensado es baja y tampoco
se ve afectada por el tratamiento de Nutlina-3. Estos datos indican que el método puede detectar cambios dinamicos
en los complejos de proteinas que dependen de la adicion de componentes exdgenos.

Ejemplo 4: Incorporacion de otros dominios de quinasa en el método

Para apoyar el hecho de que el método no se limita al uso del dominio quinasa derivado de Tyk2, los autores de la
invencion han sometido a ensayo proteinas de fusién que comprenden los dominios de quinasa de Jak2 o c-Src. De
manera similar a Tyk2, Jak2 pertenece a la familia Jak de tirosina quinasas asociadas al receptor. c-Src pertenece a
la familia de tirosina quinasas no receptora de Src. Las células fueron transfectadas con las siguientes
combinaciones de plasmidos (250 ng de la construccion de fusion de quinasa, 1000 ng de la construccion de fusion
gp130 y 50 ng de la construccion de informador de luciferasa) de acuerdo con los métodos descritos anteriormente:

a) pMET7-HA-Tyk2(C)-RTp66 + pMG2-RTp66 + pXP2d2-rPAPI-luciferasa

b) pMET7-HA-Jak2(C)-RTp66 + pMG2-RTp66 + pXP2d2-rPAPI-luciferasa

c) pMET7-HA-c-Src(K)-RTp66 + pMG2-RTp66 + pXP2d2-rPAPI-luciferasa
La actividad de luciferasa se muestra como la induccién multiple con respecto a la actividad de luciferasa medida en
células transfectadas con la misma fusion del dominio RTp66-quinasa, un fragmento de gp130 no condensado y el
plasmido informador de luciferasa (pMET7-HA-Tyk2(C)-RTp66 + pMG1 + pXP2d2-rPAPI-luciferasa en a); pMET7-
HA-Jak2(C)-RTp66 + pMG1 + pXP2d2-rPAPI-luciferasa en b); pMET7-HA-c-Src(K)-RTp66 + pMG1 + pXP2d2-rPAPI-
luciferasa en c)). La induccién multiple para cada una de las interacciones testadas se calculé como la relacion de la
actividad de luciferasa medida en relacion con la actividad de luciferasa medida para la sefial de fondo
correspondiente. El resultado (Figura 5) indica que la interaccion entre las subunidades RTp66 también puede
detectarse utilizando proteinas de fusion con dominios de quinasa de otras quinasas distintas de Tyk2.

Ejemplo 5: Version inducible del método

Una version inducible del método fue ideada para anadir un nivel adicional de control y para permitir la separacion
temporal de los eventos de interaccion de proteinas y de generacion de la sefal. Esto ultimo podria ser importante
en los casos en que la modificacion de los polipéptidos de interaccion por parte de la actividad de quinasa prohibe la
interaccion. Se ha descrito un mutante de tirosina quinasa Src cuya actividad se hace inducible por la pequefia
molécula imidazol por una mutacion de arginina a alanina en el centro catalitico de la enzima (Qiao et al., 2006). La
mutacion puntual correspondiente de esta arginina catalitica conservada (R1027) fue generada en Tyk2,
condensada a RTp66 y testada en una version inducible por imidazol del ensayo. Las células fueron transfectadas
con las siguientes combinaciones de plasmidos (250 ng de la construccion de fusién de quinasa, 250 ng de la
construccion de fusién gp130 y 50 ng de la construccion informador de luciferasa) de acuerdo con los métodos
descritos anteriormente:

a) pMET7-HA-Tyk2(C)-RTp66 + pMG1 + pXP2d2-rPAPI-luciferasa

b) pMET7-HA-Tyk2(C)-RTp66 + pMG2-RTp51 + pXP2d2-rPAPI-luciferasa
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c) pMET7-HA-Tyk2(R1027A)-RTp66 + pMG1 + pXP2d2-rPAPI-luciferasa

d) pMET7-HA-Tyk2(R1027A)-RTp66 + pMG2-RTp51 + pXP2d2-rPAPI-luciferasa
Después de la transfeccion, las células fueron tratadas con imidazol 0-5-50 mM, concentracion final. Los resultados
se representan en la Figura 5, que muestra una sefial inducible por imidazol especificamente en las células que
expresan una fusion que contiene la arginina Tyk2 a la mutaciéon de alanina. La induccion maxima dependiente de
imidazol de la sefal indicativa de la interaccion entre el VIH y RTp66 RTp51 fue de 36 veces en comparacion con
células no tratadas. Las células transfectadas con la fusién Tyk2(C) descritas anteriormente no mostraron regulacion
alguna de imidazol. La sefial de fondo observada en las células transfectadas con combinaciones de la construccion
de fusion Tyk2 y un plasmido que codifica un fragmento de gp130 no condensado (pMG1) de manera similar no se
vio afectada por el tratamiento con imidazol. Estos resultados indican que es posible controlar el ensayo de
interaccion mediante la aplicacién de una quinasa quimicamente inducible.
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Cys

