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1. RESUMEN

Los receptores AMPA (AMPAR) son canales i6nicos que median la mayor parte de la
neurotransmision excitatoria rapida en el sistema nervioso central y participan en la
plasticidad neuronal. Los AMPAR contienen un nucleo tetramérico compuesto por
diferentes combinaciones de las subunidades GIuA y mas de 30 subunidades auxiliares
diferentes que generan un amplio grupo de complejos. La composicion de los complejos
determina las propiedades del receptor, incluyendo la expresion en la sinapsis, el trafico
celular, la farmacologia o a las propiedades cinéticas. Las CKAMP son una familia de
4 proteinas (CKAMP39, CKAMP44, CKAMP52 y CKAMP59) recientemente
identificadas como subunidades auxiliares del AMPAR. Hasta el momento no se ha
realizado ningun estudio estructural de la interaccion AMPAR-CKAMP, cuya topologia
transmembrana difiere del resto de subunidades auxiliares, ni se ha explorado la
composicion y estequiometria de los complejos que las contienen. En este proyecto se
presenta el clonaje de las CKAMP mediante el método «IVA cloning», los ensayos de
expresion y purificacibn de CKAMP, asi como los intentos de aislar los complejos
AMPAR-CKAMP para su posterior estudio estructural.

1. ABSTRACT

AMPA receptors (AMPARs) are ion channels that mediate fast excitatory
neurotransmission in the central nervous system and are involved in neuronal plasticity.
AMPARs are composed of a tetrameric core of GIuA subunits and more than 30 auxiliary
proteins that generate a wide group of AMPAR complexes. Subunit composition
determines all AMPAR properties, including expression at synapses, trafficking,
pharmacology and kinetic properties. CKAMPs are a family of 4 proteins (CKAMP39,
CKAMP44, CKAMP52 and CKAMP59) recently identified as AMPAR auxiliary subunits.
Structural analysis of AMPAR-CKAMP interactions, whose transmembrane topology
differs from the rest of the auxiliary subunits, has not yet been performed, nor have the
composition, stoichiometry or interaction of CKAMPs with other AMPAR auxiliary
subunits been analysed. Therefore, this project presents the cloning of CKAMPs by the
IVA cloning method, the expression and purification of CKAMPs, as well as the
optimization of the production and purification of the AMPAR-CKAMP complex.

2. INTRODUCCION

2.1. FUNCION DE LOS RECEPTORES AMPA

Los receptores de acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropionico (AMPAR) son
receptores ionotropicos de glutamato, canales catiénicos activados por ligando,
predominantemente permeables a los iones Na* y K*, responsables de la mayor parte
de la transmision sinaptica excitadora rapida en todo el sistema nervioso central.
Ademas, estan implicados en la plasticidad neuronal, el mecanismo por el cual se
fortalecen o debilitan las conexiones sinapticas y en el que se cree que subyacen el
aprendizaje y la memoria (1,2). Por otro lado, diversos trastornos neurolégicos como la
epilepsia, la esclerosis lateral amiotrofica y la enfermedad de Alzheimer llevan asociada
una disfuncién en los AMPAR, lo que los convierte en importantes dianas para el
desarrollo de farmacos. Por todo ello, los receptores AMPAR son cruciales para el



correcto desarrollo y la funcion normal del sistema nervioso, y comprender su estructura
y funcion resulta esencial para la comprension de la neurotransmision y el desarrollo de
farmacos especificos (2).

2.2. ESTRUCTURA DE LOS RECEPTORES AMPA

Los AMPAR son tetrameros que se ensamblan como un dimero de dimeros, formados
por una combinacion de 4 subunidades GIuA (GluAl-4), codificadas por genes distintos
(Grial-4). Los AMPAR pueden ensamblarse como heterotetrameros, formados por una
combinacion de subunidades diferentes, o como homotetrameros, formados por la
misma subunidad (2-4). Las subunidades GIuA contienen cuatro hélices
transmembrana (M1-4), una de las cuales (M2) es un bucle reentrante desde el lado
citoplasmético, dejando asi el N-terminal en el lado extracelular y el C-terminal en el lado
intracelular de la membrana (2). Cada subunidad adopta una estructura modular que
contiene 4 dominios semiautbnomos distintos dispuestos con una simetria doble
aproximada. Estos cuatro dominios incluyen el dominio extracelular N-terminal (NTD, o
dominio amino terminal, ATD), el dominio de unién a ligando (LBD), el dominio
transmembrana (TMD), que forma el poro del canal ibnico, y un dominio intracelular C-
terminal (CTD). Cada uno de los dominios esta interconectado mediante conectores
polipeptidicos, dando lugar a un receptor modular flexible (Figura 1a) (2,4). En la
primera region extracelular se encuentra el NTD, que comprende el 50% de la secuencia
primaria y se pliega en una estructura similar a una concha. Desempefia un papel en el
ensamblaje del receptor y en la oligomerizacion, en particular en la formacion de
heterémeros, y es ademas crucial para el anclaje de AMPAR en la sinapsis. Por su parte,
el LBD esta formado por dos regiones no contiguas del polipéptido (S1 y S2), que se
pliegan en un dominio implicado en la union de glutamato. El TMD esté formado por 4
elementos helicoidales (M1-M4), en el que el segmento M2 forma una estrecha
constriccion en la base del poro del canal. El bucle M2 va seguido de la hélice
transmembrana M3, region mas conservada que forma la puerta del canal y esta
conectada por enlaces al LBD para la activacion del canal. Por ultimo, el CTD
citoplasmético, cuya longitud varia entre las subunidades y las variantes de «splicing»,
es una secuencia polipeptidica aparentemente no estructurada que sigue a la hélice
transmembrana M4 y contiene sitios de fosforilacion, implicados en la conductancia del
canal y en interacciones con otras proteinas que han sido ampliamente estudiadas en
el trafico del receptor a sitios sinapticos (Figura 1b) (2,3,5).
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Figura 1. (a) Estructura del complejo heterémero AMPAR (GluAl en azul y GIuA2 en rojo)-TARP y8 (verde).
Se muestra la arquitectura general, las cuatro capas de dominios (NTD, LBD, TMD, CTD) y el sitio de unién
a glutamato. (b) Esquema del receptor donde se muestra el N-terminal, las hélices transmembrana, los
bucles S1y S2 y el C-terminal. Imagen adaptada de Piggera et al, eLS 2020 (2).
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2.3. APERTURA Y CIERRE DEL CANAL

Como canales iénicos activados por ligando, la activaciéon de AMPAR por la unién de un
agonista es una de las principales caracteristicas de estos receptores de glutamato
ionotrépicos. La unién de glutamato al LBD es el primer paso en la apertura del canal,
siendo necesaria la unién de dos moléculas de glutamato para su activacion.

El receptor presenta tres estados de conductancia (activado, desactivado y
desensibilizado), cuyo pico de amplitud depende de las moléculas de glutamato unidas
al receptor. EI LBD controla la activacion, desactivacion y desensibilizacion y adopta una
estructura auténoma en forma de concha con dos subdominios D1 (superior) y D2
(inferior) entre los cuales se localiza la cavidad de union del glutamato. Cuando el
receptor se encuentra en estado de reposo, la hendidura se encuentra abierta y los
LBDs de las subunidades adyacentes forman dimeros unidos espalda con espalda entre
sus dominios D1. La apertura del canal se inicia con la unién del glutamato en la
hendidura del LBD, que induce el cierre de la concha alrededor del ligando. Este cambio
conformacional provoca la separacién de los subdominios D2, que tiran de los
conectores que unen el LBD y las hélices transmembrana M3 (Figura 2b). Se produce
asi un desenrollado de las hélices M3, que abre el poro del canal para permitir el flujo
de iones a través de la membrana. La conformacion activada del canal es inestable y
tiende a volver a un estado mas estable (desensibilizado o desactivado). Una exposicién
prolongada al glutamato conduce a la desensibilizacion, que es un proceso con un curso
temporal diferente en el que las hélices transmembrana se reposicionan en una
conformacion mas relajada. La desensibilizacién se inicia con la ruptura de las interfaces
D1-D2 entre las subunidades, en el que se produce la separacién de los dimeros entre
si, que libera la tension de los enlaces peptidicos conectados al poro del canal, impuesta
por la unién del glutamato, lo que lleva al cierre del canal, que impide rapidamente el
flujo de iones (Figura 2c). Por dltimo, en la desactivacion, hay un cambio conformacional
del receptor en el que se produce la reapertura del LBD, lo que lleva a la liberacion del
glutamato y al cierre del canal (Figura 2a).

Las subunidades de AMPAR muestran diferencias en términos de desactivacion,
desensibilizacion y recuperacién. Ademas, las subunidades auxiliares de AMPAR
modulan la amplitud y los estados de conductancia (2,3).

(c)

a b
(a) Closed (b) Open Desensitized

3¢

Figura 2. Esquema de las transiciones entre los estados: (a) cerrado (desactivado), (b) abierto (activado) y
(c) desensibilizado. D1 y D2 del dominio LBD se muestran en cian y naranja, respectivamente; los
segmentos transmembrana que comprenden el poro idnico se muestran como un cilindro gris y el agonista
se muestra como un circulo rojo. Imagen adaptada de Chauldry et al, Embo J 2009 (6).

Open

—>
(—

N

2.4. DIVERSIDAD DE LOS RECEPTORES AMPA

Como se ha indicado previamente, los AMPAR son ensamblados homo o
heterotetraméricos compuestos por diferentes combinaciones de las subunidades



GluAl1-4. La composicion de subunidades tiene grandes efectos en las propiedades del
canal, principalmente en la conductancia y la permeabilidad de iones.

Ademas, mediante «splicing» alternativo se generan varias isoformas para cada una de
las subunidades GIuA, con diferencias en la regién LBD (isoformas flip y flop) y en la
region CTD (isoformas largas y cortas). Asimismo, se produce edicion de RNA: los
genes Gria tienen dos sitios de edicion de RNA que implican un cambio de codén y
alteran las propiedades del canal: el sitio R/G, en el que se cambia una arginina (R) por
una glicina (G) en la posicion 743 alterando las propiedades de ensamblaje de los
receptores y acelerando la cinética del canal, y el sitio Q/R, Unico en GIuA2, que implica
un cambio de una glutamina (Q) por una arginina (R) en la posicién 607, impidiendo asi
el paso de Ca?" a través del canal (Figura 1b). Ademas, los receptores también estan
sometidos a modificaciones postraduccionales, principalmente, fosforilacion,
palmitoilacion y glicosilacion (2,3).

Por ultimo, los AMPAR se ensamblan con una gran variedad de subunidades auxiliares
que afectan al trafico intracelular, a la expresion en las sinapsis y a la regulacion de
muchas de sus propiedades funcionales.

Por todo ello, existe una amplia variedad de combinaciones de subunidades que
generan receptores con diferentes propiedades funcionales y distribucién espacial (2,5).

2.4.1. Subunidades auxiliares

Existen 4 familias principales de subunidades auxiliares que interaccionan con AMPAR
a nivel transmembrana: TARP, Cornichon (CNIH), GSG1L y CKAMP (Figura 3). Estas
subunidades auxiliares modulan las propiedades de activacion de los AMPAR vy afectan
al trafico y a la localizacién subcelular (3,7).

GSG1L CKAMPs
TARPs CNIH-2/3
/cys::agr}(e);‘nch
0.,4880 g
| by PDZ-binding
phosphorylation \ » dgmai“ melt
site g The Joumnal of
i a Physiology

Figura 3. lustracion esquematica de la topologia de las diferentes familias de subunidades auxiliares del
AMPAR. Se han resaltado dominios especificos (8).

2.4.1.1. TARP

La primera familia de subunidades auxiliares que se descubrio6 fue la de las TARP (del
inglés, «Transmembrane AMPA receptor regulatory proteins»). Segun las diferencias en
su secuencia de aminoacidos y las propiedades funcionales, hay dos tipos de TARP:
tipo-1 (v2, y3, y4, y v8) y tipo-2 (y5 y v7). Esta familia de proteinas tiene cuatro hélices
transmembrana con los extremos N y C situados en el interior de la célula. Las TARP
interactian con la region TMD del receptor hasta en cuatro sitios por tetramero, y



contienen a su vez largos bucles extracelulares entre las hélices transmembrana que
son capaces de interactuar con los LBD para modular la funcién del receptor (Figura 3).

Las TARP regulan a los receptores AMPAR en mdltiples niveles, ya que alteran las
cinéticas de desensibilizacion y desactivacién, la farmacologia, la conductancia del
canal ionico, el trafico y la localizacion de los receptores dentro de la neurona. Ademas,
también estabilizan los receptores en la superficie celular. In vivo, la mayoria de AMPAR
estan asociados con TARP (2,3,5).

2.4.3.2. CHIH

La segunda familia de proteinas auxiliares que se identifico fue la de las proteinas
Cornichon (CNIH2/3), que se asocian con el TMD del receptor en el mismo sitio que las
TARP, pero tienen topologia inversa, ya que contienen cuatro hélices transmembrana
con los extremos N y C terminal situados extracelularmente (Figura 3).

Las proteinas CNIH ralentizan drasticamente el cierre del canal del receptor,
prolongando la sefializacion sindptica en las regiones cerebrales en las que se
expresan. Ademas, intervienen en el tréfico intracelular del receptor (2,3).

2.4.3.3. GSG1L

GSG1L comparte bastante homologia con las TARP, ya que ambas pertenecen a la
familia de homdlogos de la claudina. GSGI1L presenta cuatro hélices transmembrana
con un dominio extracelular, con el que ejerce efectos sobre el receptor, y tanto el amino-
terminal como el carboxilo-terminal estan situados en el lado intracelular de la
membrana, como las TARP (Figura 3). Sin embargo, a diferencia de las TARP, GSG1L
acttia como una proteina inhibidora, ejerciendo una modulacion supresora (3,9).

2.4.3.4. CKAMP

CKAMP (del inglés, «Cysteine-knot AMPA receptor-modulating proteins») constituye
una familia de 4 proteinas recientemente identificadas que interactian con los AMPAR.
Esta compuesta por CKAMP39 (shisa8) CKAMP44 (shisa9), CKAMP52 (shisa6) y
CKAMP59 (shisa7). Los genes fueron denominados shisa6, shisa7, shisa8 y shisa9
basandose en similitudes con otros genes shisa (10). CKAMP44 se caracteriz6 como
una proteina transmembrana de paso Unico que inducia una desensibilizacién rapida de
las corrientes de AMPAR en el hipocampo. Posteriormente, se identificaron los otros
tres miembros de la familia shisa que ejercen una funcion como proteinas moduladoras
de AMPAR: CKAMP52 y CKAMP59 y CKAMP39.

Los miembros de esta familia comparten gran similitud estructural, pero muestran
distintos perfiles de expresion regional a lo largo del cerebro y difieren en la modulacion
ejercida sobre la funcién del receptor (10,11). CKAMP44 es ampliamente expresada en
todo el cerebro, siendo més abundante en el giro dentado del hipocampo; CKAMP52 se
expresa en gran medida en el hipocampo, el estriado, la amigdala, el cortex y el bulbo
olfativo; CKAMP59 esta altamente expresada en el cerebelo y en todas las subregiones
del hipocampo; y CKAMP39 esta mayormente expresada en el cerebelo y el bulbo
olfativo (11). Ademas, en el caso de CKAMP39, aunque se ha visto que puede
interactuar con AMPAR en células no neuronales (y por lo tanto podria ser una proteina
auxiliar de los AMPAR), no ha podido confirmarse su interaccién y funcion a nivel
neuronal (10).



Todas las CKAMP son proteinas transmembrana de tipo 1 con un péptido sefial, un
dominio N-terminal extracelular rico en cisteina, una Unica hélice transmembrana y un
gran dominio C-terminal intracelular con un motivo terminal PDZ tipo Il, que es un
médulo de interaccion de proteinas bien definido (Figura 3) (10,12). Los dominios
extracelulares ricos en cisteina de las CKAMP estan muy conservados entre especies,
lo que sugiere que son importantes para la funcién de la proteina, ya que los enlaces
disulfuro entre estas cisteinas pueden estabilizar una estructura globular que es
importante para la interaccion o modulacion de AMPAR. Ademas, la hélice
transmembrana y un tramo corto de 20 aminoacidos localizados tras dicha hélice
también parecen participar en la interaccion con AMPAR. Por otro lado, el motivo de
unién PDZ tipo Il esta altamente conservado y sirve como sitio de interaccion para los
miembros de la familia CKAMP con proteinas que contienen dominio PDZ como por
ejemplo PSD95. Por dltimo, parece probable que los diferentes miembros de la familia
CKAMP se unan en la misma posicion en el receptor y se sugiere que las proteinas
CKAMP y las TARP se unen a regiones distintas de las subunidades GIuA, ya que se
han encontrado receptores que contienen ambas subunidades auxiliares.

Por otro lado, existen dos variantes de «splicing» de CKAMP44, CKAMP52 y CKAMP59,
mientras que so6lo existe una variante de «splicing» de CKAMP39. Las formas cortas de
CKAMP52 y CKAMP59 son mas abundantes en el cerebro que las formas largas. Los
exones empalmados alternativamente codifican un tramo corto de aminoacidos
intracelulares en la region localizada tras el dominio que interactia con AMPAR y previa
al motivo PDZ, cuya funcién es hasta ahora desconocida.

A nivel funcional, la diferente expresién de las CKAMP cambia la expresion superficial
de AMPAR en las neuronas, influyendo en el nimero de receptores en la superficie
celular de las neuronas cuando las CKAMP aumentan o disminuyen. Ademas, los
miembros de la familia CKAMP pueden influir en el tréfico de los receptores hacia la
superficie celular y en las corrientes sinapticas, ya sea modulando directamente la
activacion de los receptores o afectando a la composicion de los receptores sinapticos.
También se piensa que las CKAMP estabilizan los receptores en ciertas localizaciones
en la membrana a través de interacciones con proteinas de andamiaje intracelulares
que contienen dominios PDZ, siendo relevantes en la localizacion sinaptica de los
receptores (10).

Ademas, los miembros de la familia CKAMP influyen en las propiedades del receptor,
ya que alteran su cinética (activacion, desactivacion, desensibilizacién y velocidad de
recuperacion de la desensibilizacién), las amplitudes de corriente o la afinidad aparente
por el glutamato, entre otros. La influencia en las propiedades del receptor difiere entre
los miembros de la familia CKAMP y a su vez depende de la subunidad GIuA del
receptor. Asimismo, los miembros de la familia CKAMP influyen en las corrientes
singpticas mediadas por AMPAR, modulan la plasticidad singptica a corto plazo y se
propone que desempefian un papel en la plasticidad sinaptica a largo plazo al modular
la difusion, estabilizar los AMPAR en las sinapsis e influir en el trafico de los AMPAR
hacia la superficie celular (8,10).

