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DESCRIPCIÓN 

Complejo regulador de colesterol de sirt1 y lxr y métodos de uso 

Antecedentes de la invención 

La homeostasis del colesterol se mantiene mediante el equilibrio entre la ingesta con la dieta, la síntesis de nuevo 
5 colesterol, el transporte, el metabolismo y la excreción. Niveles bajos de lipoproteína de elevada densidad (HDL, del 

inglés “high density lipoprotein”) y niveles altos de lipoproteína de baja densidad (LDL, del inglés “low density 
lipoprotein”) se asocian a hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia y un aumento del riesgo de enfermedad 
cardiovascular1 y enfermedad de Alzheimer2-6, las enfermedades asociadas a la edad que son causas principales de 
mortalidad en la población de media edad y de edad avanzada. Tanto los factores genéticos como los ambientales 
contribuyen a la progresión de la enfermedad cardiovascular y la enfermedad de Alzheimer, y el riesgo de estos 
trastornos aumenta con la edad. Sin embargo, se sabe poco de los mecanismos subyacentes a través de los cuales 
los factores genéticos son sensibles al entorno ambiental para mediar en estas enfermedades asociadas al 
envejecimiento. 

El regulador de información silencioso 2 (Sir2) es un regulador crítico de la esperanza de vida como respuesta a 
15 cambios ambientales. El gen Sir2 es un determinante de longevidad en levadura, C. elegans7 y Drosophila 8,9. Tanto 

en levadura 10,11 como en Drosophila 8,9, también se requiere la actividad Sir2 para la extensión de la esperanza de 
vida proporcionada por la restricción calórica. Bioquímicamente, la Sir2 y sus homólogos (sirtuínas) son un grupo de 
desacetilasas de proteína dependientes de NAD+ altamente conservadas 12-14. El requerimiento de NAD+ puede 
hacer que las sirtuinas monitoricen el metabolismo celular y modulen los procesos celulares que afectan al 
envejecimiento. En mamíferos, la SIRT1, un ortólogo de mamífero de la proteína Sir2, tiene múltiples sustratos de 
proteína y es capaz de regular procesos relacionados con el envejecimiento, tal como el ciclo celular, la apoptosis, la 
respuesta al estrés oxidativo y neurodegeneración 15-20. En estos procesos, la SIRT1 es capaz de desplazar el 
equilibrio entre muerte celular y supervivencia celular, proporcionando de este modo resistencia al estrés 21. 

El metabolismo del colesterol y de la grasa está regulado por muchos factores ambientales y celulares comunes. Los 
25 Receptores Activados por Proliferador de Peroxisoma (PPARs, del inglés “Peroxisome Proliferator-Activated 

Receptors”) y los Receptores X Hepáticos (LXRs, del inglés “Liver X Receptors”), dos subclases de receptores 
nucleares sensibles a péptidos, desempeñan funciones críticas en el metabolismo de lípidos y carbohidratos. 
Estudios recientes han demostrado que en el tejido de grasa blanca, la SIRT1 interactúa con el receptor nuclear 
PPARγ a través de co-represor de receptor nuclear (N-CoR) y promueve la movilización de grasas tras privación 
alimentaria 22. La SIRT1 también es capaz de interactuar y modificar el coactivador PPARγ PGC-1α para regular la 
homeostasis hepática de glucosa 23,24. La Patente de EE.UU. 6.048.903 muestra que el nivel de lipoproteínas de 
densidad pesada (HDL) en la sangre de un sujeto humano puede facilitarse mediante la administración de trans­
resveratrol al sujeto, y que dicha sustancia reduce el nivel de lipoproteínas de densidad ligera (LDL) en la sangre del 
sujeto. 

35 La implicación de la SIRT1 en el metabolismo de grasas y en la homeostasis de glucosa demuestra el potencial de 
que esta proteína también podría regular la homeostasis de colesterol en mamíferos. La presente invención estudia 
estos nuevos mecanismos de homeostasis de colesterol. 

Sumario de la invención 

La presente invención se refiere de forma general a composiciones y métodos útiles en el campo de la homeostasis 
de colesterol y el transporte de colesterol inverso. 

En un primer aspecto, la invención proporciona un complejo aislado que contiene una proteína SIRT1 de mamífero y 
una proteína LXR de mamífero. En determinadas realizaciones este complejo contiene adicionalmente un elemento 
de respuesta de LXR. 

En un aspecto relacionado, la invención proporciona un método para formar un complejo que contiene una proteína 
45 SIRT1 de mamífero y una proteína LXR de mamífero. El método incluye la combinación de composiciones que 

contienen una proteína SIRT1 de mamífero, una proteína LXR de mamífero y un fragmento de un ácido nucleico 
celular que incluye un elemento de respuesta de LXR. 