Phe

570

Glu

His

Leu

Ala

Ser

475

Tyr

Leu

Leu

Leu

Glu

555

Arg

Lys

Ala

Asp

Val

460

Pro

Tyr

Thr

Ile

Leu

540

val

Pro

Tyr

Gln

Asn

445

Pro

Val

Ala

His

Gly

525

Glu

Tyr

Thr

Gln

His

430

Asp

Glu

Phe

Ser

Cys

510

Ile

Arg

His

Phe

Gly
590

Tyr

Arg

Gly

Trp

Asp

495

Asp

Ala

Gly

Leu

Glu

575

Gln

Ile

Leu

His

Tyr

480

val

Ser

Gln

Glu

Met

560

Asn

Ala

Phe His Lys Arg Tyr Leu Lys Lys

10

15

Phe Gly Lys Val Ser Leu Tyr Cys

25

30

Thr Gly Glu Met Val Ala Val Lys Ala

40

16

45



Leu

Ile

65

Gly

Tyr

Gly

Ala

Asn

145

Leu

Asp

Tyr

Tyr

Phe

225

Leu

Cys

Ala

vVal

Lys

50

Asp

Cys

Val

Leu

Tyr

130

Val

Ala

Gly

Lys

Glu

210

Leu

Thr

Pro

Ser

His
290

Ala

Ile

Cys

Pro

Ala

115

Leu

Leu

Lys

Asp

Phe

195

Leu

Glu

Glu

Cys

Phe

275

Glu

Asp

Leu

Glu

Leu

100

Gln

His

Leu

Ala

Ser

180

Tyr

Leu

Leu

Leu

Glu

260

Arg

Lys

Cys

Arg

Asp

85

Gly

Leu

Ala

Asp

vVal

165

Pro

Tyr

Thr

Ile

Leu

245

val

Pro

Tyr

ES 2617783 T3

Gly

Thr

70

Gln

Ser

Leu

Gln

Asn

150

Pro

vVal

Ala

His

Gly

230

Glu

Tyr

Thr

Gln

Pro

55

Leu

Gly

Leu

Leu

His

135

Asp

Glu

Phe

Ser

Cys

215

Ile

Arg

His

Phe

Gly
295

Gln

Tyr

Glu

Arg

Phe

120

Tyr

Arg

Gly

Trp

Asp

200

Asp

Ala

Gly

Leu

Glu

280

Gln

His

His

Lys

Asp

105

Ala

Ile

Leu

His

Tyr

185

vVal

Ser

Gln

Glu

Met

265

Asn

Ala

17

Arg

Glu

Ser

20

Tyr

Gln

His

val

Glu

170

Ala

Trp

Ser

Gly

Arg

250

Lys

Leu

Pro

Ser

His

75

Leu

Leu

Gln

Arg

Lys

155

Tyr

Pro

Ser

Gln

Gln

235

Leu

Asn

Ile

Ser

Gly

60

Ile

Gln

Pro

Ile

Asp

140

Ile

Tyr

Glu

Phe

Ser

220

Met

Pro

Cys

Pro

vVal
300

Trp

Ile

Leu

Arg

Cys

125

Leu

Gly

Arg

Cys

Gly

205

Pro

Thr

Arg

Trp

Ile

285

Phe

Lys

Lys

Val

His

110

Glu

Ala

Asp

vVal

Leu

190

vVal

Pro

Val

Pro

Glu

270

Leu

Ser

Gln

Tyr

Met

95

Ser

Gly

Ala

Phe

Arg

175

Lys

Thr

Thr

Leu

Asp

255

Thr

Lys

vVal

Glu

Lys

80

Glu

Ile

Met

Arg

Gly

160

Glu

Glu

Leu

Lys

Arg

240

Lys

Glu

Thr

Cys
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15