Por ultimo, es importante destacar que no se han realizado aun estudios estructurales
de las interacciones de AMPAR con las CKAMP. Tampoco se conoce la composicion
precisa ni la estequiometria, asi como la interaccion de las CKAMP entre si y/o con otras
subunidades auxiliares del AMPAR. Esta informacion podria abrir nuevas vias para el
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disefio racional de compuestos que actian en las interfases moleculares de las
proteinas auxiliares y el AMPAR, modulando de esta manera el receptor (11).

3. OBJETIVO

Existe un amplio conocimiento funcional y estructural de los AMPAR en complejo con
sus proteinas auxiliares TARP, CNIH o GSGL1L, que ha contribuido a comprender el
mecanismo de accién de estos receptores y el efecto de la composicion de subunidades
en la funcién. Sin embargo, actualmente se desconoce la estructura, modo de
interaccion y bases estructurales de la modulacion de las proteinas CKAMP a los
AMPAR. En este contexto, el objetivo general del presente trabajo es iniciar el estudio
de la interaccién entre los AMPAR vy las subunidades auxiliares CKAMP, para lo cual se
ha explorado la reconstitucion de un complejo estable in vitro que pueda ser producido
posteriormente a gran escala para su caracterizacion mediante crio-microscopia
electrénica. Para ello se han planteado los siguientes objetivos especificos:

1. Llevar a cabo el clonaje de las distintas proteinas CKAMP en un plasmido
compatible con la expresion en células de mamifero.

2. Explorar la expresiébn de las diferentes proteinas CKAMP en células de
mamifero, asi como la estrategia de solubilizacién y purificacion de las mismas.

3. Explorar la produccion y purificacion de un complejo CKAMP-AMPAR estable.

4. MATERIALES Y METODOS
4.1 ANALISIS BIOINFORMATICO DE LAS PROTEINAS CKAMP

4.1.1. Obtencién de secuencias y analisis bioinformatico de las secuencias

Se obtuvieron las secuencias de los genes codificantes de las diferentes isoformas de
shisa8 (CKAMP39), shisa9 (CKAMP44), shisab (CKAMP52) y shisa7 (CKAMP59) de las
especies Rattus rattus, Rattus novergicus, Mus musculus y Homo sapiens en Genbank
(13). Tras analizar la bibliografia disponible, se determin6 cudl era la isoforma canénica
de cada una de las proteinas. A continuacion, se hizo un alineamiento multiple de las
secuencias de las proteinas canénicas de cada CKAMP con Clustal omega, se
determiné el grado de identidad y de similitud de las secuencias con el servidor Lalign
de Expasy, y se determin6 donde estaba el dominio transmembrana en cada CKAMP
con Pfam o en su defecto, con Uniprot (14-17) (ver anexo I-II).

4.2. OBTENCION DE CONSTRUCTOS PARA LA EXPRESION DE LAS CKAMP EN
CELULAS DE MAMIFERO

Se disefiaron constructos con el fin de expresar las CKAMP como proteinas de fusion
con una GFP y una cola de histidinas (Figura 4). Para realizar el clonaje se emple¢ el
método «IVA» (del inglés «In Vivo Assembly»), que se basa en un ensamblaje in vivo
del DNA utilizando una via de recombinacion bacteriana enddgena de Eschericia coli
(E. coli) independiente de RecA, la via RAIR (del inglés, «RecA-independent
recombination»). Esta via une eficazmente secuencias homélogas cortas de unos 15-
30 pares de bases y es responsable de la recombinacion de secuencias cortas
superpuestas (18,19).



CKAMP 3C  GFP  8xHis

Figura 4. Esquema de la proteina de fusién. En rojo, CKAMP; en azul, sitio de corte de proteasas HRV 3C;
en verde, GFP y en naranja, cola de 8 Histidinas.

En el caso del constructo para la expresion de AMPAR se emple6 un plasmido GluA4-
pRKS5 ya disponible en el laboratorio. Este plasmido incluye la region codificante Gria4
de Rattus novergicus (isoforma de «splicing» flip larga) ademas de una etiqueta Flag
localizada tras el primer residuo de la proteina madura.

4.2.1. Genes sintéticos

Como punto de partida para el clonaje se opt6é por la compra de genes sintéticos a la
compafia Twist Bioscience. Se utilizaron los DNA codificantes de las isoformas
candnicas de CKAMP39 y CKAMP59 de Rattus novergicus y CKAMP44 de Rattus
rattus. Estas secuencias fueron optimizadas por Twist Bioscience para la expresion en
células humanas y contienen dos adaptadores en cada uno de los extremos. En el caso
de CKAMP52, dado que la empresa no pudo llevar a cabo la sintesis completa de la
region codificante, se encargaron dos fragmentos (N-terminal y C-terminal) de 511 y
1122 pares de bases, respectivamente. En este caso los fragmentos carecian de
adaptadores en ambos extremos y contenian regiones homologas para permitir la
recombinacion (ver resultados y anexo Ill). Todos los fragmentos de DNA se diluyeron
para obtener una concentracion de 50 ng/ul siguiendo las indicaciones de la compania.

4.2.2. Disefio de oligos

Los oligos que se disefiaron para amplificar las CKAMP debian tener un maximo de 40
pares de bases, una zona de «annealing» y una zona de homologia con el vector
utilizado para el clonaje (pRK5) de unas 15 pares de bases (Figura 5). La temperatura
de «annealing» debia estar en torno a 56-60°C. De esta forma, se disefiaron oligos para
amplificar CKAMP39, CKAMP44 y CKAMP59 con la zona de «annealing» y la zona de
homologia (Invitrogen). Ademas, se disefiaron dos oligos que amplifican el vector GFP-
pRKS5 (Invitrogen) (ver anexo 1V). Estos oligos se diluyeron en agua miliQ para obtener
una concentraciéon de 100 uM.

Figura 5. llustracién esquematica del vector pRK5 (circulo), del inserto de CKAMP (rectangulo rojo) y de
los oligos (flechas). En las flechas, se muestra la zona de «annealing» (rojo) y la zona de homologia (azul)
de los oligos. En morado se incluye la region codificante de una proteina no relacionada contenida en el
plasmido original (ver Anexo VI, 9.6.5).



4.2.3. Clonajes

4.2.3.1 Clonaje de CKAMP39, CKAMP44 y CKAMP59

Se amplificaron los genes de las CKAMP y el plasmido GFP-pRK5 por separado por
PCR. Cada tubo de PCR (25 ul) contenia: 2,5 ul de dNTPs 25 mM; 0,625 ul de DMSO
25%; 5 pl de betaina 5 M; 5 pl de buffer 5x; 9,625 ul de agua; 0,25 ul de DNA polimerasa
Phusion HF; 1 ul de DNA a 1 pg/ul; 1 pl de oligos 100 uM. Cada PCR se llevo a cabo
utilizando los siguientes ciclos:

— Un primer ciclo de 30 segundos a 98°C para que se produzca la
desnaturalizacion del DNA.

— 18 ciclos de:

= 10 segundos a 98°C para desnaturalizar el DNA.

= 30 segundos a la temperatura de «annealing» (59, 60 0 62°C) para que

se produzca la hibridacién del DNA con los oligos.

= 3 minutos y 30 segundos a 72°C para la elongacién de la cadena de DNA.

— Un altimo ciclo de 10 minutos a 72°C para que termine la elongacion.

Se probaron diferentes concentraciones de oligos (1:20 y 1:100) y diferentes
temperaturas de «annealing» (59, 60 y 62°C). A continuacién, se mezcl6 cada CKAMP
con el vector en proporcion 1:1 (v:v) y se traté con 1 pyl de Dpn1 afadiendo 1 ul de Dpn1
(Enzymes Fast Digest Thermofisher) y calentando durante 15 minutos a 37°C. Después,
se transform6 el producto de PCR digerido mediante «heat shock» en bacterias
competentes E. coli XL10-gold. Para ello, se afiadio 4 ul del producto de PCR digerido
a 100 ul de células descongeladas en hielo, se incub6 durante 5 minutos a 4°C, se
realizd un «heat shock» a 42°C durante 30 segundos, se mantuvieron las células 2
minutos a 4°C, se anadio 200 pl de medio SOB (ver anexo V) y se incubd en agitacion
durante 45 minutos. A continuacién, se pipetearon 200 ul de las células transformadas
sobre una placa Petri con medio LB-agar (ver anexo V) con ampicilina (100 ug/ml) y se
extendid la solucién con un asa estéril. Finalmente, las placas se mantuvieron en una
estufa a 37°C durante una noche y después se conservaron en una nevera a 4°C
selladas con parafilm.

4.2.3.2. Clonaje de CKAMP52

Se amplifico el vector prk5 por PCR con las mismas condiciones que las otras CKAMP
utilizando una temperatura de «annealing» de 60°C. A continuacion, se cargaron en el
gel 0,5 yl de CKAMP 52 N-terminal y 0,5 yl de CKAMP52 C-terminal para comparar
cantidad de DNA con el pRK5 amplificado. Posteriormente, se traté con Dpnl el vector
amplificado afadiendo 1 yl de Dpn1 (Enzymes Fast Digest Thermofisher) y calentando
durante 15 minutos a 37°C, y se anadi6é 0,5 yl de CKAMP 52 N-terminal y 0,5 ul de
CKAMP52 C-terminal. Después, se transformo en bacterias competentes E. coli XI10-
gold. Para ello, se afiadié 4 pl de la mezcla a 100 ul de células descongeladas en hielo,
se incubd 5 minutos a 4°C, se realizé un «heat shock» a 42°C durante 30 segundos, se
mantuvieron las células 2 minutos a 4°C, se afiadié 200 pl de medio SOB y se incubd
en agitacion durante 45 minutos. A continuacion, se pipetearon 200 ul de las células
transformadas sobre una placa Petri con medio LB-agar con ampicilina y se extendio la
solucién con un asa estéril. Finalmente, la placa se mantuvo en una estufa a 37°C
durante una noche y después, se conservé en una nevera a 4°C, sellada con parafilm.



4.2.4. Selecciéon de colonias y crecimiento de cultivo para produccion de DNA plasmidico

Varias colonias de cada placa de células transformadas se seleccionaron al azar con el
proposito de cultivarlas y aislar su DNA plasmidico. En esterilidad, se afiadieron 3 ml de
medio LB24 (ver anexo V) mas 3 ul de ampicilina 1000x por colonia en un tubo de 15
ml. A continuacién, con ayuda de puntas de pipeta se picaron al azar varias colonias.
Estas se incubaron durante medio dia a 37°C y 220 rpm en un agitador orbital.

4.2.5. Aislamiento de DNA plasmidico v esterilizacién de DNA

El DNA plasmidico se aislé de las colonias seleccionadas mediante Miniprep utilizando
las disoluciones P1, P2, N3, y PE preparadas segun la descripcién del kit de Qiagen.

En primer lugar, se centrifugaron las bacterias a 4000 rpm durante 10 minutos a 4°C y
se descartd el sobrenadante. A continuacion, se afadieron 250 pl de buffer P1 (50 mM
Tris-HCI pH 8, 10 mM EDTA, 100 pg/ml RNAsaA), se afiadieron 250 ul de buffer P2 (200
mM NaOH, 1% SDS), se agit6 el tubo, se afiadieron 350 pl de buffer N3 (4,2 M Gu-HClI,
0,9 M acetato de potasio pH 4,8), se agit6 el tubo y se centrifugé durante 10 minutos a
13000 rpm. El sobrenadante se pasé a una columna EconoSpin™ y se centrifugd 2
minutos a 13000 rpm. Se descarté el sobrenadante de abajo de la columna y se
afiadieron 750 ul de buffer PE (10 mM Tris-HCI pH 7,5, 80% etanol). Se centrifug6 2
minutos a 13000 rpm y se descart6 el sobrenadante. Se volvié a centrifugar 2 minutos
a 13000 rpm y se descarté de nuevo el sobrenadante. Después, se paso la columna a
un tubo de 1,5 mly se afiadieron 50 ul de buffer EB (10 mM Tris HCI pH 8). Se incub6
durante 5 minutos a temperatura ambiente y se centrifugd durante 2 minutos a 13000
rpm. Finalmente, se midié la concentracion del DNA plasmidico en un Nanodrop.

Con el propdsito de obtener DNA estéril para poder transfectar células en suspension
sin que haya contaminacion, se realiz6 una esterilizacion del DNA. Para ello, se
afiadieron 0,1 volumenes de acetato de sodio 3M pH 6,2, se afiadieron 2,5-3 volumenes
de etanol 93%, se incubd en hielo durante 15 minutos, se centrifug6 a 14000 rpm durante
30 minutos a 4°C y se descart6 el sobrenadante. A continuacion, se resuspendio el pellet
en etanol al 70%, se centrifugd a 14000 rpm durante 15 minutos a 4°C, se descart6 el
sobrenadante y se resuspendié en el buffer de elucién de TE (Invitrogen). Finalmente,
se midi6 de nuevo la concentracion del DNA plasmidico en un Nanodrop.

4.2.6. Confirmacién de correcto clonaje y secuenciacion

Se realizaron ensayos de enzimas de restriccion con cada DNA plasmidico aislado. Para
CKAMP39 y CKAMP44 se utilizaron BamHI y Xhol; para CKAMP52 Ndel y Xhol y para
CKAMP59, Xbal y Xhol (Enzymes Fast Digest Thermofisher) (ver anexo VI). Para esta
reaccion, se afiadi6é 0,2 ul de enzima por cada 200 ng de DNA, buffer 10x, agua y 200
ng de DNA. A continuacion, se digirié el DNA a 37°C durante 10 minutos. Después, se
realizd una electroforesis en un gel de agarosa al 1%. Aquellas que tenian el patron
deseado se secuenciaron en la empresa Macrogen enviando muestras con
concentracion de 100 ng/pl de DNA con los oligos necesarios para secuenciar (SV40 o
SP6) diluidos 1/20 (100 pM).

4.2.7. Electroforesis horizontal en gel de agarosa

En primer lugar, se calentaron 0,3 g de agarosa en 30 ml de TBE 0,5x (ver anexo V) en
un microondas a alta potencia durante 1 minuto y medio. Se dejé enfriar ligeramente, se
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anadié 1 yl de GreenSafe (Invitrogen) y se agité generosamente. Posteriormente, se
vertié la solucién en un soporte de electroforesis previamente preparado y se dejo
solidificar. Una vez solidificado, se anadié en el primer pocillo 0,5 yl de marcador
(Invitrogen 1kb Plus DNA ladder) y en los siguientes pocillos las muestras previamente
preparadas (5 ul de DNA con un 1 ul de tampdn de carga). El gel se corrié durante 30-
45 minutos a 150 voltios. Tras esto, el patron de bandas de cada muestra pudo ser
visualizado en un Chemidoc.

4.3. PRUEBAS DE EXPRESION, PURIFICACION DE LAS CKAMP Y PURIFICACION
DE COMPLEJOS AMPAR-CKAMP

4.3.1. Lineas celulares y medios de cultivo

Se utilizé la linea celular EXPI 293F (Thermofisher), una linea celular derivada de la
linea HEK 293F desarrollada para la produccién de proteinas a gran escala en cultivos
en suspension. Esta linea celular se mantuvo tanto en cultivo en suspensién (medio
FreeStyle F17 suplementado con el 2% de Glutamax (Thermofisher) como en cultivos
adherentes (DMEM completo: DMEM, 10% de FBS, 1% de penicilina/estreptomicina).
Los cultivos en suspensién se dividieron tres dias a la semana manteniendo una
densidad de células de entre 10°y 4-10° células/ml. Las células en cultivo adherente se
mantuvieron en un «flask» de 75 cm? y se realizaron 3 divisiones semanales utilizando
diluciones 1/5y 1/7.

4.3.2. Transfeccion

4.3.2.1. Cultivo adherente

En primer lugar, se dividieron las células EXPI293F de un «flask» de 75 cm? cuando se
encontraron en estado confluente. Para ello se aspir6 el medio, se lavé con 5 ml de PBS,
se afiadié 1 ml de tripsina (0,05% EDTA, 0,02% PBS) y tras una incubacion corta se
afadieron 9 ml de DMEM completo y se resuspendieron las células. Después, se realizo
la dilucién en otro «flask» de 75 cm? nuevo y las células sobrantes se utilizaron para
preparar las placas de 6 pocillos que se utilizaron para transfectar.

Cada pocillo se incub6 durante 5 minutos con 1 ml de poli-L-lisina diluida 1/10 en agua
MiliQ, se lavé con 1 ml de PBS, se afiadieron 2,7 ml de medio precalentado DMEM
completo y 300 ul de células. Finalmente, se dejé la placa en una estufa a 37°C con 5%
de CO..

Al dia siguiente, en el microscopio, se comprobd que las células estaban con una
confluencia del 80-90%. Después, se prepararon dos tubos con 150 yl de DMEM (Pan-
Biotech) sin FBS ni P/S a temperatura ambiente para cada pocillo. A uno de ellos se le
anadié 3 ug de DNA y al otro 4,5 pl de PEImax 1 pg/pl (ratio DNA:PEImax 1:1,5). A
continuacién, se afiadié el PEImax sobre el DNA y se incubé durante 15 minutos a
temperatura ambiente. Se retir6 el medio de los pocillos, se afiadié 2,7 ml de DMEM
completo y posteriormente se afiadio a las células la mezcla de PEImax y DNA (20). En
el caso de co-transfeccion con alguna subunidad de AMPAR se afadio el inhibidor del
receptor ZK 200775 a una concentracion de 20 nM para evitar la muerte celular inducida
por excitotoxicidad que se produce en las transfecciones de subunidades AMPAR
permeables a calcio. Finalmente, se incubaron las células a 37°C con 5% de CO:
durante dos dias.
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4.3.2.2. Células en suspension

El contaje de las células y estimacion de su viabilidad se realiz6 mediante una camara
de Neubauer realizando una dilucion del cultivo celular 1:1 con azul trypan (10 ul de azul
trypan y 10 yl de cultivo). Una vez estimada la densidad de células se afiadié medio
Freestyle para ajustar la densidad celular a 2,5 millones de células/ml. Las
transfecciones se realizaron sobre 5 ml de células en suspensién. Se prepararon dos
tubos con 200 pl de medio FreeStyle a temperatura ambiente. A uno se le afiadié
PEImaxy al otro DNA (1,1 pg/ml medio y GluA y CKAMP en proporcion 1:1 en uyg DNA).
El DNA y el PEImax debe estar en un ratio 1:2,7. Posteriormente, se afiadio el PEImax
sobre el DNA y se incub6 durante 15 minutos a temperatura ambiente. Se afadi6 a las
células la mezcla de PEImax y DNA, se afiadio Glutamax (Thermofisher) al 2% (100 pl)
y 5 ul del inhibidor del receptor ZK 200775 a 20 nM. Finalmente, se incub6 a 37°C con
5% de CO; en agitacion durante dos dias (21).