En otro aspecto adicional, la invención proporciona un método para identificar un agente que modula la formación de 
un complejo que comprende una proteína SIRT1 de mamífero y una proteína LXR de mamífero. Este método incluye 
las etapas de: 

 combinar composiciones que contienen una proteína SIRT1 de mamífero, una proteína LXR de mamífero y un 
fragmento de un ácido nucleico celular que incluye un elemento de respuesta de LXR, proporcionando de este 
modo una composición de complejo; 

 adicionalmente poner en contacto una de las composiciones que contiene la proteína SIRT1 de mamífero, la 
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composición que contiene la proteína LXR de mamífero, o la composición que contiene el fragmento de ácido 
nucleico celular con una cuarta composición que incluye el agente antes de la etapa de combinación, o poner 
en contacto la composición de complejo con la cuarta composición que incluye el agente después de la etapa 
de combinación; y 

 determinar si la formación del complejo está modulada por el agente. 

En determinadas realizaciones de este método, el agente aumenta la formación del complejo. En realizaciones 
adicionales, la determinación se lleva a cabo mediante comparación con una composición de control que contiene el 
agente. 

La Patente de EE. UU. 6.835.563 se refiere a polipéptidos ABC1 y a métodos para aumentar el eflujo de colesterol. 
El documento US2005/136429 describe la evaluación de una molécula de SIRT1 en un sujeto. 

También se describe un método para aumentar la relación de colesterol ligado a lipoproteína de alta densidad (HDL) 
respecto al colesterol total en el plasma de un mamífero, en donde el método incluye la administración al mamífero 
de un agente que estimula la actividad de SIRT1. Por ejemplo, el agente incluye T0901317. 

También se describe un método para aumentar la relación de colesterol ligado a lipoproteína de alta densidad (HDL) 
respecto al colesterol total en el plasma de un mamífero, en donde el método incluye la administración al mamífero 
de un agente que promueve la formación de un complejo que contiene una proteína SIRT1 de mamífero y una 
proteína LXR de mamífero. Por ejemplo, el agente incluye 22(R)-hidroxicolesterol o ácido 9-cis retinoico, o ambos. 

También se describe un método para promover el eflujo de colesterol mediado por ABCA1 desde una célula de 
mamífero, en donde el método incluye la introducción en la célula de un ácido nucleico que contiene una secuencia 
que codifica una proteína desacetilasa. Por ejemplo, la proteína desacetilasa es una Sir2 ecuariótica o una SIRT1 de 
mamífero. Otros ejemplos de este método incluyen una etapa adicional de poner en contacto la célula con un agente 
que estimula la actividad de SIRT1, tal como T0901317. La célula se puede poner en contacto adicionalmente con 
un agente que promueve la formación de un complejo que contiene una proteína SIRT1 de mamífero y una proteína 
LXR de mamífero. Por ejemplo, el complejo que promueve incluye 22(R)-hidroxicolesterol o ácido 9-cis retinoico, o 
ambos. 

También se describe un método para tratar a un sujeto que se considera que tiene un nivel de actividad de SIRT1 
que está por debajo de lo normal. Dicho sujeto exhibe un nivel de colesterol HDL, y una relación de colesterol HDL a 
colesterol LDL, que se consideran por debajo de lo normal. El método incluye la administración de un ácido nucleico 
que codifica SIRT1 específica de especie a un sujeto, en donde el ácido nucleico es efectivo para expresar una 
cantidad terapéuticamente efectiva de SIRT1 en una célula del sujeto. 

También se describe un método para determinar si una sustancia candidata modula un proceso dependiente de 
LXR. El método incluye la transfección de una célula con un plásmido que alberga un gen indicador dirigido 
operativamente por un LXRE; poner en contacto la célula con el candidato; y determinar si el candidato modula la 
expresión del gen indicador en comparación con una célula que no esté en contacto con el candidato; de tal modo 
que una diferencia detectada entre la presencia y la ausencia del candidato indica que el candidato modula el 
proceso dependiente de LXR. 

En un aspecto adicional, la invención proporciona un método para determinar si una sustancia candidata modula un 
efecto dependiente de SIRT1 de un LXR. Este método incluye la transfección de una célula con un plásmido que 
alberga un gen SIRT1; transfectar adicionalmente la célula con un plásmido que alberga un gen indicador dirigido 
operativamente por un promotor LXRE; poner en contacto la célula con el candidato; y determinar si el candidato 
modula la expresión del gen indicador en comparación con una célula que no esté en contacto con el candidato; en 
donde la detección de una diferencia entre la presencia y la ausencia del candidato indica que el candidato modula 
el efecto dependiente de SIRT1 de un LXR. 

En un aspecto adicional, la invención proporciona un método para determinar si una sustancia candidata modula la 
interacción de SIRT1 con un LXR. Este método incluye la transfección de una célula con un vector que alberga una 
secuencia que codifica un LXR etiquetado con un epítopo; transfectar adicionalmente la célula con un vector que 
alberga una secuencia que codifica una SIRT1; poner en contacto la célula con la sustancia candidata; lisar las 
células; poner en contacto los lisatos celulares con un anticuerpo específico de la etiqueta de epítopo; y recuperar 
los inmunoprecipitados que comprenden un complejo de la SIRT1 y el LXR con un adsorbente específico de 
anticuerpo; llevar a cabo un procedimiento de análisis por transferencia Western usando anticuerpos específicos de 
SIRT1 y un LXR; en donde la detección de una diferencia en la formación de complejo en presencia del candidato, 
en comparación con la ausencia del candidato, indica que el candidato modula la interacción de la SIRT1 con el 
LXR. 