<210>3
<211> 159
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 3

<210> 4
<211> 187
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 4

Ser

Val

Arg

Ile

Ser

65

val

Ile

Ser

Phe

Ser
145

Thr

Phe

Pro

Leu

50

Ser

Asn

Ser

Ala

Glu

130

Tyr

val

Ser

Glu

35

Pro

Pro

Glu

Gln

Ala

115

Thr

Leu

Val

Arg

20

Asp

Arg

Asp

Glu

Ser

100

Asp

Val

Pro

His

Ser

Leu

Gln

Ile

Asp

85

Cys

Ala

Gly

Gln

ES 2617783 T3

Ser

Glu

Gln

Gln

Ser

70

Phe

Gly

Phe

Met

Thr
150

Gly

Ser

Leu

Tyr

55

His

val

Ser

Gly

Glu

135

Val

Tyr

Thr

val

40

Phe

Phe

Arg

Gly

Pro

120

Ala

Arg

Arg

Gln

25

Asp

Lys

Glu

Leu

Gln

105

Gly

Ala

Gln

18

His

10

Pro

His

Gln

Arg

Lys

90

Met

Thr

Thr

Gly

Gln

Leu

val

Asn

Ser

75

Gln

Lys

Glu

Asp

Gly
155

val

Leu

Asp

Cys

60

Lys

Gln

Met

Gly

Glu

140

Tyr

Pro

Asp

Gly

45

Ser

Gln

Ile

Phe

Gln

125

Gly

Met

Ser

Ser

30

Gly

Gln

Val

Ser

Gln

110

Vval

Met

Pro

val

15

Glu

Asp

His

Ser

Asp

95

Glu

Glu

Pro

Gln

Gln

Glu

Gly

Glu

Ser

80

His

Val

Arg

Lys



ES 2617783 T3

Ser Thr Val Val His Ser Gly Tyr Arg His Gln Val Pro Ser Val Gln
1 5 10 15

Val Phe Ser Arg Ser Glu Ser Thr Gln Pro Leu Leu Asp Ser Glu Glu
20 25 30

Arg Pro Glu Asp Leu Gln Leu Val Asp His Val Asp Gly Gly Asp Gly

35 40 45
Ile Leu Pro Arg Gln Gln Tyr Phe Lys Gln Asn Cys Ser Gln His Glu
50 55 60

Ser Ser Pro Asp Ile Ser His Phe Glu Arg Ser Lys Gln Val Ser Ser
65 70 75 80

Val Asn Glu Glu Asp Phe Val Arg Leu Lys Gln Gln Ile Ser Asp His

Ile Ser Gln Ser Cys Gly Ser Gly Gln Met Lys Met Phe Gln Glu Val
100 105 110

Ser Ala Ala Asp Ala Phe Gly Pro Gly Thr Glu Gly Gln Val Glu Arg
115 120 125

Phe Glu Thr Val Gly Met Glu Ala Ala Thr Asp Glu Gly Met Pro Lys
130 135 140

Ser Tyr Leu Pro Gln Thr Val Arg Gln Gly Gly Tyr Met Pro Gln Gly
145 150 155 160

Gly Ser Glu Leu Ser Thr Ser Leu Tyr Lys Lys Ala Gly Tyr Leu Pro
165 170 175

Gln Thr Val Arg Gln Gly Gly Tyr Met Pro Gln
180 185

<210>5

<211> 598

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 5
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Met