4.3.3. Recoleccion de las células

4.3.3.1. Cultivo adherente

Tras observar la fluorescencia de las células en el microscopio de fluorescencia Leica
DMI600, se retird el medio y se lavo con 1 ml de PBS frio. Después, se afiadié 1 ml de
PBS e inhibidores de proteasas (1x) y se despegaron las células del pocillo con una
espatula. Se centrifugé 10 minutos a 13.000 rpm y 4°C, y se descart6 el sobrenadante.

4.3.3.2. Células en suspension
Se centrifugaron las células a 800 g durante 5 minutos a 4°C.

4.3.4. Lisis de las células para prueba de expresion

Se resuspendio el pellet en 250 pl de solucién de lisis (50 mM Tris-HCI pH8, 150 mM
NaCl, inhibidores de proteasas 1x, 0,5-1% DDM), se incubd durante 45-90 minutos en
rotacién a 4°C. Después, se centrifugé el lisado a 13000 rpm durante 10 minutos a 4°C
y el sobrenadante se emple6 en las etapas posteriores.

4.3.5. Lisis de células y purificacién del complejo a pequefia escala

Para la purificacion del complejo a pequefia escala se utilizaron columnas anti-GFP y
anti-FLAG, que permiten la purificacién de los complejos que contienen CKAMP-GFP
(resina anti-GFP) o de todos los complejos que contienen subunidad GIuA (resina anti-
FLAG). En primer lugar, se resuspendieron las células en TBS (50 mM Tris-HCI pH8,
150 mM NacCl) con inhibidores de proteasas 1x y detergente (1% de triton, DDM o GDN),
se incub6 durante 45-90 minutos en rotacion a 4°C y después, se centrifugo el lisado a
13.000 rpm durante 10 minutos a 4°C. Se retiré una alicuota de 15 pl del sobrenadante
para seguir la purificacion mediante Western Blot (INPUT) y el resto se afiadio sobre 40
Ml de resinas anti-FLAG (GenScript) o anti-GFP previamente equilibradas en TBS
suplementado con 0,015% de detergente. La resina anti-GFP se preparé en el
laboratorio expresando un nanobody anti-GFP en E. coli BL21 gold, seguido de una
purificacion de afinidad con una columna de Histrap, cromatografia de exclusion
molecular HiLoad 16/60 Superdex 200 e inmovilizacién covalente en una resina CNBR
sefarosa. Una vez se afiadi6 el sobrenadante de la centrifugacion procedente del lisado
celular sobre las resinas, se incub6 en rotacion a 4°C durante 1 hora. A continuacion, se
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centrifugé a 1000 g durante 5 minutos a 4°C, se recogié una alicuota de 15 pl para
realizar el Western blot (alicuota FT) y se descarté el resto de sobrenadante, que
contenia la fraccion de proteinas que no se unen a las resinas. Posteriormente, se
hicieron tres lavados de 20 volumenes con solucién de lavado centrifugando a 1000 g
durante 2 minutos y se descartd el sobrenadante. Finalmente, se realizaron dos
eluciones acidas afnadiendo 60 ul de 0,1M glicina pH 2 sobre las resinas, centrifugando
1 minuto, recogiendo el sobrenadante y neutralizando finalmente con 6 pl de 1M Tris-
HCIl pH 8. Las resinas se reequilibraron inmediatamente en buffer TBS para su
reutilizacion posterior.

4.3.6. Electroforesis vertical en gel de poliacrilamida y Western Blot

Con el objeto de demostrar la expresion de las CKAMP vy la purificacion de estas
subunidades o la obtencién de complejo, se realiz6é una electroforesis vertical en un gel
desnaturalizante de poliacrilamida (SDS PAGE). Este consta de una parte superior
conocida como gel concentrador con poliacrilamida al 4% y una parte inferior llamada
gel separador con poliacrilamida, en este caso al 10% o 12% (ver anexo V). El gel se
carg6 con 18 pl de la solucién obtenida de mezclar 15 ul de proteina, 3,3 ul de tampdn
de carga de electroforesis 6x y 2 yl de DTT 1M. Se cargaron ademas 0,75 pl de patrén
molecular (Thermofisher 11832124). La electroforesis se llevé a cabo durante 90
minutos a 150 voltios en tampo6n separador.

Posteriormente se llevd a cabo una electrotransferencia semi seca con un equipo Trans-
Blot Turbo (BIORAD). Para ello, se colocaron 6 papeles Wypall 60 humedecidos en 20
ml de solucion de transferencia (BIORAD) (ver anexo V). Después se colocé la
membrana de nitrocelulosa humedecida en solucion de transferencia, el gel y 6 papeles
Wypall 60 mojados en 20 ml de solucion de transferencia. Todos se colocaron
eliminando burbujas. A continuacioén, se llevé a cabo la electrotransferencia a 25 V en
7-10 minutos. Tras la transferencia, la membrana se coloc6 en un recipiente con
solucion de bloqueo (BIORAD, Every Blot Blocking Buffer 12010020) y se bloque6
durante 5 minutos a temperatura ambiente en un balancin. Tras esto se afiadi6 el
anticuerpo primario mouse anti-GFP (Roche 11814460001) diluido 1:1000 y anticuerpo
primario rabbit anti-GluA4 (EMD Milipore AB1508) diluido 1:2000 (todos diluidos en
solucion de blogueo) y se incubé durante 1 hora a temperatura ambiente en un balancin.
Transcurrido este tiempo se realizaron tres lavados consecutivos de 5 minutos con PBS-
Tween al 0,5% y se afiadié el anticuerpo secundario anti-mouse-HRP light chain (EMD
Milipore AP200P) diluido 1:5000 o anti-rabbit-HRP light chain (EMD Milipore MAB201P)
diluido 1:10000, todos en solucién de bloqueo, y se incubaron durante 45 minutos.
Después, se realizaron tres lavados de 5 minutos con PBS-Tween al 0,5%. Finalmente,
se afadié la solucion de peroxido y luminov como sustratos (BIORAD), se dejé incubar
5 minutos a temperatura ambiente y se visualiz6 en el Chemidoc durante 300-600
segundos.

5. RESULTADOS

5.1 ANALISIS BIOINFORMATICO DE LAS SECUENCIAS

Aungue existe una alta similitud entre los AMPAR de rata, humano y raton, en el grupo
de investigacion se trabaja con los genes Gria de rata, mientras que toda la bibliografia
disponible de las CKAMP se centra en los genes de M. musculus. Por ello, antes de
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encargar los genes sintéticos de R. novergicus se realizé un analisis bioinformatico de
las distintas secuencias de CKAMP y un estudio comparativo entre especies, con el fin
de clonar las isoformas mas relevantes de rata.

5.1.1. CKAMP39

Se encontraron tres isoformas de Homo Sapiens, una isoforma de Mus musculus y una
isoforma de Rattus novergicus (13). La secuencia candnica es la de raton de 399
aminoacidos (22). Dos isoformas humanas son mucho mas largas que la isoforma
canonica de ratén, por lo que solo se alinearon las secuencias de Mus musculus (399
aminoacidos), Rattus novergicus (399 aminoacidos) y la isoforma mas corta de Homo
Sapiens (397 aminoacidos) (ver anexo I).

Las secuencias de rata y raton son muy similares (97% de identidad y 98,5% de
similitud), solo difieren en algunos residuos especificos. Sin embargo, la secuencia
humana se diferencia mas (80,3% de identidad y 88,6% de similitud respecto a la
secuencia de rata), ya que posee muchos residuos especificos (ver anexo Il). Todos los
residuos especificos se sitian en N-terminal y C-terminal, la secuencia que forma la
parte transmembrana (139-161) es igual en las 3 especies (16).

Homo_sapiens MARAGARGEEGGRRPPGLREALALRLALLLARPPSGRAGAPEAQGRAARGTTAPEGGDRC 60
Mus_musculus MERAGARGQRCGRRSHGLP--LALRLALLLAGSPSGRAGAPEEQEIAGSGTVAPAGGDRC 58
Rattus_norvegicus MERAGARGQRCGRRPHGLP--LALRLALLLAGSPSGRAGAPEAQETAASGTVAPAGGDRC 58
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Figura 6. Fragmento del alineamiento de las secuencias candnicas de CKAMP39 de Homo sapiens, Mus
musculus y Rattus novergicus En verde, residuos especificos humanos; en azul, residuos especificos de
raton y en amarillo, residuos especificos de rata.

5.1.2. CKAMP44

Se encontraron varias isoformas de CKAMP44 de R. novergicus, H. sapiens, R. rattus y
M. musculus, pero la secuencia canénica de CKAMP44 es la isoforma de ratén de 424
aminodcidos, la isoforma larga (13,23). Esta secuencia es muy parecida a la de R. rattus
(97,2 % de identidad y 98,8% de similitud) y a la de H. sapiens (94,1% de identidad y
98,4% de similitud respecto a la secuencia de R. rattus), difiriere en algunos residuos
especificos que se encuentran mayoritariamente en el C-terminal (ver anexo Il). La
secuencia de R. novergicus parece estar mal anotada. El dominio transmembrana (152-
175) no varia en ninguna especie, solo en la de R. novergicus por la mala anotacion
(16). Ademas, excepto la secuencia de R. novergicus, que tiene 429 aminoacidos, el
resto tienen 424 aminoacidos (ver anexo |).

Rattus_novergicus MPRVLRLLLGCFLTELCARMCRAQERAGHGQLAQXGRVLLLTGSNSLGAAPGEAVEGVGG 60
Homo_sapiens MRRVLRLLLGCFLTELCARMCRAQERAGHGQLAQLGGVLLLAGGNRSGAASGEASEGAEA 60
Rattus_rattus MRRVLRLLLGCFLTELCARMCRAQERAGHGQLAQLGGVLLLTGSNRSGAASGEAGEGVGG 60
Mus_musculus MRRVLRLLLGCFLTELCARMCRAQERlGHGQLAQLGGVLLLTGGNRSGAASGEAGEGVGG 60

ko okkokkkkkkkkkkkkkkok s kkkkkk « kkkkkkk K *okkok .k * *kk kkKk Kk

Figura 7. Fragmento del alineamiento de las secuencias candnicas de CKAMP44 de Rattus novergicus,
Homo sapiens, Rattus rattus y Mus musculus. En amarillo, residuos probablemente mal anotados de Rattus
Novergicus; en verde, residuos especificos humanos; en rosa, residuos especificos de ratén y en azul,
residuos especificos de rata.

Se intentd corregir la secuencia de aminoécidos de R. novergicus explorando las
secuencias de «Expressed Sequence Tags» (EST) en el servidor BLAST, utilizando
como referencia la secuencia de nucleétidos de raton (24) y después observando el
marco de lectura con la herramienta Translate en Expasy (25). Aunque se identificaron
algunos de los residuos correspondientes al N-terminal no fue posible reconstruir una
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secuencia fiable para la CKAMP de R. novergicus, por lo que se decidi6 utilizar la
secuencia de R. rattus para el disefio del gen sintético.

5.1.3. CKAMP52

Se encontraron tres isoformas de H. sapiens, una con el extremo N-terminal truncado;
dos isoformas, corta y larga, de M. musculus, y dos isoformas de R. novergicus, corta y
larga (13). La secuencia canonica es la isoforma corta de raton de 525 aminoacidos
(15,26). Se alinearon solo las isoformas cortas de M. musculus (525 aminoécidos), H.
Sapiens (500 aminoacidos) y R. novergicus (521 aminoacidos) (ver anexo I). La
identidad y similitud de las tres secuencias esta por encima del 90% (ver anexo Il). Sin
embargo, la isoforma de H. sapiens tiene una delecién en la region citoplasmatica de
unos 25 residuos. La region transmembrana (173-199) no varia en ninguna de las tres
especies (16).

Homo sapiens RELNGTARAPGIPEAGSRRGQPAAAMA---AAASAAVTYETCWGYYDVSGQYDKEFECNN 112

Mus_musculus RELNSTARASGVPEAGSRRGQSAAAAAAAAAAASATVTYETCWGYYDVSGQYDKEFECNN 118

Rattus_norvegicus RELNSTARGSGVSEAGSRRGQSAAAA---—-AAASATVTIYETCWGYYDVSGQYDKEFECNN 114
****.***. *: Kk k ok ok ok ok ok ok ***. *****:************************

Homo sapiens ETISAIDTSPKENTPVRSSSKNHYTPVRTAKQTP-—=———————————————— EKPRMNN 273

Mus_musculus ETISAIDTSPKENTPVRSTSKNHYTPVRTAKQTPGDRQYNHPILSSATQTPTHEKPRMNN 298

Rattus_norvegicus ETISAIDTSPKENTPVRSTSKNHYTPVRTAKQTPGDRQYNHPILSSATQTPTHEKPRMNN 294

hkkkkkkkkkkkkkkkkk o kkkkkkkkkkkkk k% * Kk Kok Kk

Figura 8. Fragmentos del alineamiento de las secuencias candnicas de CKAMP52 de Homo sapiens, Mus
musculus y Rattus novergicus. En verde, residuos especificos humanos; en amarillo, residuos especificos
de raté. La parte subrayada es el fragmento que falta en Homo sapiens.

Se utilizé la secuencia de R. novergicus para disefar el gen sintético. Dado que la
empresa no fue capaz de sintetizar el gen completo (probablemente debido a una region
de repeticiones en la region N-terminal) se sintetizaron dos fragmentos solapados
correspondientes al N y C-terminal.

5.1.4. CKAMP59

Se encontro la isoforma corta de Homo sapiens, la isoforma larga de R. novergicus y las
isoformas cortas y largas de CKAMP59 de M. musculus. La isoforma mas frecuente en
el cerebro es la corta, pero para ensayos de caracterizacion se habia usado la isoforma
larga de ratdén (558 aminodacidos) y para entonces no estaba disponible la corta de R.
novergicus, asi que se decidio utilizar la isoforma larga de R. novergicus para sintetizar
el gen sintético a pesar de no ser la mas frecuente, ya que era la Unica isoforma de rata
que estaba disponible y validada (10,27). Estas isoformas solo se diferencian en 17
aminoacidos (Figura 9) (ver anexo ). Respecto a la diferencia entre especies, hay muy
pocos residuos especificos (grado de identidad y similitud por encima del 90%) (ver
anexo Il). El dominio transmembrana (190-210) no varia en ninguna isoforma (15).

Homo sapiens MPALLLL---VLLASSAGQARARPSNATSAEPAGPLPALLAHLRRLTGALTGGGGAASPG 57
Mus _musculus_corta MPALLLLGTVALLASAAGPAGARPSNDTSSVAPGPLPALLAHLRRLTGALAGGGSAAGTS 60
Rattus norvegicus_corta MPALLLIGTVALLASTAGPVGARPSNDTSAVAPGPLPALLAHLRRLTGALAGGGSAAGAN 60
Mus _musculus_larga MPALLLLGTVALLASAAGPAGARPSNDTSSVAPGPLPALLAHLRRLTGALAGGGSAAGTS 60
Rattus novergicus_ larga MPALLLIGTVALLASTAGPVGARPSNDTSAVAPGPLPALLAHLRRLTGALAGGGSAAGAN 60
Kk KK kKKK kK kkkkk Kk KKK KK KK KK KKK KKk K ok sk Kk kK
Homo_sapiens TRPDRARSSSLTPGIGGPDSMPPRTPKNLYNTVKTPN 280
Mus_musculus_corta TRPDRARSSSLTPGLGGPDSMAPRTPKNLYNTMKPSN 283
Rattus_norvegicus_corta TRPDRARSSSLTPGLGGPESMAPRTPKNLYNTMKPSN 283
Mus_musculus_larga TRPDRARSSSLTPGLGGPDSMAPRTPKNLYNTMKPSNLDNLHYNVNSPKHHAATLDWRAM 300
Rattus_novergicus_larga TRPDRARSSSLTPGLGGPESMAPRTPKNLYNTMKPSNLDNLHYNVNSPKHRAATLDWRAM 300

**************:***:** **********:* * *****:
Figura 9. Fragmento del alineamiento de las secuencias de CKAMP52 de Homo sapiens, Mus musculus,
Rattus novergicus y Rattus rattus. En amarillo, residuos especificos humanos; en verde, residuos
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especificos de raton; en azul, residuos especificos de rata. La parte subrayada en rosa es el fragmento que
esté en la isoforma larga y no en la corta.

5.2. CLONAJE DE CKAMP

5.2.1. Clonaje de CKAMP39, CKAMP44 y CKAMP59

Los genes que codifican CKAMP39, CKAMP44 y CKAMP44 fueron sintetizados por la
empresa Twist Bioscience como fragmentos de DNA. Dado que se deseaba
sobreexpresar la proteina en células EXPI293F, los codones fueron optimizados por
Twist Bioscience para la expresiéon en H. sapiens. En el anexo Ill se muestra un
alineamiento de la secuencia original de cada gen con la secuencia optimizada, en el
que se observa que las secuencias de nucleétidos son significativamente dispares
después de la optimizacion. Las proteinas traducidas son idénticas.

Se consiguié clonar las proteinas CKAMP39 y CKAMP44 como proteinas de fusién con
una GFP y una cola de histidinas por el método «IVA cloning». Tras la amplificacion por
PCR (Tm de 60°C) de los fragmentos de DNA y el vector, el inserto tenia una regiéon
homologa con el vector en cada extremo para direccionar el ensamblaje y permitir la
recombinacion in vivo por parte de la bacteria (Figura 10a)

CKAMP
(a) (b) 44 44 59 59 PRK5

CKAMP

Figura 10. (a) Esquema del inserto (morado) con la secuencia homologa del vector pRK5 (naranja). (b) Gel
de agarosa al 1% donde se observa CKAMP44 amplificado con los oligos diluidos 1/20 (1272 pb), CKAMP44
amplificado con los oligos diluidos 1/100, CKAMP59 amplificado con los oligos diluidos 1/20 (1674 pb),
CKAMP59 amplificado con los oligos diluidos 1/100 y el vector pRK5 amplificado (6599 pb).