Breve descripción de las figuras 

Figura 1. La pérdida de función de SIRT1 produce una alteración de la homeostasis de colesterol. 
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(a-c) Se analizaron muestras de plasma de ratones naturales (barra rellena), SIRT1+/- (barra sombreada) y SIRT1+/-

(barra hueca) para determinar (a) el colesterol total, (b) el colesterol HDL, (c) el colesterol LDL. 

(d) Perfiles de colesterol de lipoproteína de plasma FPLC en ratones naturales (diamante relleno) y SIRT1-/-

(diamante hueco). 

(e) Contenidos de lípidos relativos en las fracciones HDL de ratones naturales (barra rellena) y SIRT1-/- (barra 
abierta). 

(f) Colesterol total de testículos e hígados de control natural (barra rellena) y de camada SIRT1-/- (barra hueca). 

(g) Eflujo mediado por ApoAI de [3H]-colesterol de fibroblastos embrionarios de ratón primarios (MEFs) (panel 
izquierdo) o de monocitos humanos THP-1 (panel derecho), con o sin pre-tratamiento con nicotinamida. 

Figura 2. Expresión de ABCA1 e interacción con receptores nucleares de LXR. 

(a) Expresión de ARNm de ABCA1 en hígados (panel izquierdo, determinado mediante PCR en tiempo real 
cuantitativa), y en testículos y ovarios (panel derecho, determinado mediante análisis de transferencia western de 
animales naturales (+/+) y SIRT1-/- (-/-)). 

(b) La inhibición de la actividad de SIRT1 reduce la actividad de promotor ABCA1. 

(c) Efecto de deficiencia de SIRT1 sobre la actividad de promotor en MEFs. 

(d) Interacción de SIRT1 con el LXRE de promotor ABCA1. 

(e) La SIRT1 interactúa con LXRα y LXRβ. 

Figura 3. La deficiencia de SIRT1 compromete las respuestas normales a un agonista de LXR in vivo. 

(a) El LXR actúa contra ARNms en hígados de ratones SIRT1-/-. 

(b) Niveles relativos de LXR actúan contra ARNms en hígados de ratones tratados con el agonista de LXR 
T0901317. 

(c) Niveles de proteína ABCA1 en ratones naturales y SIRT1-/- sin o con T0901317. 

(d) Niveles de triglicéridos después de administración de T0901317 en ratones SIRT1-/- acumulan niveles más bajos 
de triglicéridos en plasma e hígado. 

(e) Inducción de colesterol en plasma tras alimentación de T0901317. 

(f) Perfiles representativos de lipoproteína en plasma FPCL en ratones naturales y SIRT1-/- antes (cuadrados 
rellenos) y después (cuadrados huecos) de alimentación de T0901317. 

Figura 4. La SIRT1 regula la estabilidad y la actividad de LXR desacetilando la proteína LXR. 

(a) Efecto de SIRT1 sobre la expresión de proteína de LXR SIRT1. 

(b) Efecto de bloqueo de SIRT1 por interferencia de ARN en el nivel de LXR. 

(c) Efecto de inhibidores sobre la expresión de proteína de LXR. 

(d) La SIRT1 promueve la ubiquitinación de LXR. 

(e) Acetilación de LXR in vivo y activación de LXR mediante 22(R)-HC y 9-cisRA. 

(f) La SIRT1 desacetila HA-LXRβ. 

Figura 5. Representación esquemática del efecto de la inhibición de SIRT1 o de la degradación de LXR mediada por 
proteasoma sobre la actividad de transcripción de LXR sobre el promotor ABCA1. 
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Descripción detallada de la invención 

Tabla de secuencias 

Tabla 1. Tabla de secuencias en la descripción. 

SEC ID Nº: IDENTIFICACIÓN Nº DE ACCESO GENBANK TIPO 

1 SIRT1 humana NP 036370 Prot 

2 SIRT1 murina NP 062786 Prot 

3 Receptor X hepático humano alfa NP 062786 Prot 

4 Receptor X hepático humano beta NP 009052.3 Prot 

5 Receptor X hepático murino alfa NP 038867.1 Prot 

6 Receptor X hepático murino beta NP 033499.1 Prot 

7 SIRT1 humana NM 012238 ARNm 

8 SIRT1 murina NM 019812 ARNm 

9 Receptor X hepático humano alfa NM 005693 ARNm 

10 Receptor X hepático humano beta NM 007121 ARNm 

11 Receptor X hepático murino alfa NM 013839 ARNm 

12 Receptor X hepático murino beta NM 009473 ARNm 

13 Cebador ADN 

14 Cebador ADN 

15 Cebador ADN 

16 Cebador ADN 

17 Cebador ADN 

18 Cebador ADN 

19 Cebador ADN 

20 Cebador ADN 

5 Tal como se usa en la presente memoria, HDL (lipoproteína de alta densidad) se refiere a una clase de lipoproteína 
de plasma con una elevada proporción de proteína, que incluye las apolipoproteínas A, C, D y E. La HDL incorpora y 
transporta colesterol, tanto libre como esterificado, en el plasma en forma de complejo HDL-colesterol. El término 
HDL puede usarse de un modo dependiente del contexto para designar colesterol ligado a partículas de HDL. 