Leu

val

Leu

Ser
65

Val

Gly

Gly

Asp

Met

Phe

Gln

Asp

35

Lys

Met

His

Gly

20

Tyr

Ala

Ser

Lys

Thr

Gly

His

Gln

ES 2617783 T3

Ile

Phe

Gln

Arg

Leu
70

Arg

Thr

Leu

Asn

Ser

Asn Glu

Lys Ile
25

His Lys
40

Tyr Ser

His Lys

20

Asp

10

Phe

Thr

Glu

His

Leu

Lys

Glu

Ser

Leu
75

Ile

Gly

Val

Phe

Val

Phe

Val

Leu

45

Phe

Leu

Asn

Arg

30

Leu

Glu

Asn

Glu

15

Arg

Lys

Ala

Tyr

Ser

Glu

Val

Ala

Gly
80



vVal

Phe

Ile

Phe

Ile

145

Ile

Ile

Pro

Leu

Ser

225

Pro

Glu

Ser

Pro

Arg

305

Leu

Leu

Cys

Gly

Leu

Leu

130

Leu

Lys

Leu

Lys

Trp

210

Gln

Lys

Pro

Leu

Asn

290

Asp

Gly

Gln

val

Ser

Trp

115

Glu

Leu

Leu

Gln

Asn

195

Glu

Arg

Trp

Asp

Phe

275

Met

Pro

Lys

Asp

Cys

Leu

100

Lys

Glu

Ile

Ser

Glu

180

Leu

Ile

Lys

Thr

Phe

260

Thr

Arg

Thr

Gly

Asn

Gly

85

Asp

Leu

Lys

Arg

Asp

165

Arg

Asn

Cys

Leu

Glu

245

Arg

Pro

Ile

Gln

Asn

325

Thr

ES 2617783 T3

Glu

Thr

Gly

Ser

Glu

150

Pro

Ile

Leu

Ser

Gln

230

Leu

Pro

Asp

Gly

Phe

310

Phe

Gly

Glu

Tyr

Val

Leu

135

Glu

Gly

Pro

Ala

Gly

215

Phe

Ala

Ala

Tyr

Ala

295

Glu

Gly

Glu

Asn

Leu

Ala

120

Ile

Asp

Ile

Trp

Thr

200

Gly

Tyr

Asn

Phe

Glu

280

Leu

Glu

Ser

Val

Ile

Lys

105

Lys

His

Arg

Ser

vVal

185

Asp

Asp

Glu

Leu

Arg

265

Leu

Gly

Arg

val

vVal

21

Leu

90

Lys

Gln

Gly

Arg

Ile

170

Pro

Lys

Lys

Asp

Ile

250

Ala

Leu

Phe

His

Glu

330

Ala

val

Asn

Leu

Asn

Thr

155

Thr

Pro

Trp

Pro

Lys

235

Asn

vVal

Thr

Ser

Leu

315

Met

val

Gln

Lys

Ala

val

140

Gly

Val

Glu

Ser

Leu

220

His

Asn

Ile

Glu

Gly

300

Lys

Cys

Lys

Glu

Asn

Trp

125

Cys

Asn

Leu

Cys

Phe

205

Ser

Gln

Cys

Arg

Asn

285

Ala

Phe

Arg

Lys

Phe

Ser

110

Ala

Ala

Pro

Pro

Ile

190

Gly

Ala

Leu

Met

Asp

270

Asp

Phe

Leu

Tyr

Leu

val

95

Ile

Met

Lys

Pro

Lys

175

Glu

Thr

Leu

Pro

Asp

255

Leu

Met

Glu

Gln

Asp

335

Gln

Lys

Asn

His

Asn

Phe

160

Asp

Asn

Thr

Asp

Ala

240

Tyr

Asn

Leu

Asp

Gln

320

Pro

His



ES 2617783 T3

340 345 350

Ser Thr Glu Glu His Leu Arg Asp Phe Glu Arg Glu Ile Glu Ile Leu
355 360 365

Lys Ser Leu Gln His Asp Asn Ile Val Lys Tyr Lys Gly Val Cys Tyr
370 375 380

Ser Ala Gly Arg Arg Asn Leu Arg Leu Ile Met Glu Tyr Leu Pro Tyr
385 390 395 400

Gly Ser Leu Arg Asp Tyr Leu Gln Lys His Lys Glu Arg Ile Asp His
405 410 415

Lys Lys Leu Leu Gln Tyr Thr Ser Gln Ile Cys Lys Gly Met Glu Tyr
420 425 430

Leu Gly Thr Lys Arg Tyr Ile His Arg Asp Leu Ala Thr Arg Asn Ile
435 440 445

Leu Val Glu Asn Glu Asn Arg Val Lys Ile Gly Asp Phe Gly Leu Thr
450 455 460

Lys Val Leu Pro Gln Asp Lys Glu Tyr Tyr Lys Val Lys Glu Pro Gly
465 470 475 480

Glu Ser Pro Ile Phe Trp Tyr Ala Pro Glu Ser Leu Thr Glu Ser Lys
485 490 495

Phe Ser Val Ala Ser Asp Val Trp Ser Phe Gly Val Val Leu Tyr Glu
500 505 510

Leu Phe Thr Tyr Ile Glu Lys Ser Lys Ser Pro Pro Val Glu Phe Met
515 520 525

Arg Met Ile Gly Asn Asp Lys Gln Gly Gln Met Ile Val Phe His Leu
530 535 540