No se consiguié sin embargo clonar CKAMP59. Tras realizar la PCR se observaron
varias bandas secundarias, pero dado que existia una banda principal del tamafio
esperado (Figura 10b) se optd por proseguir la transformacion con el amplificado con
los oligos diluidos 1/100. Al aislar el DNA plasmidico y realizar ensayos de enzimas de
restriccion, se observo el patron de bandas deseado, pero al realizar la secuenciacion
se observo que todos los constructos obtenidos carecian de un fragmento de 120 pares
de bases en el extremo 5" del gen en una region rica en GCs (Figura 11).

CKkaMpP59  —=m——- ATGCCGGCCCTGCTGTTGATCGGGACCGTCGCGCTGCTAGCCTCCACCGCGGG 53
H210413-048_J03_1F6DZAA048 premix.abl CTTGGARATGCCGGCCCTGCTGTTGATCGGGACCGTCGCGCTGCTAGCCTCCACCGCGGG 300
ok ok ko Kk Kk ko Kk o Kk K ko Kk o K ok ko Kk ok Kk o Kk Kk ok Kk o Kk K ko Kk K
CKAMP59 CCCGGTGGGGGCGCGCCCATCCAACGACACAAGCGCCGTGGCCCCGGGCCCGLCTGCCCGC 113
H210413-048 J03 1F6DZAA048 premix.abl CCCGGGozzmm oo 306
- - - ok ok ok K
CKAMP59 GCTACTCGCGCACCTGCGGCGCCTGACCGGGGCTCTGGCGGGCGGCGGGAGCGCAGCGGG 173
H210413-048_J03_1F6DZAA048 _premix.abl = Zoooo———————————— oo e e e e e 306
CKAMP59 CGCCAACGCCAACGCCACCAAGACCAGCCCCGCGGGTGGCACGGGTGCAGCGGCACGGGC 233
H210413-048_J03_1F6DZAA048 premix.abl = = —------ GCCAACGCCACCAAGACCAGCCCCGCGGGTGGCACGGGTGCAGCGGCACGGGC 359

S ok 3 ok ek ok ok ok K K o ok ok K ok o ok o ok K ok K o ok o ok ok K o ok o ok ok K o ok o ok K kK ok ok
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Figura 11. Fragmento de un alineamiento del gen sintético con un DNA plasmidico secuenciado donde se
observa una delecion de 120 pb en el DNA plasmidico aislado (subrayado en rojo).

5.2.2. Clonaje de CKAMP52

El gen que codifica CKAMP52 fue sintetizado por la empresa Twist Bioscience en dos
fragmentos de DNA, dado que no fue posible la sintesis en Unico fragmento. El
fragmento N-terminal contenia una region homologa del vector pRK5 y una regién
homaologa con el otro fragmento, el C-terminal. El fragmento C-terminal contenia de igual
forma una region homéloga con el N-terminal y una region homologa con el vector pRK5S
(Figura 12b). De esta forma, se consigui6é dirigir el ensamblaje y permitir la
recombinacion in vivo en E. coli.

CKAMP52
(a) pRK5 N-ter C-ter (b)
C-TERMINAL

PRKS

S
—
—
S
—
—
—
—
 —
-—
¢

Figura 12. (a) Gel de agarosa al 1% donde se observa el vector pRK5 amplificado (6599 pb), el fragmento
N-terminal (511 pb) y el fragmento C-terminal (1122 pb). (b) Esquema del ensamblaje del vector y de los
insertos (N-terminal y C-terminal) con las regiones homologas.

Ambos fragmentos fueron optimizados para la expresion en células humanas. En el
anexo lll se muestra un alineamiento de la secuencia original de CKAMP52 de Rattus
novergicus con la secuencia optimizada de cada fragmento, en el que se observa que
las secuencias de nucleétidos son significativamente dispares después de la
optimizacion. Sin embargo, las proteinas traducidas son idénticas.

5.3. PRUEBA DE EXPRESION

Se transfectaron células EXPI293F en cultivo adherente con los constructos codificantes
de CKAMP39, CKAMP44 y CKAMP52 en forma de proteinas de fusion con GFP.
Posteriormente, se visualizaron mediante un microscopio de fluorescencia Leica
DMI600 (Figura 13).

Se observo expresion de proteina de fusidn en los tres casos. Al tratarse de proteinas
de membrana, se observa una mayor concentracion de CKAMP en la membrana, siendo
més superficial la expresion en el caso de CKAMP44-GFP y CKAMP52-GFP (Figura
13b,c). En el caso de CKAMP39-GFP, se observan grandes granulos en el citoplasma,
gue podria ser debido a que expresa mucho esta proteina de fusion, a acumulacién en
el aparato de Golgi o podria ser un indicativo de una agregacion de la proteina (Figura
13a). En CKAMP44-GFP y CKAMP52-GFP también se observa algun granulo en el
citoplasma en alguna célula, pero en menor medida y de menor tamafio. En cualquier
caso, la proteina que se expresa mas superficialmente es CKAMP44-GFP.
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Figura 13. Imégenes de células EXPI293F transfectadas de manera transitoria con CKAMP-GFP obtenidas
en el microscopio de fluorescencia Leica DMIG0O0 (objetivo 20x). (a) CKAMP39-GFP. (b) CKAMP44-GFP.
(c) CKAMP52-GFP.

Posteriormente, se realizd el lisado y extraccion de membranas de las células
transfectadas con 0,5-1% DDM y se realizaron Western Blots utilizando un anticuerpo
primario anti-GFP para detectar la expresion de las proteinas (Figura 14).

Se observl expresion de proteina de fusion en los tres casos. Al tratarse de proteinas
de membrana, se observa una mayor concentracion de CKAMP en la membrana, siendo
mas superficial la expresién en el caso de CKAMP44-GFP y CKAMP52-GFP. En el caso
de CKAMP39-GFP, se observan grandes granulos en el citoplasma, que podria ser
debido a que expresa mucho esta proteina de fusion, a acumulacién en el aparato de
Golgi o podria ser un indicativo de una agregacion de la proteina. En CKAMP44-GFP y
CKAMP52-GFP también se observa algun granulo en el citoplasma en alguna célula,
pero en menor medida y de menor tamafio. En cualquier caso, la proteina que se
expresa mas superficialmente es CKAMP44-GFP.

Posteriormente, se realizd el lisado y extraccion de membranas de las células
transfectadas con 0,5-1% DDM y se realizaron Western Blots utilizando un anticuerpo
primario anti-GFP para detectar la expresion de las proteinas (Figura 14).
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Figura 14. Membranas reveladas que muestran la expresion de CKAMP39-GFP, CKAMP44-GFP y
CKAMP52-GFP mediante un Western Blot con el anticuerpo primario anti-GFP. Se trata de dos Western
blot alineados, dado que no fue posible observar la expresion de CKAMP52-GFP en el mismo Western blot
en el que se expres6 CKAMP39-GFP. En azul, flechas que indican las bandas de las CKAMP-GFP; en
verde, llave que indica las bandas de degradaciéon de CKAMP44-GFP.

Aungue no se cuantifico la cantidad de CKAMP-GFP solubilizada en cada caso
utilizando como referencia la banda de actina, la cantidad de proteina solubilizada
partiendo de un volumen de células similar es claramente superior para CKAMP39-GFP
y CKAMP44-GFP frente a CKAMP52-GFP. Ademas, en el segundo Western blot se
observa mas producto de degradaciéon de CKAMP44-GFP.

5.4. PURIFICACION DE CKAMP Y DE COMPLEJOS AMPAR-CKAMP

Como CKAMP44-GFP presentaba mayor expresion que la CKAMP52-GFP y dado que
el papel de CKAMP39 como subunidad auxiliar del AMPAR in vivo no esta confirmado,
se escogié la CKAMP44-GFP para realizar ensayos de coexpresion con GluA4 con el
fin de purificar el complejo AMPAR-CKAMP.

En primer lugar, se llevaron a cabo ensayos de purificacion de CKAMP44-GFP con el
detergente triton, empleado en las primeras inmunoprecipitaciones de esta subunidad
auxiliar (28). Se utilizaron resinas anti-GFP para la purificacion y se realizé un Western
Blot utilizando un anticuerpo primario anti-GFP. Se consiguid purificar una pequefia
cantidad de CKAMP44-GFP, pero la mayor parte de la proteina se perdio en el «flow
through», lo que indica que la proteina no se unié adecuadamente a la resina. Ademas,
se observa una importante degradacion de la proteina en la elucion (Figura 15).
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Figura 15. Membrana revelada que muestra la extraccion y purificacion de CKAMP44-GFP con tritén y
resinas anti-GFP mediante un Western Blot con el anticuerpo primario anti-GFP. En azul, flecha que indica
la banda de CKAMP44-GFP; en verde, llave que indica la degradacion de CKAMP44-GFP.

Debido a esto y a que en los ensayos preliminares con DDM no se habia observado
degradacion se decidio utilizar otros detergentes mas suaves (DDM y GDN) para evitar
la ruptura de los complejos AMPAR-CKAMP durante su extraccion y purificacion.

Para reconstituir el complejo AMPAR-CKAMP se cotransfectaron células EXPI293 en
cultivo adherente con los plasmidos codificantes de CKAMP44-GFP y GluA4-Flag
(proporcién en ug de DNA 1:1) para obtener una expresién transitoria de ambas
proteinas (Figura 16).
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Figura 16. Imagenes de células EXPI293F transfectadas de manera transitoria con CKAMP-GFP y GluA4-
Flag obtenidas en el microscopio de fluorescencia Leica DMI600 (objetivo 20x).

La expresion de la proteina de fusion CKAMP44-GFP es menor al coexpresarla con
GluA4 porque se afiade una menor cantidad de DNA de CKAMP44-GFP. Ademas, se
observan menos granulos en el citoplasma que cuando se expresa CKAMPP44-GFP
sola.

Se extrajeron las membranas de las células transfectadas en DDM al 1% y se purificaron
las proteinas utilizando resinas anti-GFP seguidas de un Western Blot utilizando anti-
GluA4 y anti-GFP como anticuerpos primarios (Figura 17). En la purificacion de
CKAMP44-GFP, se consigui6 eluir CKAMP44-GFP, pero se perdié gran cantidad de
proteina en el «flow through», indicando una unién defectiva a las resinas anti-GFP. Por
otro lado, en la coexpresion de CKAMP44 con GluA4, se consiguié purificar una
pequefia cantidad de CKAMP44-GFP, pero se perdi6 la mayor parte de CKAMP44-GFP
y todo el GluA4 en el «flow through», lo que indica que CKAMP44-GFP no se ha
conseguido unir adecuadamente a las resinas anti-GFP y que en estas condiciones no
se forma un complejo estable CKAMP44-GFP-GluA4.
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Figura 17. Membrana revelada que muestra la purificacion de CKAMP44-GFP y de CKAMP44-GFP+GluA4
con DDM y resinas anti-GFP mediante un Western Blot con los anticuerpos primarios anti-GFP y anti-GluA4.
La membrana fue cortada a mitad del Ultimo pocillo. En azul, flechas que indican las bandas de GluA4 y
CKAMP44-GFP; en verde, llave que indica la degradacién de CKAMP44-GFP.

Con el propésito de encontrar condiciones de formacion del complejo se decidio
coexpresar CKAMP44-GFP con GluA4-Flag en células adherentes extrayendo las
membranas trasfectadas y purificando las proteinas con GDN, un detergente mas suave
gue el DDM, y con resinas anti-GFP (Figura 18).
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Figura 18. Membrana revelada que muestra la purificacion de CKAMP44+GIluA4 con GDN y resinas anti-
GFP mediante un Western Blot con los anticuerpos primarios anti-GFP y anti-GluA4. En azul, flechas que
indican las bandas de GluA4 y CKAMP44-GFP.

No se consiguio purificar ni CKAMP44 ni GluA4, por lo que no se pudo determinar si el
complejo GluA4-CKAMP44 se formaba. Las proteinas se perdieron seguramente en los
lavados, ya que ni el «flow through» ni en las eluciones habia mucha intensidad de
bandas.

Con el fin de incrementar la produccién de ambas subunidades, se transfectaron células
EXPI293F en cultivos en suspension con los plasmidos codificantes de CKAMP44-GFP
y GluA4 Flag. Ademas de utilizar resinas anti-GFP, se utilizaron en paralelo resinas anti-
FLAG para purificar todos los complejos que contienen GluA4-Flag. Se realiz6 un
Western Blot utilizando anti-GluA4 y anti-GFP como anticuerpos primarios (Figura 19).
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Figura 19. Membrana revelada que muestra la purificacion de CKAMP44+GluA4 con GDN y con resinas
anti-GFP y resinas anti-FLAG mediante un Western Blot con los anticuerpos primarios anti-GFP y anti-
GluA4. En rojo, llave que indica la agregacion de GluA4; en azul, flechas que indican las bandas de GluA4
y CKAMP44-GFP; en verde, llave que indica la degradacion de CKAMP44-GFP.

En la purificacion con resinas anti-GFP se consigui6 eluir muy poca cantidad de CKAMP-
GFP y no se observé co-elucion de GluA4, por lo que no se pudo demostrar la formacion
de complejo GluA4-CKAMP44. Hubo una union defectiva de CKAMP44-GFP a las
resinas anti-GFP, ya que se observa muy poca intensidad de banda en la elucion. Por
otro lado, en la purificacion con las resinas anti-FLAG se consigui6 eluir GluA4 y una
pequeiia cantidad de CKAMP44-GFP (intensidad tenue de bandas), por lo que se
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demuestra la formacion del complejo GluA4-CKAMP44 a pesar de que la sefial es muy
tenue.

En ambas purificaciones se observan numerosos productos de degradacion de
CKAMP44-GFP, por lo que pudieron fallar los inhibidores de proteasas. También, se
perdié mucha cantidad de proteina en el «flow through». EIl hecho de que en todos los
ensayos con resinas anti-GFP (que se utilizan rutinariamente en el grupo con otras
proteinas auxiliares) se pierda gran cantidad de proteina en el «flow through», sugiere
que en esta proteina de fusion la GFP podria no ser accesible para la interaccion con
las resinas, o0 que la proteina se encuentra agregada.

6. DISCUSION

El objetivo del presente trabajo era llevar a cabo la purificacién de un complejo AMPAR-
CKAMP. Para ello, se han llevado a cabo clonajes de proteinas de fusion CKAMP-GFP
(Figuras 10 y 12), ensayos de expresion de CKAMP (Figuras 13-14) y ensayos de
purificacién del complejo AMPAR-CKAMP (Figuras 17-19).

Se consigui6 clonar por el método «IVA cloning» todas las subunidades CKAMP en
forma de proteinas de fusion GFP, excepto CKAMP59, en el que se produce una
delecién de 120 pb en la amplificacion del fragmento de DNA, probablemente debido a
la cantidad de GCs de la region 5°del gen (Figura 11). Para el clonaje de esta subunidad
se podria llevar a cabo un clonaje con dos fragmentos similar al realizado con
CKAMP52, amplificando, con unos nuevos oligos, el vector donde se clon6 la CKAMP59
que contiene la delecion, y amplificando un fragmento de 400-500 pb de CKAMP59
desde el N-terminal, donde se incluya la zona donde se producia delecién en la
amplificacion y una region homologa al vector con el clonaje de la CKAMP59
delecionada.

Mediante microscopia de fluorescencia, utilizando la fluorescencia de la GFP, se
observo la expresion de las CKAMP en células EXPI293F transfectadas (Figura 13). La
expresion de CKAMP44-GFP y CKAMP52-GFP es compatible con su presencia en
membranas, ya que se observa mayoritariamente en la superficie. Sin embargo, en el
caso de CKAMP39, no es tan clara la expresion superficial, ya que se observan
numerosos granulos en el citoplasma. En el caso de esta subunidad todavia no se ha
confirmado su papel como subunidad auxiliar de AMPAR (10).

En cuanto a la purificacion de CKAMP, se consiguio solubilizar CKAMP44 en triton, pero
se observé degradacion (Figura 15), por lo que se decidié proseguir con DDM,
consiguiendo solubilizar la proteina con menor degradacion (Figura 17).

Con respecto a la purificacion del complejo AMPAR-CKAMP, tras coexpresar
CKAMP44-GFP y GluA4-Flag en cultivo adherente (Figura 16) y extraer las proteinas
en DDM, se consiguid solubilizar CKAMP44 y GluA4, pero no se consiguio purificar el
complejo (Figura 17). Se prosiguio sustituyendo el DDM por GDN, un detergente mas
suave, pero tampoco fue posible la purificacion del complejo GluA4-CKAMP44 (Figura
18). Finalmente, se expresé CKAMP44-GFP y GluA4-Flag en células en suspension y
se purificaron las proteinas con GDN, utilizando resinas anti-GFP y resinas anti-FLAG,
observandose en este Ultimo ensayo una débil sefial de formacién de complejo (Figura
19). Actualmente se esta tratando de confirmar la formacién del complejo utilizando
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geles nativos. En estos ensayos se exploraran mas detergentes para obtener
condiciones de extraccion que impliquen una menor degradacion de CKAMP y mayor
estabilidad de los complejos. No obstante, es de destacar que en los ensayos de
proteémica en los que se identificaron inicialmente los complejos AMPAR-CKAMP se
utilizaron detergentes mas agresivos (28). En estos ensayos estaban también presentes
otras subunidades como las TARP o las CHIH, que podrian estabilizar el complejo. Por
ello, la interaccion AMPAR-CKAMP podria requerir de la presencia de otras
subunidades auxiliares, como ocurre por ejemplo con SINDYG4, una proteina periférica
gue recientemente se ha demostrado que interacciona en la zona transmembrana tanto
con AMPAR, como con CHIH2 (29). También se ha visto en ensayos de proteémica
distintas correlaciones de CKAMP44 con las distintas subunidades de AMPAR, siendo
la menor correlacion la de GluA4 (30). De este modo, se va a explorar la formacién del
complejo AMPAR-CKAMP utilizando otras subunidades GIuA asi como subunidades
auxiliares adicionales (TARP o CHIH).

Por ultimo, en todos los ensayos se ha visto una unién defectiva de las CKAMP-GFP
con las resinas anti-GFP (Figuras 15, 17, 18 y 19). Esta unién defectiva podria deberse
a la agregacion de la CKAMP-GFP o a que la GFP no es accesible para la unién con el
nanobody inmovilizado en la resina. En posteriores ensayos de purificacion de CKAMP,
se quiere cambiar la estrategia de purificaciéon afiadiendo una FLAG en N-terminal o C-
terminal para poder utilizar resinas anti-FLAG. Ademas, se explorara la creacion de
mutantes en los que se eliminara la regién C-terminal citosdlica, que no es esencial para
la interaccién con el receptor.