Tal como se usa en la presente memoria, LDL (lipoproteína de baja densidad) se refiere a una clase de lipoproteína 
10 de plasma con una elevada proporción de lípidos, que incluye colesterol, ésteres de colesterol y triglicéridos. 

Principalmente incluye apolipoproteína B-100 y apolipoproteína E. La LDL incorpora y transporta colesterol en el 
plasma. El término LDL puede usarse de un modo dependiente del contexto para designar colesterol ligado a 
partículas de LDL. 

Tal como se usa en la presente memoria, el término “aislado” y otros similares se refieren a una sustancia que ha 
15 sido purificada a partir de un estado natural mediante la eliminación de al menos un componente con el cual se 

encuentra la sustancia de forma natural. El término “purificado” puede usarse como sinónimo de “aislado”. Se 
entiende que estos términos no requieren que la sustancia tenga ningún nivel predeterminado de pureza. 

Tal como se usa en la presente memoria, la expresión “un complejo” y términos similares se refieren a una 
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combinación de dos o más sustancias combinadas unas con otras de forma suficientemente estable para someterse 
a un proceso de aislamiento y ser caracterizadas como combinación. Los componentes del complejo puede estar 
ligados directamente unos a otros, o la combinación puede incluir un componente intermedio facilitador de tal modo 
que los componentes identificados no están directamente en contacto unos con otros. Se puede formar un complejo 

5 mediante interacciones no covalentes que unan a los componentes o mediante enlaces covalentes entre ellos. 

Tal como se usa en la presente memoria, el término “colesterol” generalmente se refiere a la presencia total de 
colesterol como colesterol y como ésteres colesterílicos. En determinados contextos, que serán evidentes para el 
especialista en la técnica, se puede usar “colesterol” para referirse únicamente a colesterol libre. 

Tal como se usa en la presente memoria, el término “tratamiento” y términos y expresiones similares se refieren a la 
10 aplicación o administración de un agente terapéutico a un sujeto que tiene una enfermedad o afección, un síntoma 

de enfermedad, o una predisposición hacia una enfermedad, o la aplicación o administración de un agente 
terapéutico a un tejido aislado o línea celular procedentes del sujeto. El tratamiento pretende promover la curación o 
el alivio, alteración, remedio, mejoría o afectación de la enfermedad, los síntomas de la enfermedad o la 
predisposición hacia la enfermedad. 

15 Tal como se usan en la presente memoria, las expresiones “cantidad terapéuticamente efectiva” y “cantidad 
profilácticamente efectiva” se refieren a una cantidad que proporcione un beneficio terapéutico en el tratamiento de 
una enfermedad, o un efecto que proporcione la prevención o disminuir la gravedad de la enfermedad, 
respectivamente. La cantidad específica que es terapéuticamente efectiva puede determinarse fácilmente por el 
especialista médico empleando determinaciones de la respuesta en un sujeto tratado, y puede variar dependiendo 

20 de factores conocidos en la técnica, tales como la naturaleza de la enfermedad, el historial del sujeto y su edad, el 
estadio de la enfermedad y la administración de otros agentes terapéuticos. 

Tal como se usa en la presente memoria, una “composición farmacéutica” se refiere a una composición que incluye 
una cantidad farmacológicamente efectiva de un polinucleótido y un vehículo farmacéuticamente aceptable. Tal 
como se usa en la presente memoria, “cantidad farmacológicamente efectiva”, “cantidad terapéuticamente efectiva” 

25 o simplemente “cantidad efectiva” se refiere a la cantidad de polinucleótido inhibidor que es eficaz para producir el 
resultado farmacológico, terapéutico o preventivo pretendido. Por ejemplo, si un tratamiento clínico dado se 
considera efectivo cuando existe al menos un cambio mínimo mensurable en un parámetro clínico asociado a una 
enfermedad o trastorno, un cantidad terapéuticamente efectiva de un fármaco para el tratamiento de dicha 
enfermedad o trastorno es la cantidad necesaria para efectuar al menos un cambio en el parámetro. 

30 La expresión “vehículo farmacéuticamente aceptable” se refiere a una composición para la administración de un 
agente terapéutico que es al menos fisiológicamente aceptable y puede ser aprobado por una agencia reguladora. 