Ile Glu Leu Leu Lys Ser Asn Gly Arg Leu Pro Arg Pro Glu Gly Cys
545 550 555 560

Pro Asp Glu Ile Tyr Val Ile Met Thr Glu Cys Trp Asn Asn Asn Val
565 570 575

Ser Gln Arg Pro Ser Phe Arg Asp Leu Ser Leu Arg Val Asp Gln Ile
580 585 590

Arg Asp Ser Ile Ala Ala
595

22



10

<210>6
<211> 308
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 6

Met

Pro

Lys

Asp

Glu

65

Leu

Gly

Leu

Leu

Thr

145

Glu

Leu

Pro

Val

Arg

Thr

Gly

Asn

50

Glu

Gln

Arg

Arg

Leu

130

Lys

Asn

Pro

Ile

Ala
210

Ile

Gln

Asn

35

Thr

His

His

Arg

Asp

115

Gln

Arg

Glu

Gln

Phe

195

Ser

Gly

Phe

20

Phe

Gly

Leu

Asp

Asn

100

Tyr

Tyr

Tyr

Asn

Asp

180

Trp

Asp

Ala

Glu

Gly

Glu

Arg

Asn

85

Leu

Leu

Thr

Ile

Arg

165

Lys

Tyr

Val

ES 2617783 T3

Leu

Glu

Ser

vVal

Asp

70

Ile

Arg

Gln

Ser

His

150

Val

Glu

Ala

Trp

Gly

Arg

val

val

55

Phe

val

Leu

Lys

Gln

135

Arg

Lys

Tyr

Pro

Ser
215

Phe

His

Glu

40

Ala

Glu

Lys

Ile

His

120

Ile

Asp

Ile

Tyr

Glu

200

Phe

Ser

Leu

25

Met

vVal

Arg

Tyr

Met

105

Lys

Cys

Leu

Gly

Lys

185

Ser

Gly

23

Gly

10

Lys

Cys

Lys

Glu

Lys

90

Glu

Glu

Lys

Ala

Asp

170

Val

Leu

Val

Ala

Phe

Arg

Lys

Ile

75

Gly

Tyr

Arg

Gly

Thr

155

Phe

Lys

Thr

Val

Phe

Leu

Tyr

Leu

60

Glu

val

Leu

Ile

Met

140

Arg

Gly

Glu

Glu

Leu
220

Glu

Gln

Asp

45

Gln

Ile

Cys

Pro

Asp

125

Glu

Asn

Leu

Pro

Ser

205

Tyr

Asp

Gln

30

Pro

His

Leu

Tyr

Tyr

110

His

Tyr

Ile

Thr

Gly

190

Lys

Glu

Arg

15

Leu

Leu

Ser

Lys

Ser

95

Gly

Lys

Leu

Leu

Lys

175

Glu

Phe

Leu

Asp

Gly

Gln

Thr

Ser

80

Ala

Ser

Lys

Gly

Val

160

Val

Ser

Ser

Phe
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Thr

225

Ile

Leu

Glu

Arg

Ser
305

<210>7

<211> 258

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400>7
Pro

Gly

Lys

Ala

Ala

Lys

Arg

Ala

Asn

Tyr

Gly

Leu

Ile

Pro

290

Ile

Arg

Glu

Thr

Gln

50

val

Gly

Leu

Tyr

Ile
130

Ile

Asn

Lys

Tyr

275

Ser

Ala

Glu

Val

Leu

Val

Val

Ser

Pro

Val

115

Leu

Glu

Asp

Ser

260

vVal

Phe

Ala

Ser

Trp

20

Lys

Met

Ser

Leu

Gln

100

Glu

Val

Lys

Lys

245

Asn

Ile

Arg

Leu

Met

Pro

Lys

Glu

Leu

Leu

Arg

Gly

ES 2617783 T3

Ser

230

Gln

Gly

Met

Asp

Arg

Gly

Gly

Lys

Glu

70

Asp

Val

Met

Glu

Lys

Gly

Arg

Thr

Leu
295

Leu

Thr

Thr

Leu

55

Pro

Phe

Asp

Asn

Asn
135

Ser

Gln

Leu

Glu

280

Ser

Glu

Trp

Met

40

Arg

Ile

Leu

Met

Tyr

120

Leu

Pro

Met

Pro

265

Cys

Leu

val

Asn

25

Ser

His

Tyr

Lys

Ala

105

vVal

Val

24

Pro

Ile

250

Arg

Trp

Arg

Lys

10

Gly

Pro

Glu

Ile

Gly

Ala

His

Cys

vVal

235

vVal

Pro

Asn

Val

Leu

Thr

Glu

Lys

val

75

Glu

Gln

Arg

Lys

Glu

Phe

Glu

Asn

Asp
300

Gly

Thr

Ala

Leu

60

Thr

Thr

Ile

Asp

Val
140

Phe

His

Gly

Asn

285

Gln

Gln

Arg

Phe

45

Val

Glu

Gly

Ala

Leu

125

Ala

Met

Leu

Cys

270

val

Ile

Gly

val

30

Leu

Gln

Tyr

Lys

Ser

110

Arg

Asp

Arg

Ile

255

Pro

Ser

Arg

Cys

15

Ala

Gln

Leu

Met

Tyr