7. CONCLUSIONES

Los resultados de clonajes de proteinas de fusion CKAMP-GFP, ensayos de expresion
de CKAMP-GFP y ensayos de estabilizacion del complejo AMPAR-CKAMP nos
permiten obtener las siguientes conclusiones:

— Se ha conseguido clonar todas las subunidades CKAMP en forma de proteinas
de fusién con GFP, excepto CKAMP59, que contiene una regioén rica en GCs
que dificulta su amplificacién.

— Se ha observado expresion de las subunidades mediante expresion transitoria.
De acuerdo a los ensayos de fluorescencia, CKAMP44-GFP y CKAMP52-GFP
presentan una mayor expresion superficial que CKAMP39-GFP.

— Se ha conseguido solubilizar adecuadamente CKAMP44-GFP en DDM, pero su
purificacion falla debido a problemas de unién de la GFP a las resinas, asi como
a la degradacion de la proteina fusion a lo largo del proceso.

— A pesar de haber observado evidencia de formacién de complejo GluA4-
CKAMP44, no ha sido posible encontrar unas condiciones adecuadas para la
produccion y purificacién del complejo.

7. CONCLUSIONS

The results of CKAMP-GFP fusion protein cloning, CKAMP expression assays and
AMPAR-CKAMP complex stabilisation assays lead us to the following conclusions:
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All CKAMPs subunits have been cloned as GFP fusion proteins, except
CKAMP59, which contains a GC-rich region that hinders its amplification.
Expression of the subunits has been observed by transient expression.
According to fluorescence assays, CKAMP44-GFP and CKAMP52-GFP show
higher surface expression than CKAMP39-GFP.

CKAMP44 was adequately solubilised in DDM but purification failed due to GFP
not binding to beads as well as degradation of the fusion protein.

Although GIluA4-CKAMP44 complex signal has been observed, it has not been
possible to find suitable conditions for the formation of the complex.
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9. ANEXOS

9.1. ANEXO I: ALINEAMIENTO DE SECUENCIAS DE LA FAMILIA CKAMP

9.1.1. Alineamiento de CKAMP39

V&rde: Residuos especificos de humano

Azul: Residuos especificos de ratén

Amarillo: Residuos especificos de rata

Homo_sapiens
Mus_musculus
Rattus_norvegicus

Homo_sapiens
Mus_musculus
Rattus_norvegicus

Homo_sapiens
Mus_musculus
Rattus_norvegicus

Homo_sapiens
Mus_musculus
Rattus_norvegicus

Homo_sapiens
Mus_musculus
Rattus_norvegicus

Homo_sapiens
Mus_musculus
Rattus_norvegicus

Homo_sapiens
Mus_musculus
Rattus_norvegicus

MARAGARGEHEGRRPPGLREALALRLALLLARBPSGRAGAPEAOBEAABGTTAPEGGDRC
MERAGARGQRCGRREHGLP--LALRLALLLAGSPSGRAGAPEEQEIAGSGTVAPAGGDRC
MERAGARGQRCGRRPHGLP--LALRLALLLAGSPSGRAGAPEAQETAASGTVAPAGGDRC

K Kk kKKK * kK * K KKK KKK KK KK KAKKKKKK K K * Kk KKk kKKK K

RGYYDVMGQWDPPFNCSSGIYSFCCGTCGYRFCCHDGPRRLDQSRCSNYDTPAWVQTGRP
RGYYDVMGQWDPPFNCSSGVYSFCCGTCGYRFCCHDGPRRLDQSRCSNYDTPAWVQTGRP
RGYYDVMGOQWDPPFNCSSGVYSFCCGTCGYRFCCHDGPRRLDQSRCSNYDTPAWVQTGRP

hkokkkkkkkkkkkkkkkkk  hkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk kK kk k%

PARARDTAAPRDPGRERSHTAVYAVCGVAALLVLAGIGARLGLERAHSPRARRTVTRALT
PARARDTAAPRDPARERSHTAVYAVCGVAALLVLVGIGARLGLERAHSPRARRTVTRTLT
PARARDTAAPRDPARERSHTAVYAVCGVAALLVLVGIGARLGLERAHSPRARRTVTRTLT

hkkkkkkkkkkkk hkkkkkkkkkkkkkkkkkkk  kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk + k%

ELLKQPGPQEPLPPTLGPPLGGCVQVQOMGDGLPRGSPHNSADKKRLNNAPRGSAAPGPPR
ELLKQPGPQEPLPPPLGPPLGNCVQVQOMGDGVLRGSPHNSTDKKRLNNAPLGSATPGPPR
ELLKQPSPQEPLPPPLGPSLGNCVQVQOMGDGVLRGSPHNSTDKKRLNNAPLGSATPGPPR

Kk KkhkhKh KAhkKhAKh KAk KKk KhAhhhhkhhks hhhhhhkhk s hhhhhkhhh* *hkk s hkkhk*

GPRLQGGGSLTLQPDYAKYATFKAAALKAAEAAPRDFEORFPAEEBEPREBPARAPRPEE
GPRLQGGGSLTLQPDYAKFATLKAAALKATEVAPQDFYQRFPSTETGPRTLPARVPRPPE
GPRPQGGGSLTLQPDYAKFATLKAAALKATEAAPQDFYQRFPSTESGPRTLPARVPRPPE

KhkK KKK KAKKAKRAKRKAKRKAKRK s kK e KAKKKKK ek KKk hkk KAkkKk:s * * K KKK KKK

DLPAPLDACPWAPPNYAPPAAP---BPYAAWTSSRPARPAPLSHPHARREOVPRRPEHAR
DLPALLDACPWAPPGYVPPAGPVSSVPYAAWTAGRPARPLPRSHLVAQVSPAPRRPNHAP
DLPALLDACPWAPPGYVPPAGPVSSVPYAAWTAGRPARPLPRSHLVAQVSPAPRRPSHAP

Khkkk KAk KhkAhAK* Kk KAkKk Kk Kk KkKhkKkKh o KhkKkkKk K KK * . Kk KK KK

RROFSV-KHPET FNBOEPEHEY GSAGRGSRELRTNSKEEVTY 397
RRQFSVEKLPEAFSAQQASFYSSAGRGPRHLSTNSKAEVTV 399
RRQFSVEKLPEAFSAQPTSFYSSAGRGPRHLSTNSKAEVTV 399

Kok kkkk Kkokk ek * sk kkkkk kek Kkkok s okkkk

9.1.2. Alineamiento de CKAMP44

Amarillo: Residuos probablemente mal anotados

VErde: Residuos especificos de humano

Azul: Residuos especificos de rata

RB88: Residuos especificos de ratén

Rattus_novergicus
Homo_sapiens
Rattus_rattus
Mus_musculus

Rattus_novergicus
Homo_sapiens
Rattus_rattus
Mus_musculus

Rattus_novergicus
Homo sapiens
Rattus_rattus
Mus_musculus

Rattus_novergicus
Homo sapiens
Rattus_rattus
Mus_musculus

MPRVLRLLLGCFLTELCARMCRAQERAGHGQLAQXGRVLLLTGSNSLGAAPGEAVEGVGG
MRRVLRLLLGCFLTELCARICRAQERAGHGQLAQLGGVLLLAGGNRSGAASGEAIEG-
MRRVLRLLLGCFLTELCARMCRAQERAGHGQLAQLGGVLLLTGSNRSGAASGEAGEGVGG
MRRVLRLLLGCFLTELCARMCRAQERlGHGQLAQLGGVLLLTGGNRSGAASGEAGEGVGG

K kkkkkkkkkkkkkkkhkohkkhhhkkhhkkhkkkhkkk * Hhkkkek * *kk kkKk kK

SDAPPTRAPTAGLLSGVLRVTLAQWDPPFNCKLGRLSIFXCGLGFRFAALYRSRPTNQST
SDAPPTRAPTPDICRGYFDV—MGQWDPPFNCSSGDFIFCCGTCGFRFCCTFKKRRLNQST
SDAPPTRAPTPDSCRGYFDV-MGQWDPPFNCSSGDFIFCCGTCGFRFCCTFKKRRLNQST
SDAPPTRAPTPDSCRGYFDV-MGQWDPPFNCSSGDFIFCCGTCGFRFCCTFKKRRLNQST

Kok ok ok ok kK kK Kk ke k. kkkKAkKKK * .. * Kk K ce Kk * kK Kk

LVTNXTTPPLAXRGKAQARKDDPLHDPTTEQDPNPXSLHHLRGVVAAMVLVGISTQVGLE
C-TNYDTPLWLNTGKPPARKDDPLHDPTKDKT--NLIVYIICGVVAVMVLVGIFTKLGLE
C-TNYDTPLWLNTGKPPARKDDPLHDPTKDKT--NLIVYIICGVVAVMVLVGIFTKLGLE
C-TNYDTPLWLNTGKPPARKDDPLHDPTKDKT--NLIVYIICGVVAVMVLVGIFTKLGLE

** ** * % Kk kkhkkhkkhkKkKh oo .. kkhkk Khkkkkk koo kkk

KRTPAPREHMGPRALADVMRPQGHCNTDHMERDLNIVVHVQHYENMDTRTPINNLHTTQOM
KAHRPQREHM—SRALADVMRPQGHCNTDHMERDLNIVVHVQHYENMDTRTPINNLHITQM
KAHRPQREHM-SRALADVMRPQGHCNTDHMERDLNIVVHVQHYENMDTRTPINNLHTTQOM
KAHRPQREHM—SRALADVMRPQGHCNTDHMERDLNIVVHVQHYENMDIRTPINNLHTTQM

* * kK Kk Kk kkkhkk kA kA kA kA kA kA kA kA kA kA kA hhhkhhk e khkhkhkk « kKK
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60

58

120
118
118

180
178
178

240
238
238

300

298

357

358

120
119
119
119

180
176
176
176

240
235
235
235



Rattus_novergicus
Homo_sapiens
Rattus_rattus
Mus_musculus

Rattus_novergicus
Homo_sapiens
Rattus_rattus
Mus_musculus

Rattus_novergicus
Homo_sapiens
Rattus_rattus
Mus_musculus

Rattus_novergicus
Homo_sapiens
Rattus_rattus
Mus_musculus

NNAVPTSPLLQOMGHPHSYPNLGQISNPYEQQPPGKELNKYASLKAVGNADGDWAVATLK
NNAVPTSPLLQQMGHPHSYPNLGQISNPYEQQPPGKELNKYASLKAVGSSDGDWAV'TLK
NNAVPTSPLLQOMGHPHSYPNLGQISNPYEQQPPGKELNKYASLKAVGNADGDWAVATLK
NNAVPTSPLLQOMGHPHSYPNLGQISNPYEQQPPGKELNKYASLKAVGNSDGDWAVATLK

B R P N

SPKADKVNDDFYTKRRHLAELAAKGNLPLHPVRVEDEPRAFSPEHGPAQQONGQKSRTNKM
SPKADKVNDDFYTKRRHLAELAAKGNLPLHPVRVEDEPRAFSPEHGPA.QNGQKSRTNKM
SPKADKVNDDFYTKRRHLAELAAKGNLPLHPVRVEDEPRAFSPEHGPAQQONGQKSRTNKM
SPKADKVNDDFYIKRRHLAELA.KGNLPLHPVRVEDEPRAFSPEHGPAQQNGQKSRTNKM

B I T R R PR R T

PPHPLAYNSTANFKTWDPSDQSLRROAYGNKGKLGIAESGSCDPLGTRTQHFPPTQPYFI
pPHPLAY[ASTHNFKGUDPRE0S LRROAYENKGKLGEAEfcSBoPLGTRBOHEPPEOPYFI
PPHPLAYNSTANFKTWDPSDQSLRRQAYGNKGKLGIAESGSCDPLGTRTQHFPPTQPYFI
PPHPLAYNSTANFKTWDPSDQSLRRQAYGNKGKLGIAESGSCDPLGTRTQHFPPTQPYFT

kkkkkkk hkekkk Kkhkk hkkkhkkkhk khkkkkk Khkokk Khkkkkhkk kk:kk Kkkkk

TNSKTEVTV 429
TNSKTEVTV 424
TNSKTEVTV 424
TNSKTEVTV 424

ok kK ok Kok Kk

9.1.3. Alineamiento de CKAMP52

V&rde: Residuos especificos de humano

Amarillo: Residuos especificos de ratén

Homo_sapiens
Mus_musculus
Rattus_norvegicus

Homo_sapiens
Mus_musculus
Rattus_norvegicus

Homo_sapiens
Mus_musculus
Rattus_norvegicus

Homo_sapiens
Mus_musculus
Rattus_norvegicus

Homo sapiens
Mus_musculus
Rattus_norvegicus

Homo sapiens
Mus_musculus
Rattus_norvegicus

Homo_sapiens
Mus_musculus
Rattus_norvegicus

Homo_sapiens
Mus_musculus
Rattus_norvegicus

RELNGTARAPGIPEAGSRRGQPAAA.A———AAASAAVTYETCWGYYDVSGQYDKEFECNN
RELNSTARASGVPEAGSRRGQSAAAAAAAAAAASATVTYETCWGYYDVSGQYDKEFECNN
RELNSTARGSGVSEAGSRRGQSAAAA---—-AAASATVTIYETCWGYYDVSGQYDKEFECNN

Kok KKk kKK Ko KKKk KKKKK KKK R R

SESGYLYCCGTCYYRFCCKKRHEKLDQRQCTNYQSPVWVQTPSTKVVSPGPENKYDPEKD
SESGYLYCCGTCYYRFCCKKRHEKLDQRQCTNYQSPVWVQTPSTKVVSPGPENKYDPEKD
SESGYLYCCGTCYYRFCCKKRHEKLDQRQCTNYQSPVWVQTPSTKVVSPGPENKYDPEKD

hkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk kK kk k%

KTNFTVYITCGVIAFVIVAGVFAKVSYDKAHRPPREMNIHRALADILRQQGPIPIAHCER
KTNFTVYITCGVIAFVIVAGVFAKVSYDKAHRPPREMNIHRALADILRQQGPIPIAHCER
KTNFTVYITCGVIAFVIVAGVFAKVSYDKAHRPPREMNIHRALADILRQQGPIPIAHCER

hkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk kK k k k%

ETISAIDTSPKENTPVRSSSKNHYTPVRTAKQTP-—-————-———————————— EKPRMNN
ETISAIDTSPKENTPVRSTSKNHYTPVRTAKQTPGDRQYNHPILSSATQTPTHEKPRMNN
ETISAIDTSPKENTPVRSTSKNHYTPVRTAKQTPGDRQYNHPILSSATQTPTHEKPRMNN

KoKk KKK K

R P

ILTSATEPYDLSFSRSFONLAHLPPSYESAVKTNPSKYSSLKRLTDKEADEYYMRRRHLP
ILTSATEPYDLSFSRSYQNLAHLPPSYESAVKTNPSKYSSLKRLTDKEADEYYMRRRHLP
ILTSATEPYDLSFSRSYQONLAHLPPSYESAVKTNPSKYSSLKRLTDKEADEYYMRRRHLP

I R R R

DLAARGTLPLNVIQMSQQKPLPRERPRRPIRAMSQDRVLSPDRGLPDEFSMPYDRILSDE
DLAARGTLPLNVIQMSQQKPLPRERPRRPIRAMSQDRVLSPRRGLPDEFGMPYDRILSDE
DLAARGTLPLNVIQMSQQKPLPRERPRRPIRAMSQDRVLSPRRGLPDEFGMPYDRILSDE

B R I R R T R

QLLSTERLHSQDPLLSPERTAFPEQSLSRAISHTDVFVSTPVLDRYRMSKMHSHPSASNN
QLLSTERLHSQDPLLSPERTAFPEQSLSRAISHTDVFVSTPVLDRYRMTKMHSHPSASNN
QLLSTERLHSQDPLLSPERTAFPEQSLSRAISHTDVFVSTPVLDRYRMTKMHSHPSASNN

Kok kkkkkhkkhkhhkhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhkhkkhkhkhhkkhkhkkhkkk s kkkkkkkkkk*

SYATLGQSQTAAKRHAFASRRHNTVEQLHYIPGHHTCYTASKTEVTV 500
SYATLGQSQTAAKRHAFASRRHNTVEQLHYIPGHHTCYTASKTEVTV 525
SYATLGQSQTAAKRHAFASRRHNTVEQLHYIPGHHTCYTASKTEVTV 521

B R R R

9.1.4. Alineamiento de CKAMP59

Amarillo: Residuos especificos humanos

V&rde: Residuos especificos de raton

Azul: Residuos especificos de rata

Rosa: Residuos de la isoforma larga que no estan en la corta
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300
295
295
295

420
415
415
415

112
118
114

172
178
174

232
238
234

273
298
294

333
358
354

393
418
414

453
478
474



Homo_sapiens
Mus_musculus_corta
Rattus_norvegicus_corta
Mus_musculus_larga
Rattus_novergicus_larga

Homo_sapiens
Mus_musculus_corta
Rattus_norvegicus_corta
Mus_musculus_larga
Rattus_novergicus_larga

Homo_sapiens
Mus_musculus_corta
Rattus_norvegicus_corta
Mus_musculus_larga
Rattus_novergicus_larga

Homo_sapiens
Mus_musculus_corta
Rattus_norvegicus_corta
Mus_musculus_larga
Rattus novergicus_ larga

Homo sapiens
Mus_musculus_corta
Rattus_norvegicus_corta
Mus_musculus_ larga
Rattus novergicus_ larga

Homo sapiens
Mus_musculus_corta
Rattus_norvegicus_corta
Mus_musculus_larga
Rattus_novergicus_larga

Homo_sapiens
Mus_musculus_corta
Rattus_norvegicus_corta
Mus_musculus_larga
Rattus_novergicus_larga

Homo_sapiens
Mus_musculus_corta
Rattus _norvegicus_corta
Mus_musculus_larga
Rattus _novergicus_ larga

Homo sapiens
Mus_musculus_corta
Rattus _norvegicus_corta
Mus_musculus_larga
Rattus _novergicus_ larga

Homo_sapiens
Mus_musculus_corta
Rattus_norvegicus_corta
Mus_musculus_larga
Rattus_novergicus_larga