Polipéptidos SIRT1 

Tal como se usan en la presente memoria, las expresiones “un polipéptido SIRT1”, “una proteína SIRT1”, y otros 
términos y expresiones relacionados, se refieren a SIRT1 natural, a un SIRT1 mutante, a un SIRT1 variante y a 

35 fragmentos y formas maduras biológicamente activos del mismo. Una proteína SIRT1 importante para ser usada en 
la presente invención es la SIRT1 humana. La secuencia de aminoácidos de la SIRT1 humana se encuentra en el 
GenBank con Nº de acceso NP_036370, donde se describe que está compuesta por 747 residuos de aminoácido, se 
muestra en la Tabla 2 usando el código convencional de una letra para los aminoácidos (International Union Of 
Biochemistry And Molecular Biology, Recommendations on Biochemical & Organic Nomenclature, Symbols & 

40 Terminology, etc., Parte 1, Sección A: Amino-Acid Nomenclature, Sección 3AA-1. Names Of Common Alpha-Amino 
Acids, http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/ y J. Biol. Chem., 1985, 260,14-42). 

Tabla 2. Secuencia de aminoácidos de la SIRT1 humana. 

(SEC ID Nº: 1) 

La secuencia de aminoácidos de SIRT1 murina está disponible en el GenBank con nº de acceso NP_062786, donde 
se describe que está compuesta por 737 residuos de aminoácido, se muestra en la Tabla 3. 
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Tabla 3. Secuencia de aminoácidos de la SIRT1 murina. 

(SEC ID Nº: 2) 

La secuencia de aminoácidos de receptor alfa X de hígado humano está disponible en el GenBank con nº de acceso 
NP_062786, donde se describe que está compuesta por 447 residuos de aminoácido, se muestra en la Tabla 4. 

Tabla 4. Secuencia de aminoácidos de receptor alfa X de hígado humano. 

(SEC ID Nº: 3) 

La secuencia de aminoácidos de receptor beta X de hígado humano está disponible en el GenBank con nº de 
10 acceso NP_009052.3, donde se describe que está compuesta por 461 residuos de aminoácido, se muestra en la 

Tabla 5. 

Tabla 5. Secuencia de aminoácidos de receptor beta X de hígado humano. 

(SEC ID Nº: 4) 

15 La secuencia de aminoácidos de receptor alfa X de hígado murino está disponible en el GenBank con nº de acceso 
NP_03887.1, donde se describe que está compuesta por 445 residuos de aminoácido, se muestra en la Tabla 6. 

Tabla 6. Secuencia de aminoácidos de receptor alfa X de hígado murino. 

(SEC ID Nº: 5) 

20 La secuencia de aminoácidos de receptor beta X de hígado murino está disponible en el GenBank con nº de acceso 
NP_033499.1, donde se describe que está compuesta por 446 residuos de aminoácido, se muestra en la Tabla 7. 
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Tabla 7. Secuencia de aminoácidos de receptor beta X de hígado murino. 

(SEC ID Nº: 6) 

En general, un “polipéptido SIRT1” y varios “polipéptidos LXR” tal como se emplean en los métodos y composiciones 
de la presente invención, incluyen polipéptidos SIRT1 y LXR naturales humanos o polipéptidos SIRT1 y LXR 
naturales murinos tales como los mostrados en las Tablas 2-7, así como los ortólogos naturales de vertebrados de 
los mismos, y dominios, estructuras y fragmentos de los mismos. Adicionalmente, estos términos incluyen 
polipéptidos, dominios, estructuras y fragmentos mutantes recombinantes en los que al menos un residuo de 
aminoácido ha sido cambiado por un residuo de aminoácido diferente; o uno o más residuos pueden ser eliminados; 
o uno o más residuos pueden ser insertados entre residuos vecinos en una secuencia original. Un polipéptido SIRT1 
mutante o variante puede tener entre 1 residuo de aminoácido y hasta el 1% de los residuos cambiados, o hasta el 
2%, o hasta el 5% o hasta el 8%, o hasta el 10%, o hasta el 15%, o hasta el 20%, o hasta un porcentaje algo 
superior, de los residuos cambiados respecto a una secuencia natural o de referencia. Los polipéptidos, dominios, 
estructuras y fragmentos de SIRT1 recombinantes mutantes o variantes se usan en los presentes métodos y 
composiciones siempre que exhiban de forma demostrable al menos una actividad o función biológica de SIRT1 y 
LXRs naturales. La posesión de una actividad o función biológica puede ser determinada por el especialista en los 
campos relacionados con la presente invención, que incluyen, a modo de ejemplo no limitante, la biología molecular, 
la biología celular, la patología, la medicina clínica y similares. Dichos especialistas en los campos de la invención 
pueden evaluar polipéptidos, dominios, estructuras y fragmentos recombinantes mutantes de SIRT1 y LXR al menos 
mediante los métodos descritos en los Ejemplos de la presente invención. 

Se reconocerá en la técnica que una secuencia de aminoácidos de un polipéptido SIRT1 o LXR puede variarse sin 
efectos significativos sobre la estructura o función de la proteína. Si se contemplan dichas diferencias de secuencia, 
debería recordarse que existirán determinadas áreas de la proteína que son importantes para su actividad. En 
general, es posible sustituir residuos que formen la estructura terciaria, siempre que se usen residuos que 
proporcionen una función similar. En otros ejemplos, el tipo de residuo puede ser completamente irrelevante si la 
alteración se produce en una región no importante de la proteína. 