95

Gly

Ala

Phe

Met

240

Glu

Asp

Gln

Asp

Phe

Ile

Glu

Tyr

Ser

Leu

Met

Ala

Gly



10

15

20

25

30

35

Leu Ala Arg
145

Lys Phe Pro

Phe Thr Ile

Leu Thr Thr
195

Val Leu Asp
210

Cys Pro Glu
225

Pro Glu Glu

Tyr Phe

<210> 8

<211>73

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 8

cccgggecca ccatgtatec atatgatgtt ccagattatg ctttaattaa aatcacccag

ctgtceccact tgg

<210>9

<211> 30

<212>ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 9

ggggaattcg cacacgctga acactgaagg
<210>10

<211>45

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Leu

Ile

Lys

180

Lys

Gln

Ser

Arg

Ile

Lys

165

Ser

Gly

Val

Leu

Pro
245

ES 2617783 T3

Glu

150

Trp

Asp

Arg

Glu

His

230

Thr

30

Asp

Thr

Val

Val

Arg

215

Asp

Phe

Asn Glu

Ala Pro

Trp Ser

185

Pro Tyr

200

Gly Tyr

Leu Met

Glu Tyr

25

Tyr

Glu

170

Phe

Pro

Arg

Cys

Leu
250

Thr

155

Ala

Gly

Gly

Met

Gln

235

Gln

Ala

Ala

Ile

Met

Pro

220

Cys

Ala

Arg

Leu

Leu

vVal

205

Cys

Trp

Phe

Gln

Tyr

Leu

190

Asn

Pro

Arg

Leu

Gly

Gly

175

Thr

Arg

Pro

Lys

Glu
255

Ala

160

Arg

Glu

Glu

Glu

Glu

240

Asp

60

73
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<223> Cebador

<400> 10
cgtacgaatt cgggagctcg atgactcgceg atttcaaacc tggag

<210> 11

<211> 48

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 11
ggtcatctag accgcggcecg ctcagttatc tagtgtagaa tccttcag

<210> 12

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 12
gcggaattca tgtgcaatac caacatgtct g
<210> 13
<211> 32

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 13

cgcgeggcecg cctaggggaa ataagttage ac
<210> 14

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 14

gcgagaattc gaggagccgc agtcagatcc
<210> 15

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

45

48

31

32

30

26
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ES 2617783 T3

<400> 15

cgctgcggcec gettageggg gagcagcecte tgge

<210> 16

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 16
ccecgeggccg ctttaattaa aatggtgttt cacaaaatca g

<210> 17

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 17
gggctcgagg aattccgcag ctatactgtc ccgg

<210> 18

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 18
ccecgeggcecg ctttaattaa acctcgggag tegetgecgge

<210> 19

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 19
gggctcgagg aattcgaagt agtcctccag gaagg

<210> 20

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 20
cgtacgaatt cgggagctcg tttttagatg gaatag

<210> 21
<211> 41

34

41

34

40

35

36
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<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador
<400> 21

ES 2617783 T3

ggtcatctag accgcggcecg ctcaatcctc atcctgtcta ¢ 41

<210> 22

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 22
catttaatta aacctctgcg ccactggggg

<210> 23

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 23
catgaattcg cacacgctga acactgaagg g

<210> 24
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Gly Gly Ala Asn Ser Leu Ser Thr Ala Met Asp Lys Trp Gly Phe
790 795 800