MPALLLL---VLLASSAGQARARPSNATSAEPAGPLPALLAHLRRLTGALTGGGGAASPG
MPALLLLGTVALLASAAGPAGARPSNDTSSVAPGPLPALLAHLRRLTGALAGGGSAAGTI
MPALLLIGTVALLASTAGPVGARPSNDTSAVAPGPLPALLAHLRRLTGALAGGGSAAGAN
MPALLLLGTVALLASAAGPAGARPSNDTSSVAPGPLPALLAHLRRLTGALAGGGSAAGTI
MPALLLIGTVALLASTAGPVGARPSNDTSAVAPGPLPALLAHLRRLTGALAGGGSAAGAN

Kok ok k KKk . Kk KK KKk KA KKK KK KAKKKKKKKKKRKKKKKAK e KAK KK

ANGTRTGPAGGAGAAARAPPPAELCHGYYDVMGQYDATFNCSTGSYRFCCGTCHYRFCCE
ANATKTSPASGTGAAARAPPPAELCHGYYDVMGQYDATENCSTGSYRFCCGTCHYRFCCE
ANATKTSPAGGTGAAARAPPPAELCHGYYDVMGQYDATFNCSTGSYRFCCGTCHYRFCCE
ANATKTSPASGTGAAARAPPPAELCHGYYDVMGQYDATEFNCSTGSYRFCCGTCHYRFCCE

ANATKTSPAGGTGAAARAPPPAELCHGYYDVMGQYDATFNCSTGSYRFCCGTCHYRFCCE
Hk kKKK gk KRR R kK ok K kK K K K R K R K ok K R K K kK ok K ok K kK ok Kk K ok K R K

HRHMRLAQASCSNYDTPRWATTPPPLAGGAGGAGGAGGGPGPGQAGWLEGGRTGGAGGRG
HRHMRLAQASCSNYDTPRWATTPPPLAGGAGGAGGAGGGPGPGQAGWLEGGRAGGAGGRG
HRHMRLAQASCSNYDTPRWATTPPPLAGGAGGAGGAGGGPGPGQAGWLEGGRAGGAGGRG
HRHMRLAQASCSNYDTPRWATTPPPLAGGAGGAGGAGGGPGPGQAGWLEGGRAGGAGGRG
HRHMRLAQASCSNYDTPRWATTPPPLAGGAGGAGGAGGGPGPGQAGWLEGGRAGGAGGRG

hkkkkkkkkkhkhkhkkkhkkkhkkkkkkkkkhkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkkkk « Kk kkkkk

GEGPGGSTAYVVCGVISFALAVGVGAKVAFSKASRAPRAHRDINVPRALVDILRHQAGPG
GEGPGGSTAYVVCGVISFALAVGVGAKVAFSKASRAPRAHREINVPRALVDILRHQAGPA
GEGPGGSTAYVVCGVISFALAVGVGAKVAFSKASRAPRAHREINVPRALVDILRHQAGPA
GEGPGGSTAYVVCGVISFALAVGVGAKVAFSKASRAPRAHREINVPRALVDILRHQAGPA
GEGPGGSTAYVVCGVISFALAVGVGAKVAFSKASRAPRAHREINVPRALVDILRHQAGPA

B R R R R R

TRPDRARSSSLTPGIGGPDSMPPRTPKNLYNTVKTPN
TRPDRARSSSLTPGLGGPDSMAPRTPKNLYNTMKPSN
TRPDRARSSSLTPGLGGPESMAPRTPKNLYNTMKPSN
TRPDRARSSSLTPGLGGPDSMAPRTPKNLYNTMKPSNLDNLHYNVNSPKHHAATLDWRAM
TRPDRARSSSLTPGLGGPESMAPRTPKNLYNTMKPSNLDNLHYNVNSPKHRAATLDWRAM

KhkkhkKkhkhhkhhkhhhkhk e hhkhk e hk Khkhhhkhkkh Kk * Kok Kk K .

PPPSPSLHYSTLSCSRSFHNLSHLPPSYEAAVKSELNRYSSLKRLAEKDLDEAYLKRRPL
PPPSPSLHYSTLSCSRSFHNLSHLPPSYEAAVKSELNRYSSLKRLAEKDLDEAYLKRR.L
PPPSPSLHYSTLSCSRSFHNLSHLPPSYEAAVKSELNRYSSLKRLAEKDLDEAYLKRRHL
PPPSPSLHYSTLSCSRSFHNLSHLPPSYEAAVKSELNRYSSLKRLAEKDLDEAYLKRR.L
PPPSPSLHYSTLSCSRSFHNLSHLPPSYEAAVKSELNRYSSLKRLAEKDLDEAYLKRRHL

hkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkhkkkkkkkkkkkkkkkhkkkkhkkkkkkkkkkkkkkkk  *

ELPRGTLPLHALRRPGTGGGYRMEAWGGPEELGLAPAPNPRRVMSQEHLLGDGGR-SRYE
EMPRGTLPLHALRRPGTGGGYRMDGWGGPEELGLAPAPNPRRVMSQEHLLGDGSRASRYE
EMPRGTLPLHALRRPGTGGGYRMDGWGGPEELGLAPAPNPRRVMSQEHLLGDGGRASRYE
EMPRGTLPLHALRRPGTGGGYRMDGWGGPEELGLAPAPNPRRVMSQEHLLGDGSRASRYE
EMPRGTLPLHALRRPGTGGGYRMDGWGGPEELGLAPAPNPRRVMSQEHLLGDGGRASRYE

hekkkkkkhkkhkkkkkkkkkkkkk s Kkkkkhkkhkkhkhkhkkhkkhkkhkkhkkkkkkk  * K*kkk

FTLPRARLVSQEHLLLSSPEALRQSREHLLSPPRSPALPPDPTARASLAASHSNLLLGPG
FTLPRARLVSQEHLLLSSPEALRQSREHLLSPPRSPALPPDPTTRASLAASHSNLLLGPG
FTLPRARLVSQEHLLLSSPEALRQSREHLLSPPRSPALPPDPTTRASLAASHSNLLLGPG
FTLPRARLVSQEHLLLSSPEALRQSREHLLSPPRSPALPPDPTTRASLAASHSNLLLGPG
FTLPRARLVSQEHLLLSSPEALRQSREHLLSPPRSPALPPDPTTRASLAASHSNLLLGPG

Kk Kk A kA kA kA kA kA kA kA kA kA kA kA kA kA kA kA h Ak Ak kA kK e khkhkhkhkhkh Kk KK

GPPTPLRGLPPPSSLHAHHHHALHGSPQPAWMSDAGGGGGTLARRPPFQRQGTLEQLQFT
GPPTPLHGLPP-SGLHAHHHHALHGSPQPAWMSDAGGGGGTLARRPPFQRQGTLEQLQFT
GPPTPLHGLPP-SGLHAHHHHALHGSPQPAWMSDAGGGGGTLARRPPFQRQGTLEQLQFT
GPPTPLHGLPP-SGLHAHHHHALHGSPQPAWMSDAGGGGGTLARRPPFQRQGTLEQLQFT
GPPTPLHGLPP-SGLHAHHHHALHGSPQPAWMSDAGGGGGTLARRPPFQRQGTLEQLQFT

KhkKkhkhk e hhhkk K KhkA kA kA kA kA kA kA kA hk kA hkhkhkhkhkhkhkhkhkhkh &k k&K

PGHHLPQHLRTASKNEVTV 538
PGHHLPQHLRTASKNEVTV 541
PGHHLPQHLRTASKNEVTV 541
PGHHLPQHLRTASKNEVTV 558
PGHHLPQHLRTASKNEVTV 558

Kok ok kK kK kK kK ok ok ok ok kK Kk

28

117
120
120
120
120

237
240

240
240

280
283
283
300
300

340
343
343
360
360

399
403
403
420
420

459
463
463
480
480

519
522
522
539
539



9.2. ANEXO II: GRADO DE IDENTIDAD Y SIMILITUD DE LAS SECUENCIAS

Tabla 1. Grado de identidad y similitud de las secuencias respecto de la secuencia de Rattus novergicus
en CKAMP39, CKAMP52 y CKAMP59 (isoforma corta), y respecto de Rattus rattus en CKAMP44, obtenidos
en el servidor Lalign de Expasy. (17)

CKAMP Especie con laque | Grado de identidad | Grado de similitud
se compara
CKAMP39 Mus musculus 97,0% 98,5%
Homo Sapiens 80,2% 88,6%
CKAMP44 Mus musculus 97,2% 98,8%
Homo sapiens 94,1% 98,4%
CKAMP52 Mus musculus 97,9% 98,7%
Homo Sapiens 90,2% 92,6%
CKAMP59 Mus musculus 97,6% 99,6%
Homo Sapiens 91,6% 97,1%
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9.3. ANEXO llI: ALINEAMIENTO DE LA SECUENDIA ORIGINAL DE CKAMP y GENES
SINTETICOS

9.3.1. Alineamiento de CKAMP39

CKAMP39_RAT ATGGAGCGCGCTGGGGCGCGGGGACAGCGTTGTGGCCGGCGCCCGCATGGGCTCCCGCTC 60

CKAMP39syn ATGGAAAGAGCGGGTGCAAGGGGACAAAGATGCGGAAGGAGACCACACGGTCTGCCACTG 60
kkkkk K Kk Kk kk  kkkkkkk K Kk KKk Kk x KKk Kk Kk KKk Kk K%

CKAMP39_ RAT GCGCTCCGGCTGGCGCTGCTGCTGGCGGGGTCGCCGTCGGGCCGCGCGGGGGCTCCCGAG 120

CKAMP39syn GCTTTGCGTCTTGCTTTGTTGCTCGCCGGCTCTCCCTCTGGGCGGGCTGGAGCCCCTGAA 120
Kk ok kk Kk Kk kK Kkkkk xKk Kk Kk KKk Kk Kk KKk Kk Kk KKk Kk Kx

CKAMP39_ RAT GCGCAGGAGACCGCAGCGTCCGGCACCGTGGCACCGGCGGGAGGGGACCGCTGCCGCGGL 180

CKAMP39syn GCACAAGAAACAGCCGCAAGTGGGACTGTCGCCCCTGCCGGCGGAGATAGATGTAGAGGG 180
kk kk Kk KKk kk kK Kk kk Kk Kk kk kk Kk Kk kk Kk Kk Kk kK

CKAMP39_ RAT TATTACGACGTGATGGGCCAGTGGGACCCGCCCTTCAACTGCAGCTCCGGTGTCTACAGC 240

CKAMP39syn TACTATGATGTCATGGGACAATGGGATCCCCCTTTTAATTGTTCTAGTGGGGTGTATTCC 240
kk kk kk kk kkkkk kk kkkkk kk kk Kkk kk k% * Kk kk kK *

CKAMP39_RAT TTCTGCTGCGGCACGTGCGGCTACCGCTTCTGTTGCCACGACGGCCCGCGCCGCCTGGAC 300

CKAMP39syn TTTTGTTGTGGAACATGTGGGTATCGGTTTTGCTGTCATGATGGACCCAGAAGGCTTGAT 300

kk kk kk kk kk kk kk Kk kk Kk kk Kk Kkk Kk Kkk Kok * * okk Kok

CKAMP39_RAT CAGAGCCGCTGCTCCAACTACGACACACCGGCCTGGGTGCAGACTGGCCGCCCGLLCCGLL 360

CKAMP39syn CAATCCCGGTGTAGTAATTATGATACCCCCGCGTGGGTCCAAACAGGGCGTCCCCCAGCA 360
* * *kk kK *k kk kk kk kk kk kkkkk kk kk kk kk kK kk kK

CKAMP39_RAT CGCGCCCGTGACACCGCCGCTCCGCGCGACCCGGCCCGCGAGCGCAGCCACACTGCGGTC 420

CKAMP39syn AGGGCACGGGATACAGCAGCCCCTCGCGATCCCGCACGGGAAAGGTCTCATACAGCCGTG 420
* kk kk kk kk kk kk kk khkkkk Kkk kk *kk kK * * Kk kk kk kK

CKAMP39 RAT TACGCGGTGTGCGGTGTCGCCGCACTGCTCGTGCTGGTCGGCATCGGGGCACGCCTGGGT 480

CKAMP39syn TATGCAGTCTGTGGCGTGGCTGCTCTCCTGGTACTCGTAGGTATTGGAGCCAGGTTGGGG 480

Kk KKk KKk KKk KKk Kk KKk Kk Kk Kk Kk Kkk Kk kK Kk kK Kk * * KKK

CKAMP39 RAT CTGGAGAGAGCGCACAGCCCCCGCGCTCGCCGCACGGTGACCAGGACACTGACAGAACTT 540

CKAMP39syn TTGGAACGAGCCCATTCCCCACGAGCGCGTCGTACAGTTACGCGAACTCTTACCGAGCTC 540
* koK K Kk kK Kk kK kkk kK Kkk kk Kkk kk Kk kK * kk kk kk kK kK

CKAMP39 RAT CTCAAGCAGCCAAGCCCCCAAGAACCACTGCCTCCACCTCTGGGTCCATCCTTGGGTAAC 600

CKAMP39syn TTGAAACAACCCAGCCCACAGGAGCCTCTTCCCCCGCCCCTTGGCCCCAGCCTGGGCAAT 600
Kk kk kk kk kkkkk kk kk kk kk kk kk kk kk kk kK * kkkk kKk

CKAMP39_RAT TGCGTCCAGGTACAAATGGGTGACGGTGTTCTCCGGGGTTCTCCCCACAACAGCACAGAC 660

CKAMP39syn TGTGTTCAAGTGCAGATGGGCGATGGCGTGCTGAGAGGGAGCCCACATAATTCTACCGAT 660
Kk kk kk kk kk kkkkk kk kk kk kk * Kk k Kk kK Kk Kk kK

CKAMP39_RAT AAGAAACGTCTCAATAATGCGCCTCTGGGGTCCGCCACCCCAGGACCCCCGCGLGGTCCG 720

CKAMP39syn AAGAAGCGGTTGAACAACGCTCCCCTCGGATCAGCAACACCCGGCCCACCCAGAGGACCC 720

Kok kkk Kk K kk kk kk kk kk kk kk kk Kk kk Kk kK kK * kk kK

CKAMP39_RAT CGGCCGCAGGGTGGTGGCAGCCTGACGTTGCAGCCTGACTATGCCAAGTTTGCTACTCTC 780

CKAMP39syn CGCCCTCAAGGCGGCGGGTCATTGACTCTCCAACCAGATTACGCGAAATTCGCCACATTG 780
Kk kK kk kk kK Kk Kk ok k Kk kk kk kk kk kk Kkk kk kK Kk *

CKAMP39 RAT AAAGCAGCTGCGCTCAAGGCCACAGAGGCTGCGCCCCAGGACTTCTATCAACGTTTTCCC 840

CKAMP39syn AAGGCCGCAGCCCTTAAAGCTACCGAAGCAGCCCCTCAAGATTTCTACCAGAGGTTCCCA 840

Kk kK Kk kK KKk Kk Kk Kk Kk Kk Kk Kk Kk Kk Khkkkk Kk * kK KKk

CKAMP39 RAT TCTACCGAGTCGGGCCCGCGGACTCTCCCTGCGCGGGTCCCGCGGCCTCCAGAGGACTTG 900

CKAMP39syn TCAACGGAAAGCGGTCCCCGTACCCTTCCAGCCAGAGTACCTCGTCCACCCGAAGATCTG 900
Kk kK Kk Kk kK Kkk kk kk kKk Kk Kk kk kk kk kk kk kk kK * Kk

CKAMP39 RAT CCTGCGCTGCTCGACGCCTGTCCCTGGGCCCCTCCGGGTTATGTACCTCCCGCCGGCCCT 960

CKAMP39syn CCGGCTCTCCTTGATGCTTGCCCATGGGCGCCGCCCGGCTACGTTCCCCCTGCAGGACCA 960

Kk kk kk Kk kk Kk Kk Kk Kkhkkkk Kk Kk Kk Kk Kk Kk Kk Kk KKk K%

CKAMP39_RAT GTCTCGTCCGTCCCTTATGCGGCCTGGACCGCAGGCCGCCCCGCGAGACCGCTCCCCCGT 1020

CKAMP39syn GTGAGCTCTGTGCCCTACGCAGCATGGACTGCTGGCAGGCCTGCCCGACCACTGCCTAGA 1020
* * Kk kK kk kk kk kk kkkkk kk kkk ok kk kK Kk kk kk kxk *

CKAMP39_RAT AGCCACTTGGTGGCTCAGGTTTCTCCAGCGCCCCGGCGGCCCAGCCACGCGCCGCGGLGT 1080

CKAMP39syn TCCCATCTCGTTGCACAAGTCAGCCCCGCTCCTCGCCGACCGTCCCATGCTCCACGCAGA 1080
* Kk x * kk kk  kk kK Kk kK kk kk kk  kok K kK kk kk kxk *

CKAMP39_RAT CAGTTCAGCGTGGAGAAGCTGCCCGAGGCCTTCAGCGCGCAGCCCACGAGCTTTTACAGC 1140

CKAMP39syn CAATTTTCAGTTGAAAAGCTTCCTGAAGCGTTTTCCGCTCAACCAACATCCTTCTATAGT 1140
* ok kK *k kk kkkkk kk kk kk Kk *kk kk kk  kok K kK kk kK

CKAMP39 RAT AGCGCGGGCAGAGGACCCCGGCATCTAAGCACCAACAGCAAAGCTGAGGTTACTGTTTAA 1200

CKAMP39syn AGTGCTGGGCGAGGGCCTAGACACCTTAGTACGAATAGCAAGGCAGAAGTGACGGTGTAG 1200
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9.3.2. Alineamiento de CKAMP44

CKAMP44syn
SecuenciaCKAMP44_RAT

CKAMP44syn
SecuenciaCKAMP44_ RAT

CKAMP44syn
SecuenciaCKAMP44_ RAT

CKAMP44syn
SecuenciaCKAMP44_ RAT

CKAMP44syn
SecuenciaCKAMP44_RAT

CKAMP44syn
SecuenciaCKAMP44_ RAT

CKAMP44syn
SecuenciaCKAMP44_ RAT

CKAMP44syn
SecuenciaCKAMP44_ RAT

CKAMP44syn
SecuenciaCKAMP44_ RAT

CKAMP44syn
SecuenciaCKAMP44 RAT

CKAMP44syn
SecuenciaCKAMP44_ RAT

CKAMP44syn
SecuenciaCKAMP44_RAT

CKAMP44syn
SecuenciaCKAMP44_RAT

CKAMP44syn
SecuenciaCKAMP44 RAT

CKAMP44syn
SecuenciaCKAMP44 RAT

CKAMP44syn
SecuenciaCKAMP44 RAT

CKAMP44syn
SecuenciaCKAMP44_RAT

CKAMP44syn
SecuenciaCKAMP44_ RAT

CKAMP44syn
SecuenciaCKAMP44_ RAT

CKAMP44syn
SecuenciaCKAMP44 RAT

CKAMP44syn
SecuenciaCKAMP44 RAT

CKAMP44syn

ATGCGGCGGGTGTTGAGATTGTTGCTGGGATGTTTTCTTACGGAATTGTGCGCTAGAATG
ATGCGCCGAGTCCTCCGGCTGCTCCTCGGCTGCTTCCTCACCGAGCTGTGTGCCCGCATG