Ácidos nucleicos 

Tal como se usan en la presente memoria, las expresiones “polinucleótido de SIRT1” o “ácido nucleico de SIRT1”, 
“polinucleótido de LXR” o “ácido nucleico de LXR” o expresiones y frases relacionadas, se refieren a cualquier 
polinucleótido que codifica cualquier polipéptido de SIRT1 tal como se describe en la presente memoria. En general, 
cualquier secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido de SIRT1 es abarcada por la presente invención. En 
algunas realizaciones, un ácido nucleico que codifica un polipéptido que presenta la secuencia de aminoácidos de 
una SIRT1 humana mostrada en la Tabla 2 incluye una secuencia codificadora de la secuencia de ácido nucleico de 
ARNm descrita en el GenBank con nº de acceso NM_012238, mostrada en la Tabla 8, o un fragmento de la misma. 
En la Tabla 8, la secuencia codificadora se extiende desde la posición 54 hasta la posición 2297. 
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Tabla 8. 

(SEC ID Nº: 7) 

En algunas realizaciones, un ácido nucleico que codifica un polipéptido que tiene la secuencia de aminoácidos de 
una SIRT1 murina mostrada en la Tabla 3 incluye una secuencia codificadora de la secuencia de ácido nucleico de 
ARNm descrita en el GenBank con nº de acceso NM_019812, mostrada en la Tabla 9, o un fragmento de la misma. 
En la Tabla 9, la secuencia codificadora se extiende desde la posición 48 hasta la posición 2261. 
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Tabla 9. 

(SEC ID Nº: 8) 

En algunas realizaciones, un ácido nucleico que codifica un polipéptido que tiene la secuencia de aminoácidos de un 
receptor alfa X de hígado humano mostrado en la Tabla 4 incluye una secuencia codificadora de la secuencia de 
ácido nucleico de ARNm descrita en el GenBank con nº de acceso NM_005693, o un fragmento de la misma. En la 
Tabla 10, la secuencia codificadora se extiende desde la posición 36 a la posición 1379. 

10 

5 

ES 2 362 941 T3



5 

Tabla 10. 

(SEC ID Nº: 9) 

En algunas realizaciones, un ácido nucleico que codifica un polipéptido que tiene la secuencia de aminoácidos de un 
receptor beta X de hígado humano mostrada en la Tabla 5 incluye una secuencia codificadora de la secuencia de 
ácido nucleico de ARNm descrita en el GenBank con nº de acceso NM_007121, o un fragmento de la misma. En la 
Tabla 11, la secuencia codificadora se extiende desde la posición 259 a la posición 1644. 

Tabla 11. Secuencia de polinucléotidos que codifica receptor beta X de hígado humano. 

10 
(SEC ID Nº: 10) 

En algunas realizaciones, un ácido nucleico que codifica un polipéptido que tiene la secuencia de aminoácidos de un 
receptor alfa X de hígado murino mostrada en la Tabla 6 incluye una secuencia codificadora de la secuencia de 
ácido nucleico de ARNm descrita en el GenBank con nº de acceso NM_013839, o un fragmento de la misma. En la 

15 Tabla 12, la secuencia codificadora se extiende desde la posición 190 a la posición 1527. 
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Tabla 12. Secuencia de polinucléotidos que codifica receptor alfa X de hígado murino. 

(SEC ID Nº: 11) 

En algunas realizaciones, un ácido nucleico que codifica un polipéptido que tiene la secuencia de aminoácidos de un 
receptor beta X de hígado murino mostrada en la Tabla 7 incluye una secuencia codificadora de la secuencia de 
ácido nucleico de ARNm descrita en el GenBank con nº de acceso NM_009473, o un fragmento de la misma. En la 
Tabla 13, la secuencia codificadora se extiende desde la posición 271 a la posición 1611. 

Tabla 13. Secuencia de polinucleótidos que codifica receptor beta X de hígado murino. 

10 
(SEC ID Nº: 12) 

Adicionalmente, la invención incluye polinucleótidos que son ácidos nucleicos mutantes o variantes de las 
secuencias mostradas en las Tablas 8-13, o un fragmento de las mismas, en las que cualquiera de sus bases puede 
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ser cambiada en la secuencia descrita siempre que siga codificando un polipéptido que mantenga sus actividades y 
funciones fisiológicas de tipo SIRT1. Un polinucleótido SIRT1 mutante o variante codifica un polipéptido SIRT1 o 
LXR mutante o variante que puede tener desde 1 residuo de aminoácido hasta el 1% de los residuos cambiados, o 
hasta el 2%, o hasta el 5%, o hasta el 8%, o hasta el 10%, o hasta el 15%, o hasta el 20%, o hasta un porcentaje 
algo superior, de los residuos cambiados respecto a una secuencia natural o de referencia. Por “ácido nucleico” o 
“polinucleótido” se entiende un ADN, un ARN, un ADN o ARN que incluyen uno o más nucleótidos modificados o 
estructuras principales de fosfato de pentosa modificadas, un ácido nucleico-polipéptido, y construcciones similares 
que conservan las propiedades de codificación de la secuencia de bases incluida en la construcción. 