Ala Thr Leu Leu Glu Ile Cys Phe Asp Gly Glu Ala Pro Leu Gln
805 810 815

Arg Ser Pro Ser Glu Lys Glu His Phe Tyr Gln Arg Gln His Arg
820 825 830

Pro Glu Pro Ser Cys Pro Gln Leu Ala Thr Leu Thr Ser Gln Cys
835 840 845

Thr Tyr Glu Pro Thr Gln Arg Pro Ser Phe Arg Thr Ile Leu Arg
850 855 860

Leu Thr Arg Leu Gln Pro His Asn Leu Ala Asp Val Leu Thr Val
870 875 880

Pro Asp Ser Pro Ala Ser Asp Pro Thr Val Phe His Lys Arg Tyr
885 890 895

Lys Lys Ile Arg Asp Leu Gly Glu Gly His Phe Gly Lys Val Ser
200 905 910

Tyr Cys Tyr Asp Pro Thr Asn Asp Gly Thr Gly Glu Met Val Ala
915 920 925

Lys Ala Leu Lys Ala Asp Cys Gly Pro Gln His Arg Ser Gly Trp
930 935 940

Gln Glu Ile Asp Ile Leu Arg Thr Leu Tyr His Glu His Ile Ile
950 955 960

Tyr Lys Gly Cys Cys Glu Asp Gln Gly Glu Lys Ser Leu Gln Leu
965 970 975

Met Glu Tyr Val Pro Leu Gly Ser Leu Arg Asp Tyr Leu Pro Arg
980 985 990

Ser Ile Gly Leu Ala Gln Leu Leu Leu Phe Ala Gln Gln Ile Cys
995 1000 1005

Gly Met Ala Tyr Leu His Ala Gln His Tyr Ile His Arg Asp
1010 1015 1020

Ala Ala Arg Asn Val Leu Leu Asp Asn Asp Arg Leu Val Lys
1025 1030 1035

Gly Asp Phe Gly Leu Ala Lys Ala Val Pro Glu Gly His Glu
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1045
Arg Glu Asp Gly Asp Ser
1060
Leu Lys Glu Tyr Lys Phe
1075
Gly Val Thr Leu Tyr Glu
1090
Ser Pro Pro Thr Lys Phe
1105
Gln Met Thr Val Leu Arg
1120
Arg Leu Pro Arg Pro Asp
1135
Met Lys Asn Cys Trp Glu
1150
Glu Asn Leu Ile Pro Ile
1165
Gly Gln Ala Pro Ser Val
1180
Ser Lys Pro Lys Asp Ala Ser
5 10
Glu Asn Val His Gly Ala Gly
25
Pro Ser Lys Pro Ala Ser Ala
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Phe Ala Pro Ala Ala Ala Glu
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Ser Asp Thr Val Thr Ser Pro
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Tyr Ile Val Thr Glu Tyr Met Ser Lys Gly Ser Leu Leu Asp Phe Leu
340 345 350

Lys Gly Glu Thr Gly Lys Tyr Leu Arg Leu Pro Gln Leu Val Asp Met
355 360 365

Ala Ala Gln Ile Ala Ser Gly Met Ala Tyr Val Glu Arg Met Asn Tyr
370 375 380

Val His Arg Asp Leu Arg Ala Ala Asn Ile Leu Val Gly Glu Asn Leu
385 390 395 400

Val Cys Lys Val Ala Asp Phe Gly Leu Ala Arg Leu Ile Glu Asp Asn
405 410 415

Glu Tyr Thr Ala Arg Gln Gly Ala Lys Phe Pro Ile Lys Trp Thr Ala
420 425 430

Pro Glu Ala Ala Leu Tyr Gly Arg Phe Thr Ile Lys Ser Asp Val Trp
435 440 445

Ser Phe Gly Ile Leu Leu Thr Glu Leu Thr Thr Lys Gly Arg Val Pro
450 455 460

Tyr Pro Gly Met Val Asn Arg Glu Val Leu Asp Gln Val Glu Arg Gly
465 470 475 480

Tyr Arg Met Pro Cys Pro Pro Glu Cys Pro Glu Ser Leu His Asp Leu
485 490 495

Met Cys Gln Cys Trp Arg Lys Glu Pro Glu Glu Arg Pro Thr Phe Glu
500 505 510

Tyr Leu Gln Ala Phe Leu Glu Asp Tyr Phe
515 520
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REIVINDICACIONES

1. Un complejo de proteinas citoplasmaticas que comprende (a) una primera proteina de fusiéon recombinante que
comprende una quinasa mutante condensada a un primer polipéptido de interaccién, en donde dicha quinasa
mutante se selecciona del grupo que consiste en una tirosina quinasa constitutiva mutante y una tirosina quinasa
inactiva que es activada por la adicion de un pequefio compuesto exégeno y (b) una segunda proteina de fusion
recombinante que comprende un dominio que comprende un sitio de fosforilacion del informador, con lo que dicho
dominio esta condensado a un segundo polipéptido de interaccion.