*kkKkk kK Kk * * kk ok kk kK Kk kK Kk Kk Kk *kk Kk Kk * kK ok

TGTAGAGCCCAAGAACGCGCAGGTCATGGCCAATTGGCCCAGCTTGGCGGGGTTTTGTTG

TGCCGGGCGCAGGAGCGAGCTGGGCACGGGCAGCTGGCGCAACTGGGCGGCGTGCTGCTG
Kk ok kK Kk Kk Kk Kk KKk kk Kk Kk kkKkk Kk kKk Kkkkk kKk Kk kK

TTGACCGGTTCCAACCGTAGTGGTGCAGCAAGCGGGGAAGCTGGGGAAGGAGTGGGCGGA

CTCACAGGGAGCAATCGCTCGGGGGCCGCCTCCGGAGAGGCCGGCGAGGGCGTCGGGGGL
*kk kx *kk Kk *k kK Kk kkk Kk Kk kKk Kk Kk xKk Kk K%

TCTGATGCCCCGCCTACTCGGGCCCCTACCCCTGATTCTTGCAGGGGTTATTTTGACGTG
TCGGACGCACCGCCGACTCGAGCGCCCACGCCGGACTCCTGTCGGGGGTACTTCGATGTC

Kk Kk KKk Kkkkk Khkkkk Kk Kk Kk Kk Kk Kk Kk Khkkk kK Kk kK Kk

ATGGGGCAATGGGATCCCCCATTTAATTGTTCTTCTGGGGATTTTATATTTTGTTGTGGA
ATGGGCCAGTGGGACCCGCCGTTCAACTGCAGCTCGGGCGACTTCATCTTCTGCTGCGGG

kkkkk kK Khkkkk Kk kK Kk Kkk Kk kk kk kK kk Kkk kk Kkk Kk Kk

ACGTGCGGATTTCGCTTTTGTTGTACCTTCAAGAAGCGACGGCTCAATCAATCAACATGC
ACTTGTGGCTTCCGGTTCTGCTGCACGTTTAAGAAGCGGCGACTGAACCAGAGCACCTGT

kk Kkk kKk Kk kk Kk Kk Kk Kkk Kk kkhkkkkkkk Kk kK Kk K** * Kk Kk

ACGAATTATGATACACCTCTGTGGCTCAATACCGGTAAACCGCCTGCCCGCAAAGACGAT
ACCAACTACGACACGCCACTCTGGCTTAACACGGGCAAGCCCCCAGCGCGTAAGGATGAC

Kk kk kKk Kk kk Kk Kkk Khkkkk Kkk kk Kkk kk Kkk kk Kk *k Kk *k K%

CCACTGCATGATCCGACTAAAGATAAAACAAATTTGATTGTGTATATAATTTGTGGAGTA
CCCTTGCACGACCCTACCAAGGACAAGACCAACCTTATCGTCTACATCATCTGCGGGGTG

* K KKkKkK Kk KKk Kk KKk Kk KKk Kk KK * kK Kk kK Kk KKk Kk Kk Kk

GTTGCCGTGATGGTCTTGGTTGGTATTTTCACGAAACTTGGCTTGGAAAAGGCTCATAGA
GTGGCTGTCATGGTGCTGGTGGGCATCTTCACCAAGCTGGGGCTGGAGAAAGCACACCGG

Kk Kk KKk KKkKKK KKkhkKk Kk KKk Khkkkk Kk KKk Kk KhkKkKk KKk KKk KK *

CCTCAGCGGGAGCATATGTCACGGGCTCTGGCTGACGTGATGCGACCTCAAGGTCATTGT
CCCCAAAGGGAACACATGTCCAGAGCCCTTGCGGATGTCATGAGGCCACAGGGCCACTGC

* Kk KKk KhkkKk KKk KKkKKK * kK Kk KKk Kk KKk Kkkk K Kk Kk Kk Kk Kk

AATACAGATCATATGGAACGAGATTTGAATATCGTGGTGCATGTCCAACACTACGAAAAT
AACACTGACCACATGGAGAGAGACCTTAACATTGTCGTCCACGTGCAGCATTATGAGAAC

*k Kk kK Kk kkkkk * Kk K Kk kk kk kK Kk kk kk Kkk Kk Kkk Kk Kk

ATGGATACGCGAACGCCGATTAACAACCTGCACACAACACAAATGAATAACGCCGTTCCT
ATGGACACAAGAACCCCCATAAATAATCTCCATACCACTCAGATGAACAATGCAGTGCCC

Kk kkKk kK kkkKk Kk kk Kk kk Kk kk Kk Kkk Kkk Kkkkkk *k Kk K*k K%

ACCAGCCCCCTTCTGCAACAAATGGGCCATCCCCACAGCTATCCGAATCTCGGGCAAATA
ACTTCTCCTCTGCTCCAGCAGATGGGACACCCACATTCATACCCCAACCTGGGCCAGATT

* % kk Kk kKk Kk kk Kkhkkkk Kk Kkk Kk kk kk kK Kk kK Kk kK

TCCAACCCCTACGAGCAACAACCCCCGGGGAAGGAACTTAATAAATACGCTAGCTTGAAA
TCTAATCCATATGAACAGCAGCCTCCAGGCAAAGAGCTCAACAAGTATGCCTCCTTAAAG

KKk Kk KKk Kk KKk Kk KKk Kk Kk Kk Kk Kk Kk Kk Kk Kk Kk *k Kk Kk

GCGGTGGGGAACGCAGACGGAGATTGGGCCGTTGCTACACTGAAATCCCCGAAGGCCGAT
GCAGTAGGAAATGCTGATGGTGACTGGGCAGTGGCAACGCTTAAGTCACCAAAAGCTGAC

Kk Kk kK Kk kK Kk Kk Kk kkkkk Kk Kk Kk Kk Kk Kk Kkk Kk kK K%

AAAGTTAACGACGATTTCTATACTAAACGACGCCATCTTGCCGAATTGGCCGCAAAAGGG
AAGGTCAATGATGACTTCTACACCAAGAGAAGGCACCTGGCAGAGCTAGCTGCCAAGGGA

KKk Kk kK Kk KKk Khkkkk Kk KK KKk K KKk kK KKk KK K kK KKk kK Kk

AACCTGCCCCTGCATCCTGTTCGCGTCGAGGACGAACCAAGAGCTTTTAGCCCCGAACAT
AATCTCCCTTTGCACCCGGTAAGAGTGGAAGATGAGCCTCGGGCCTTCAGCCCAGAGCAC

EE I Kk KKk KKk KK K kK KKk Kk Kk kK K kk kKk kkkkk Kk Kk

GGACCCGCTCAACAAAACGGCCAGAAATCCCGGACTAATAAAATGCCGCCTCACCCTCTT
GGGCCTGCCCAGCAGAATGGACAGAAGTCTCGCACCAACAAGATGCCCCCGCATCCCCTG

Kk kk kk kk kk kk Kk kkkkk Kkk Kk kk Kk kk kkkkk kk Kk kK Kk

GCTTATAATAGCACTGCAAATTTCAAAACATGGGATCCTTCAGATCAAAGCCTGCGCCGA
GCCTACAACTCTACAGCCAACTTTAAGACCTGGGACCCCAGTGACCAGTCTCTCCGGCGG

EE I Kk kk kk kk Kk kk kkkkk Kk Kk KKk Kk kK Kk

CAAGCCTATGGTAATAAAGGGAAACTCGGAATTGCAGAAAGCGGGAGTTGTGATCCATTG
CAGGCTTACGGCAACAAGGGCAAGCTTGGCATAGCTGAGTCAGGCTCTTGCGACCCCCTG

Kk Kk kK Kk kK Kk Kk Kk Kk Kk Kk Kk Kk* * % kkk kK Kk * %

GGCACCAGAACACAACATTTTCCGCCAACCCAACCTTATTTTATTACGAATAGTAAGACT
GGGACTCGCACCCAGCACTTCCCACCCACACAGCCATACTTCATCACCAACAGCAAAACA

* Kk Kk K kk kK Kk kK Kk kK Kk Kkk Kk Kkk Kk Kkk Kk Kkk Kk Kk*k K%

GAGGTAACGGTGTAG 1275

31

60

120
120

180
180

240
240

300
300

360
360

420
420

480
480

540
540

600
600

660
660

720
720

780
780

840
840

900
900

960
960

1020
1020

1080
1080

1140
1140

1200
1200

1260
1260



SecuenciaCKAMP44_RAT

CKAMP52syn Cterminal

GAAGTGACTGTCTGA 1275

*Kk Kk kK Kk Kk

9.3.3. Alineamiento de CKAMP52

Amarillo: Residuos de pRK5

Vgide: solapamiento de la secuencia de los fragmentos N-terminal y C-terminal

CKAMP52_RAT
CKAMP52syn_Nterminal

CKAMP52syn_Cterminal
CKAMP52_ RAT
CKAMP52syn_Nterminal

CKAMP52syn_Cterminal
CKAMP52_RAT
CKAMP52syn_Nterminal

CKAMP52syn Cterminal
CKAMP52 RAT
CKAMP52syn Nterminal

CKAMP52syn Cterminal
CKAMP52 RAT
CKAMP52syn Nterminal

CKAMP52syn Cterminal
CKAMP52_RAT
CKAMP52syn_Nterminal

CKAMP52syn_Cterminal
CKAMP52_RAT
CKAMP52syn_Nterminal

CKAMP52syn_Cterminal
CKAMP52_RAT
CKAMP52syn_Nterminal

CKAMP52syn Cterminal
CKAMP52_ RAT
CKAMP52syn Nterminal

CKAMP52syn Cterminal
CKAMP52_ RAT
CKAMP52syn Nterminal

CKAMP52syn Cterminal
CKAMP52_RAT
CKAMP52syn_Nterminal

CKAMP52syn_Cterminal
CKAMP52_RAT
CKAMP52syn_Nterminal

CKAMP52syn_Cterminal
CKAMP52 RAT
CKAMP52syn_Nterminal

CKAMP52syn_Cterminal
CKAMP52_ RAT
CKAMP52syn_Nterminal

CKAMP52syn_Cterminal
CKAMP52_ RAT
CKAMP52syn_Nterminal

CKAMP52syn_Cterminal
CKAMP52_ RAT

———————————————————————————— ATGGCGCTGCGCCGCCTCCTGCTGTCGCCTCT
TTTTGTGGATGCTCTACTTTTCTTGGAAATGGCTTTGCGGAGACTGCTTCTCAGTCCATT

GCTGCTGTCGCTGCTGCTGTCGCTCGCGTCCCTGCACCTGCCGCCCGGCGCAGACGCCGL
GCTCCTCTCACTCTTGCTTAGCCTGGCTAGCCTTCATCTCCCACCTGGGGCTGATGCAGC

CCGTGGCCGCTCCGCTAACCGGACCCTGAGCGCGGGAGCCGTCGGAGGTCGGCGAGCGGG
TAGAGGCCGGAGTGCTAATCGTACTCTTAGTGCCGGTGCGGTGGGCGGCCGAAGGGCCGG

GAGCGCCCTGGCCCGAGGCGACCGCGAGCTCAACAGCACCGCCCGTGGGTCCGGCGTCTC
CTCAGCTCTCGCAAGGGGAGATAGGGAACTGAATTCTACTGCAAGAGGCAGTGGGGTGAG

GGAGGCGGGCAGCCGGCGGGGACAGTCCGCAGCGGCGGCGGCGGCGGCCAGCGCGACTGT
TGAAGCCGGGTCCCGCAGGGGCCAAAGCGCTGCTGCCGCCGCTGCTGCTTCCGCAACCGT

TACTTACGAGACGTGCTGGGGCTACTACGACGTGAGCGGCCAGTACGACAAGGAGTTCGA
GACCTATGAAACCTGTTGGGGATATTATGATGTATCCGGGCAATATGACAAAGAATTCGA

GTGCAACAACAGCGAGAGCGGCTACCTGTACTGCTGCGGCACCTGCTACTATCGCTTCTG
ATGCAACAATAGCGAGTCAGGGTACCTGTACTGCTGTGGTACCTGCTACTATCGGTTCTG

CTGCAAGAAGCGCCACGAGAAGCTGGACCAGCGCCAGTGCACCAACTACCAAAGCCCGGT
TTGCAAGAAACGCCACGAGAAACTGGACCAGCGTCAGTGCACCAACTACCAAAGCCCAGT

TCCCCCGGGCCTGAGAACAAGTACGACCC
ATGGGTGCAGACGCCCAGCACCAAGGTAGTGTCGCCGGGGCCCGAGAACAAGTACGACCC
ATGGGTCCA!

* Kk KKk

Kk kKKK KKK KKK

TGAAAAGGACAAGACCAACTTTACAGTTTACATCACTTGCGGAGTGATCGCATTCGTCAT
AGAGAAGGACAAGACCAACTTTACCGTCTACATCACTTGCGGGGTGATAGCCTTCGTCAT

CGTCGCAGGTGTATTCGCGAAGGTTTCATATGACAAGGCCCACAGGCCACCTCGCGAGAT
CGTGGCGGGTGTCTTCGCCAAGGTCTCCTATGACAAGGCCCACCGCCCTCCGCGAGAGAT

GAACATTCACAGGGCACTCGCCGACATCCTGCGACAACAGGGCCCTATCCCCATCGCACA
GAACATCCACAGGGCTCTGGCTGACATCCTAAGACAACAGGGACCAATCCCCATAGCACA

CTGTGAACGCGAAACCATCAGTGCCATCGATACCTCTCCCAAAGAGAACACGCCAGTACG
CTGTGAAAGAGAAACCATCTCGGCCATCGATACCTCTCCCAAAGAGAACACGCCGGTCCG

TTCAACTAGCAAGAACCACTACACACCTGTGCGTACAGCCAAGCAGACCCCAGGGGATCG
ATCAACCTCCAAAAACCACTACACCCCTGTGCGCACAGCCAAGCAGACTCCAGGTGATCG

TCAGTATAATCATCCGATTCTCAGCTCCGCCACACAGACGCCCACCCATGAGAAACCTAG
TCAGTATAATCATCCTATATTAAGCAGCGCTACCCAGACCCCTACGCATGAGAAGCCACG

AATGAATAACATCCTGACCAGTGCCACGGAGCCCTATGACCTCTCTTTCAGTCGCTCCTA
GATGAATAACATCCTGACATCAGCCACAGAGCCCTATGACCTCTCCTTCTCGCGCTCTTA
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32

92
120

152
180

212
240

272
300

332
360

392
420

452
480

50
512
511

110
572
511

170
632
511

230
692
511

290
752
511

350

511

410

872
511

470
932



CKAMP52syn_Nterminal

CKAMP52syn Cterminal
CKAMP52_ RAT
CKAMP52syn Nterminal

CKAMP52syn Cterminal
CKAMP52_ RAT
CKAMP52syn Nterminal

CKAMP52syn Cterminal
CKAMP52_RAT
CKAMP52syn_Nterminal

CKAMP52syn_Cterminal
CKAMP52_RAT
CKAMP52syn_Nterminal

CKAMP52syn_Cterminal
CKAMP52_RAT
CKAMP52syn_Nterminal

CKAMP52syn Cterminal
CKAMP52_ RAT
CKAMP52syn Nterminal

CKAMP52syn Cterminal
CKAMP52_ RAT
CKAMP52syn Nterminal

CKAMP52syn Cterminal
CKAMP52_RAT
CKAMP52syn_Nterminal

CKAMP52syn_Cterminal
CKAMP52_RAT
CKAMP52syn_Nterminal

CKAMP52syn_Cterminal
CKAMP52_ RAT
CKAMP52syn_Nterminal

CKAMP52syn Cterminal
CKAMP52 RAT
CKAMP52syn Nterminal

CCAGAACCTGGCGCACCTTCCCCCATCTTATGAAAGCGCTGTGAAGACAAATCCGAGCAA
CCAGAACTTAGCCCATTTGCCTCCATCATATGAATCTGCAGTGAAGACAAATCCGAGCAA

GTACTCTTCTCTGAAGCGACTGACTGACAAGGAAGCGGATGAGTATTACATGCGGCGGAG
GTACTCATCTCTGAAGAGGCTAACGGACAAGGAAGCTGATGAGTATTACATGAGAAGGAG

ACACCTGCCCGATCTCGCCGCCAGAGGAACTCTTCCATTGAACGTCATACAGATGTCACA
GCACCTGCCAGATCTTGCAGCCCGTGGTACTCTCCCCCTCAACGTCATCCAGATGTCTCA

ACAGAAACCTCTGCCTCGCGAAAGGCCCCGCCGACCTATACGCGCCATGTCCCAGGATCG
ACAGAAGCCTCTTCCTCGAGAACGGCCACGCAGGCCCATTAGGGCCATGTCCCAGGACAG

AGTCTTGTCCCCTCGGCGGGGCCTTCCCGATGAATTCGGCATGCCTTATGACCGCATCCT
GGTCTTGTCTCCACGTCGGGGATTGCCAGATGAATTCGGCATGCCCTATGACCGCATCTT

CTCTGATGAACAGTTGCTCTCCACCGAGCGGCTTCACTCTCAGGACCCCCTGCTGTCTCC
GTCTGATGAACAGCTGCTCTCCACAGAGCGCCTGCACTCCCAGGACCCGTTGCTGTCCCC

TGAGAGAACTGCTTTCCCTGAGCAGAGTCTGAGCCGGGCCATAAGTCACACAGACGTCTT
AGAGAGGACAGCTTTCCCGGAGCAGTCGCTGTCGCGGGCCATCTCGCACACGGACGTCTT

TGTGTCAACACCTGTGCTGGACAGATACCGAATGACCAAAATGCACAGCCATCCGTCTGC
TGTGTCCACACCAGTGCTGGACCGTTACCGCATGACCAAGATGCACTCCCATCCCAGTGC