También se describen fragmentos de ácido nucleico. Un fragmento de ácido nucleico puede codificar un fragmento 
de un polipéptido de SIRT1 o LXR. Adicionalmente, los fragmentos nucleicos de SIRT1 o LXR pueden usarse como 
sondas de hibridación para identificar ácidos nucleicos que codifican proteínas SIRT1 o LXR (por ejemplo, ARNm de 
SIRT1 o LXR) y fragmentos para su uso como cebadores de reacciones en cadena de polimerasa (PCR) para la 
amplificación o mutación de moléculas de ácido nucleico de SIRT1 o LXR. Tal como se usa en la presente memoria, 
la expresión “molécula de ácido nucleico” pretende incluir moléculas de ADN (por ejemplo, ADNc o ADN genómico), 
moléculas de ARN (por ejemplo, ARNm), análogos de ADN o ARN generados usando análogos de nucleótidos, y 
derivados, fragmentos y homólogos de los mismos. La molécula de ácido nucleico puede ser de cadena sencilla o 
de cadena doble, pero preferiblemente es ADN de cadena doble. 

Ácidos nucleicos 

Tal como se usan en la presente memoria, un “ácido nucleico” o “polinucleótido”, y términos y expresiones similares, 
se refieren a polímeros compuestos por nucleótidos que existen de forma natural, así como a polímeros compuestos 
por nucleótidos sintéticos o modificados. Por tanto, tal como se una en la presente memoria, un polinucleótido que 
es un ARN, o un polinucleótido que es un ADN, o un polinucleótido que contiene tanto desoxiribonucleótidos como 
ribonucleótidos, puede incluir funciones naturales tales como bases naturales y anillos de ribosa o desoxiribosa, o 
pueden estar compuestos por funciones sintéticas o modificadas tales como las descritas a continuación. Un 
polinucleótido empleado en la invención puede ser de cadena sencilla o puede ser una estructura de cadena doble 
de bases pareadas, o incluso puede ser una estructura de bases pareadas de cadena triple. 

Los ácidos nucleicos y los polinucleótidos pueden tener 20 o más nucleótidos de longitud, o 30 o más nucleótidos de 
longitud, o 50 o más nucleótidos de longitud, o 100 o más, o 1000 o más, o decenas de miles o más, o cientos de 
miles o más, de longitud. Tal como se usa en la presente memoria, “oligonucleótidos” y términos similares basados 
en éste se refieren a polímeros cortos compuestos por nucleótidos naturales así como a polímeros compuestos por 
nucleótidos sintéticos o modificados, tal como se describe en el párrafo inmediatamente precedente. Los 
oligonucleótidos pueden tener 10 o más nucleótidos de longitud, o 15, o 16, o 17, o 18, o 19, o 20 o más nucleótidos 
de longitud, o 21, o 22, o 23, o 24 o más nucleótidos de longitud, o 25, o 26, o 27, o 28, o 29, o 30 o más nucleótidos 
de longitud, 35 o más, 40 o más, 45 o más, hasta aproximadamente 50 nucleótidos de longitud. Los oligonucleótidos 
se pueden sintetizar químicamente y pueden usarse como siARNs, cebadores de PCR o sondas. 

Se entiende que, debido al solapamiento de rangos de tamaño proporcionado en el párrafo precedente, los términos 
“polinucleótido” y “oligonucleótido” pueden usarse como sinónimos en la presente memoria. 

Tal como se usan en la presente memoria, “secuencia de nucleótidos”, “secuencia de oligonucleótidos” o “secuencia 
de polinucleótidos”, y términos similares, se refieren indistintamente tanto a la secuencia de bases que presenta un 
oligonucleótido o un polinucleótido, como a la estructura de oligonucleótido o polinucleótido que posee la secuencia. 
Una secuencia de nucleótidos o una secuencia de polinucleótidos además se refieren a cualquier polinucleótido u 
oligonucleótido natural o sintético en el cual la secuencia de bases se define mediante la descripción o enumeración 
de una secuencia particular de letras que designan bases, de la forma convencional empleada en el campo. 

Un “nucleósido” convencionalmente para los especialistas en campos como la bioquímica, la biología molecular, la 
genómica y otros campos similares relacionados con el campo de la invención, es un monosacárido enlazado 
mediante un enlace glicosídico a una base de purina o pirimidina; y un “nucleótido” comprende un nucleósido con al 
menos un grupo fosfato colgante, típicamente en la posición 3’ o 5’ (para pentosas) del sacárido, pero puede estar 
en otras posiciones del sacárido. Los residuos de nucleótido ocupan posiciones secuenciales en un oligonucleótido o 
un polinucleótido. Se puede producir una modificación o derivación de un nucleótido en cualquier posición 
secuencial de un oligonucleótido o un polinucleótido. Las modificaciones o derivaciones pueden producirse en el 
grupo fosfato, en el monosacárido o en la base. 