2. El complejo de proteinas citoplasmaticas de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que dicho sitio de fosforilacion
del informador esta fosforilado.

3. El complejo de proteinas citoplasmaticas de acuerdo con la reivindicacion 1 6 2, en donde dicha tirosina quinasa
se selecciona del grupo que consiste en un mutante Tyk2, un mutante JAK o un mutante Src.

4. El complejo de proteinas citoplasmaticas de acuerdo con la reivindicacion 1 6 2, en donde dicha primera proteina
de fusién recombinante comprende SEQ ID N° 1 o SEQ ID N° 2.

5. El complejo de proteinas citoplasmaticas de acuerdo con la reivindicacion 1 6 2, en donde dicho dominio de
fosforilacion del informador esta comprendido en SEQ ID N° 3 0 SEQ ID N° 4.

6. Un método para detectar la interaccion compuesto-compuesto que comprende (a) condensar una quinasa
mutante a un primer polipéptido de interaccion, en donde dicha quinasa mutante se selecciona del grupo que
consiste en una tirosina quinasa constitutiva mutante y una tirosina quinasa inactiva que es activada por la adicion
de un pequefio compuesto exdégeno resultando en una primera proteina de fusién recombinante sin sitio de
fosforilacion del informador, (b) condensar un dominio que comprende un sitio de fosforilacion del informador a un
segundo polipéptido de interaccion, resultando en una segunda proteina de fusion recombinante, (c) expresar ambas
proteinas de fusion en una célula y (d) identificar y/o seleccionar aquellas células en las que dicho sitio de
fosforilacion del informador es fosforilado.

7. El método de la reivindicacion 6, en el que dicha célula es una célula eucariota.
8. El método de la reivindicacion 7, en el que dicha célula es una célula de mamiferos.

9. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 6-8, en el que dicha tirosina quinasa constitutiva se
selecciona del grupo que consiste en un mutante Tyk2, un mutante JAK o un mutante Src.

10. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 6-8, en el que dicha quinasa comprende SEQ ID N°
10SEQID N° 2.

11. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 6-8, en el que dicho dominio de fosforilacion del
informador esta comprendido en SEQ ID N° 3 0 SEQ ID N° 4.

12. Una célula, que comprende el complejo de proteinas citoplasmaticas de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1-5.

13. La célula de acuerdo con la reivindicacion 12, en donde dicha célula es una célula eucariota.
14. La célula de acuerdo con la reivindicacion 13, en donde dicha célula eucariota es una célula de mamiferos.

15. Un método para detectar compuestos que interrumpen una interaccién polipéptido-polipéptido, que comprende
(a) cultivar una célula que comprende un complejo de proteinas de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
12-14, en donde dicho complejo de proteinas citoplasmaticas comprende la interaccion polipéptido-polipéptido que
se quiere interrumpir, en ausencia y en presencia de al menos un compuesto, (b) comparar la fosforilacion del sitio
de fosforilacion del informador en la segunda proteina de fusion recombinante de dicho complejo de proteinas
citoplasmaticas de las células, que se cultiva en presencia y en ausencia de dicho compuesto y (c) identificar y/o
seleccionar aquellas células en las que dicho sitio de fosforilacion del informador no esta fosforilado.
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Figura 4

ES 2617783 T3

5.000.000
4.500.000
4.000.000
3.500.000
3.000.000
2.500.000
2.000.000
1.500.000
1.000.000
500,000
0

actividad de luciferasa (unidades arbitrarias)

& ﬂ. n r 2 ‘

1000 2000 3000

Concentracion de Nutlina-3 (nl)

Figura §

g

:

200 1

actividad de luciferasa (induccion maltiple)

40




T
L=}
| =
=
o
=1 ]

actividad de luciferasa (unidades arbitrarias)

7.000.000

&.000.000

5.000.000

4.000.000

3.000.000

2.000.000

1.000.000

ES 2617783 T3

=20 mM

B 5 mM

50 mi

=

41



	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias
	Reivindicaciones
	Dibujos