CAGCAATAACAGTTATGCCACTCTTGGCCAGAGCCAGACTGCAGCCAAGAGGCATGCCTT
CTCCAATAACTCCTATGCCACCCTGGGCCAGAGCCAGACGGCAGCCAAGCGCCATGCCTT

TGCTAGCAGGAGACATAACACAGTGGAACAGTTGCACTATATCCCGGGGCATCACACCTG
TGCCTCTCGCAGACATAACACGGTGGAACAGCTGCACTATATCCCGGGCCATCACACCTG

CTACACGGCGTCCAAGACCGAAGTGACAGTGCTGGAGGTGCTGTTTCAGGGA
CTACACAGCCAGCAAGACCGAAGTGACAGTGTGA-——————=———————————

9.3.4. Alineamiento de CKAMP59

CKAMP59 RAT
CKAMP59syn

CKAMP59 RAT
CKAMP59syn

CKAMP59 RAT
CKAMP59syn

CKAMP59_RAT
CKAMP59syn

CKAMP59_RAT
CKAMP59syn

CKAMP59 RAT
CKAMP59syn

CKAMP59 RAT
CKAMP59syn

ATGCCGGCCCTGCTGTTGATCGGGACCGTCGCGCTGCTAGCCTCCACCGCGGGCCCGGTG
ATGCCGGCCCTGCTGTTGATCGGGACCGTCGCGCTGCTAGCCTCCACCGCGGGCCCGGTG

B R R R R R R

GGGGCGCGCCCATCCAACGACACAAGCGCCGTGGCCCCGGGCCCGCTGCCCGCGCTACTC
GGGGCGCGCCCATCCAACGACACAAGCGCCGTGGCCCCGGGCCCGCTGCCCGCGCTACTC

R R R R R

GCGCACCTGCGGCGCCTGACCGGGGCTCTGGCGGGCGGCGGGAGCGCAGCGGGCGCCAAC
GCGCACCTGCGGCGCCTGACCGGGGCTCTGGCGGGCGGCGGGAGCGCAGCGGGCGCCAALC

B R R R

GCCAACGCCACCAAGACCAGCCCCGCGGGTGGCACGGGTGCAGCGGCACGGGLCGLCCCCT
GCCAACGCCACCAAGACCAGCCCCGCGGGTGGCACGGGTGCAGCGGCACGGGLCGLCCCCT

B R R

CCGGCCGAGCTCTGCCATGGCTACTACGATGTCATGGGCCAGTACGACGCCACCTTCAAC
CCGGCCGAGCTCTGCCATGGCTACTACGATGTCATGGGCCAGTACGACGCCACCTTCAAC

B R R

TGCAGCACCGGCTCCTACCGCTTCTGCTGTGGCACCTGCCACTACCGTTTCTGCTGCGAG
TGCAGCACCGGCTCCTACCGCTTCTGCTGTGGCACCTGCCACTACCGTTTCTGCTGCGAG
ke Kk ok K kK ok ok kK ok ok ok kK ok ok ok kK o kK ok ok kK ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok o ok ok ok ok kR ok ok Kk ok
CACCGCCACATGCGCCTGGCGCAGGCCTCCTGCTCCAACTACGACACACCACGCTGGGCC
CACCGCCACATGCGCCTGGCGCAGGCCTCCTGCTCCAACTACGACACACCACGCTGGGCT

B R R R R R
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530

511

590
1052
511

650
1112
511

710
1172
511

770
1232
511

830
1292
511

890
1352
511

950
1412
511

1010
1472
511

1070
1532
511

1122
1566
511

60
60

120
120

180
180

240
240

300
300

360

360

420
420



CKAMP59_RAT
CKAMP59syn

CKAMP59 RAT
CKAMP59syn

CKAMP59 RAT
CKAMP59syn

CKAMP59 RAT
CKAMP59syn

CKAMP59_RAT
CKAMP59syn

CKAMP59_RAT
CKAMP59syn

CKAMP59_RAT
CKAMP59syn

CKAMP59 RAT
CKAMP59syn

CKAMP59 RAT
CKAMP59syn

CKAMP59 RAT
CKAMP59syn

CKAMP59_RAT
CKAMP59syn

CKAMP59_RAT
CKAMP59syn

CKAMP59_RAT
CKAMP59syn

CKAMP59 RAT
CKAMP59syn

CKAMP59 RAT
CKAMP59syn

CKAMP59 RAT
CKAMP59syn

CKAMP59_RAT
CKAMP59syn

CKAMP59_RAT
CKAMP59syn

CKAMP59 RAT
CKAMP59syn

CKAMP59 RAT
CKAMP59syn

CKAMP59 RAT
CKAMP59syn

ACCACGCCCCCGCCGCTGGCTGGAGGCGCCGGGGGCGCTGGGGGTGCGGGTGGGGGGCCA
ACTACACCTCCTCCTCTTGCAGGTGGAGCTGGTGGAGCAGGTGGAGCTGGAGGAGGACCA

Kk Kk KKk kK KKk Kk Kkekkekk Kk Kk Kkk_Kkekk Kkhkokk Kkokk Kk KkK

GGGCCAGGCCAGGCAGGGTGGCTGGAAGGGGGCAGGGCCGGGGGCGCTGGGGGTCGTGGG
GGTCCAGGTCAAGCAGGATGGTTGGAAGGTGGTAGAGCAGGTGGTGCAGGTGGAAGAGGT

Kk kKkKkKkKk KKk _KKKKK KKK KAKKKKK KKk Kk _ KKk Kk KKk Khkokk Kko KoKk

GGAGAGGGCCCAGGGGGCAGCACAGCCTACGTGGTGTGCGGAGTCATCAGTTTCGCTCTG
GGTGAAGGACCAGGGGGCAGCACAGCCTACGTGGTGTGCGGAGTCATCAGTTTCGCTCTG

R T I R R R R

GCGGTGGGCGTCGGTGCCAAAGTGGCCTTCAGCAAGGCGTCACGTGCGCCCAGGGCGCAC
GCGGTGGGCGTCGGTGCCAAAGTGGCCTTCAGCAAGGCGTCACGTGCGCCCAGGGCGCAC

Kok kkkkkkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkkkk k k%

CGGGAGATCAACGTGCCCAGAGCTCTGGTGGATATTCTCAGGCATCAAGCAGGACCTGCA
CGGGAGATCAACGTGCCCAGAGCTCTGGTGGATATTCTCAGGCATCAAGCAGGACCTGCA

Kok kkkkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkhkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkkkkkk k%

ACCCGCCCGGACCGGGCCAGAAGCAGTTCTCTGACCCCAGGGCTGGGAGGCCCAGAGAGC
ACCCGCCCGGACCGGGCCAGAAGCAGTTCTCTGACCCCAGGGCTGGGAGGCCCAGAGAGC

Kok kkkkkkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkhkhkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkkkk k%

ATGGCCCCTAGGACGCCCAAGAACCTTTACAACACCATGAAGCCCTCCAACCTTGATAAC
ATGGCCCCTAGGACGCCCAAGAACCTTTACAACACCATGAAGCCCTCCAACCTTGATAAC

R R R R R T R

CTGCACTACAACGTCAACAGTCCCAAGCACCGCGCCGCCACACTGGACTGGCGTGCTATG
CTGCACTACAACGTCAACAGTCCCAAGCACCGCGCCGCCACACTGGACTGGCGTGCTATG

B R R R R R R R

CCACCGCCCAGCCCTTCCCTGCACTACTCTACGCTGTCCTGCTCTCGATCCTTCCACAAC
CCACCGCCCAGCCCTTCCCTGCACTACTCTACGCTGTCCTGCTCTCGATCCTTCCACAAC

R R R R R R R R R

CTCTCTCATCTTCCCCCATCGTATGAGGCGGCTGTGAAATCAGAATTGAATCGATACTCT
CTCTCTCATCTTCCCCCATCGTATGAGGCGGCTGTGAAATCAGAATTGAATCGATACTCT

B R R R

TCCCTCAAGAGACTGGCTGAGAAAGATCTGGATGAAGCCTACCTGAAGCGCAGACATCTA
TCCCTCAAGAGACTGGCTGAGAAAGATCTGGATGAAGCCTACCTGAAGCGCAGACATCTA

Kok kkkkkhkhhkhhkhhkhhkhhhhkhhhhhhhhkhhkhkhkhkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkkkkkk k&%

GAGATGCCACGTGGAACACTGCCTTTGCATGCACTCCGGCGGCCAGGCACTGGAGGTGGC
GAGATGCCACGTGGAACACTGCCTTTGCATGCACTCCGGCGGCCAGGCACTGGAGGTGGC

Kok kkkkkhkkhkhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhkhhkkhkkhkhkhkkhkhkkhkkhkkhkkkkkkkkkk*

TACCGCATGGATGGCTGGGGTGGCCCTGAGGAGCTGGGCCTGGCACCGGCACCCAACCCC
TACCGCATGGATGGCTGGGGTGGCCCTGAGGAGCTGGGCCTGGCACCGGCACCCAACCCC

Kok kkkkkhkkhkhhkhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhkhkkhkhkhkkhkkhkkhkkhkkkkkkkkkkk k%

CGGCGGGTTATGTCCCAGGAGCACCTGCTGGGTGATGGCGGCCGAGCTTCCCGCTATGAG
CGGCGGGTTATGTCCCAGGAGCACCTGCTGGGTGATGGCGGCCGAGCTTCCCGCTATGAG

B R T

TTCACATTGCCTCGAGCGCGCCTGGTGTCTCAAGAACACCTGCTGCTATCCTCACCGGAG
TTCACATTGCCTCGAGCGCGCCTGGTGTCTCAAGAACACCTGCTGCTATCCTCACCGGAG

B R R R R R R

GCGCTTCGCCAGAGTCGCGAGCACCTGCTGTCACCCCCACGAAGTCCTGCACTGCCCCCA
GCGCTTCGCCAGAGTCGCGAGCACCTGCTGTCACCCCCACGAAGTCCTGCACTGCCCCCA

e R R R R

GATCCCACCACCCGGGCCAGCCTGGCTGCCTCACACTCCAACCTGCTGCTGGGGCCTGGG
GATCCCACCACCCGGGCCAGCCTGGCTGCCTCACACTCCAACCTGCTGCTGGGGCCTGGG

Kok kkkkkhkkhkhhkhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhkhkkhhhkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkkkkkkk k%

GGCCCCCCCACACCCCTGCATGGGTTGCCTCCATCAGGCCTGCATGCCCACCATCACCAT

GGCCCCCCCACACCCCTGCATGGGTTGCCTCCATCAGGCCTGCATGCCCACCATCACCAT
okok ok kk ok ko k ok k ok kkkk Kk ok ok kkkkkk ok k ok kkkkkkkkkkkkk ok k ok kkkkkkkkkkkkkkx

GCCCTTCATGGCTCTCCTCAGCCAGCCTGGATGTCTGATGCGGGCGGGGGTGGGGGCACA

GCCCTTCATGGCTCTCCTCAGCCAGCCTGGATGTCTGATGCGGGCGGGGGTGGGGGCACA
okok ok ok ok ok ko k ok k ok kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkhkkkx

CTGGCCCGCAGGCCACCCTTTCAGCGCCAGGGAACCCTGGAGCAGCTGCAGTTCATTCCT
CTGGCCCGCAGGCCACCCTTTCAGCGCCAGGGAACCCTGGAGCAGCTGCAGTTCATTCCT

T o R o

GGGCACCACTTGCCCCAGCACCTGCGCACTGCCAGCAAGAACGAAGTGACTGTCTGA 1677
GGGCACCACTTGCCCCAGCACCTGCGCACTGCCAGCAAGAACGAAGTGACTGTCTGA 1677

B R T R R
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540
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600

660
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720
720

780
780

840
840

900
900

960
960

1020
1020

1080
1080

1140
1140

1200
1200

1260
1260

1320
1320
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1380

1440
1440
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1500

1560
1560

1620
1620



9.4. ANEXO IV: SECUENCIA DE LOS OLIGOS DISENADOS

Tabla 2. Secuencia de los oligos disefiados. En azul secuencia del pRK5 (zona de homologia), en rojo,
secuencia de nucledtidos de la proteina (zona de «annealing»).

Cebador Secuencia Temperatura
de «annealing»

CKAMP39_pRK5_FW TGCTCTACTTTTCTTGGAAATGGAAAGAGCGGGTG 56,3°C
CAAGG

CKAMP39_pRK5_RV CTGAAACAGCACCTCCAGCACCGTCACTTCTGCCT 55,9°C
TGC

CKAMP44_pRK5_FW TGCTCTACTTTTCTTGGAAATGCGCGGGTGTTGAG 56,3°C
ATTG

CKAMP44_pRK5_RV GAAACAGCACCTCCAGCACCGTTACCTCAGTCTTA 54°C
CTATT

CKAMP59_pRK5_FW ATGCTCTACTTTTCTTGGAAATGCCGGCCCTGCTGT 54,9°C
TG

CKAMP59_pRK5_RV TGAAACAGCACCTCCAGGACAGTCACTTCGTTCTT 51,8°C
GC

pRK5_FW CTGGAGGTGCTGTTTCAGGGACC 60,6°C

pRK5_RV TTCCAAGAAAAGTAGAGCATCCACAAAATATCCC 60,8°C
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9.5. ANEXO V: LISTA DE MEDIOS Y TAMPONES EMPLEADOS

9.5.1. Composicién del medio SOB (1L)

20 g triptona

5 g levadura

2 ml de 5M NacCl
2,5 ml de 1M KCI
10 ml de 1M MgCl;
10 ml de 1M MgSO,
H>0 miliQ hasta 1L

9.5.2. Composicién del medio LB-agar (1L)

10 g triptona

10 g NaCl

5 g levadura

950 ml H20 miliQ

9.5.3. Composicién del medio LB24 (1L)

10 g triptona

5 g NaCl

24 g levadura
950 ml H20 miliQ

9.5.4. Composicién de TBE (1L)

— b4g Tris
27,5 g &cido bdrico

H>0 miliQ hasta 1L

9.5.5. SDS-PAGE

Tabla 3. Composicidn de dos geles de electroforesis SDS-PAGE con 10 0 12% de acrilamida, incluyendo

la del gel concentrador (4% en acrilamida).

Gel separador 10% Gel separador 12% | Gel concentrador 4%

H,O mQ 4 ml 3,34 ml 3,2ml
Acrilamida 30% 3,33 ml 4 ml 666 ul

Tris 1,5M pH 8,8 2,5 ml 2,5 ml

Tris 1M pH 6,8 625 ul

SDS 20% 50 ul 50 ul 25 ul

APS 20% 100 pl 100 pl 50 pl

TEMED 10 pl 10 ul 5ul

9.5.5. Composiciéon de la solucion de transferencia (1L)

200 ml de transfer buffer 5x (BIORAD)
600 ml de H>O miliQ
200 ml de etanol puro
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9.6. ANEXO VI: MAPA DE LOS VECTORES pRKS5

9.6.1. Mapa de pRK5 con CKAMP39-GFP

lac promoter

CMV promoter’

SP6 promoter)

BamHI (2297)

SV40 poly(A) signal
Kozak sequence
(4264) Xhol

HRV 3C site

CKAMP39syn_eGFP_prk5
6971 bp

9.6.2. Mapa de pRK5 con CKAMP44-GFP

lac promoter

lac operator)

CMV promoter

SP6 promoter

BamHI (2345)

SV40 poly(A) signal

Kozak sequence

(4339) Xhol

8xHis

BamHI (3206)
HRV 3C site
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9.6.3. Mapa de pRK5 con CKAMP52-GFP

lac promoter

Ndel (1269)

CMV promoter,

SP6 promoter

SV40 poly(A) signal
Kozak sequence
(4630) Xhol

Ndel (2693)

HRV 3C site

CKAMP52syn_eGFP_prk5
7337 bp

9.6.4. Mapa de pRK5 con CKAMP59-GFP

lac promoter

CKAMP59rat_prk5
7448 bp

M13 fwd

SV40 poly(A) signal
Kozak sequence
(4741) Xhol

8xHis

Xbal (3170)

Xhol (3364)
HRV 3C site
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9.5.5. Mapa de pRK5 con TARPy5-GFP (vector utilizado para el clonaje)

lac promoter

lac operator;

NdeI (1269)

CMV promoter;

SP6 promoter,

TARPSsyn _FW (2075 .. 2114)

SV40 poly(A) signal
Kozak sequence

(3892) Xhol HRV 3C site

TARPSsyn _RV (2897 .. 2936)
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9.7. ANEXO VII: LISTADO DE ABREVIATURAS

AMPAR
ATD
CKAMP
CNIH
CTD
C-terminal
DDM
DMEM
DMSO
DNA
dNTP
DTT
EDTA
EST
FBS

FT

g

g
GC

GDN
GFP
GIuA
HRP
IVA

LB
LBD

ml

mM

ng

a-amino-3-hidroxi-5-metilo-4-isoxazolpropiénico receptor
Dominio amino-terminal
Cysteine-knot AMPAR modulatory protein
Cornichon homolog

Dominio intracelular C-terminal
Carboxilo terminal

Detergente n-Dodecyl-beta-Maltoside
Dulbecco’s Modified Eagle Medium
Dimetilsulféxido

Acido desoxirribonucleico
Deoxinucleotido trifosfato
1,4-ditiotreitol

Acido etilendiaminotetraacético
Expressed Sequence Tags

Suero fetal bovino

Flow through

Fuerza centrifuga

Gramo

Guanina y citosina

Glyco-diosgenin

Green Fluorescent Protein
Glutamate AMPA receptor
Horseradish peroxidase

In Vivo Assembly

Litro

Medio de cultivo Luria-Bertani
Dominio de unién a ligando
Concentracién molar

Mililitro

Concentracion milimolar

Nanogramo
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nM

NTD
N-terminal
pb

PBS

PCR

PEI

P/S

RAIR

rpm

SDS
SDS-PAGE
SOB
TARP
TBE
TEMED
m

TMD

°C
Hg
pl
UM

Concentracién nanomolar
Dominio N-terminal

Amino terminal

Pares de bases

Tampon fosfato salino
Polimerase Chain Reaction
Polietilenimina
Penicilina/estreptomicina
RecA-independent recombination
Revoluciones por minuto

Dodecil sulfato sédico

Dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis
Super optimal broth
Transmembrane AMPAR regulatory protein
Tris-Borato-EDTA
N,N,N',N'-tetrametiletilendiamina
Melting temperature

Dominio transmembrana

Voltio

Grado centigrado

Microgramo

Microlitro

Concentraciéon micromolar
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