A modo de ejemplos no limitativos, las siguientes descripciones proporcionan determinados nucleótidos modificados 
o derivatizados. El monosacárido puede modificarse siendo, por ejemplo, una pentosa o una hexosa diferente a 
ribosa o desoxiribosa. El monosacárido también puede modificarse sustituyendo grupos hidroxilo por grupos hidro o 
amino, alquilando o esterificando grupos hidroxilo adicionales, etcétera. Los sustituyentes en la posición 2’, tales 
como grupos 2’-O-metilo, 2’-O-etilo, 2’-O-propilo, 2’-O-alilo, 2’-O-aminoalquilo o 2’-desoxi-2’-fluoro proporcionan 
mejores propiedades de hibridación con un oligonucleótido. 

Las bases en oligonucleótidos y polinucleótidos pueden ser bases “no modificadas” o “naturales”, e incluyen las 
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bases de purina adenina (A) y guanina (G), y las bases de pirimidina timina (T), citosina (C) y uracilo (U). Además 
pueden ser bases con modificaciones o sustituciones. Los ejemplos no limitativos de bases modificadas incluyen 
otras bases sintéticas y naturales tales como hipoxantina, xantina, 4-acetilcitosina, 5-(carboxihidroximetil) uracilo, 5­
carboximetilaminometil-2-tiouridina, 5-carboximetilaminometiluracilo, dihidrouracilo, beta-D-galactosilqueosina, 
inosina, N6-isopenteniladenina, 1-metilguanina, 1-metillinosina, 2,2-dimetilguanina, 2-metiladenina, 2-metilguanina, 
3-metilcitosina, 5-metilcitosina, N6-adenina, 7-metilguanina, 5-metilaminometiluracilo, 5-metoxiaminometil-2­
tiouracilo, beta-D-manosilqueosina, 5’-metoxicarboximetiluracilo, 5-metoxiuracilo, 2-metiltio-N6-isopenteniladenina, 
ácido uracil-5-oxiacético (v), wibutoxosina, pseudouracilo, queosina, 2-tiocitosina, 5-metil-2-tiouracilo, 2-tiouracilo, 4­
tiouracilo, 5-metiluracilo, éster metílico de ácido uracil-5-oxiacético, ácido uracil-5-oxiacético (v), 5-metil-2-tiouracilo, 
3-(3-amino-3-N-2-carboxipropil) uracilo, (acp3)w, y 2,6-diaminopurina, 5-hidroximetil citosina, xantina, hipoxantina, 2­
aminoadenina, 6-metilo y otros derivados de alquilo de adenina y guanina, y 2-propilo y otros derivados alquílicos de 
adenina y guanina. 

Los enlaces entre nucleótidos son habitualmente el enlace 3’-5’ fosfato, que puede ser un enlace de fosfodiéster 
natural, un enlace de fosfotioéster, y otros enlaces sintéticos. Los oligonucleótidos que contienen cadenas base de 
fosforotioato tienen una estabilidad de nucleasa mejorada. Los ejemplos no limitativos de cadenas base modificadas 
incluyen fosforotioatos, fosforotioatos quirales, fosforoditioatos, fosfotriésteres, aminoalquilfosfotriésteres, fosfonatos 
de metilo y otros alquilos que incluyen 3’-alquilen fosfonatos, 5’-alquilen fosfonatos y fosfonatos quirales, fosfinatos, 
fosforamidatos que incluyen 3’-amino fosforamidato y aminoalquilfosforamidatos, tionofosforamidatos, 
tionoalquilfosfonatos, tionoalquilfosfotriésteres, selenofosfatos y boranofosfatos. 

El uso de cualquier nucleótido modificado es equivalente al uso de un nucleótido natural que tiene las mismas 
propiedades de pares base, como comprenderá el especialista en la técnica. 

Una molécula de ácido nucleico “aislada” es aquella que está separada de otras moléculas de ácido nucleico que 
están presentes en la fuente natural del ácido nucleico. Los ejemplos de moléculas de ácido nucleico aisladas 
incluyen, aunque sin limitación, moléculas de ADN recombinante contenidas en un vector, moléculas de ADN 
recombinantes mantenidas en una célula hospedante heteróloga, moléculas de ácido nucleico parcial o 
sustancialmente purificadas, y moléculas de ADN o ARN sintéticas. 

Una molécula de ácido nucleico descrita en la presente memoria, por ejemplo, una molécula de ácido nucleico que 
tiene la secuencia de nucleótidos de la Tabla 8-13, o un complemento de la misma, puede aislarse usando técnicas 
de biología molecular estándares y la información de secuencia proporcionada en la presente memoria. Usando toda 
o una porción de la secuencia de ácido nucleico de la Tabla 8-13 como una sonda de hibridación, se pueden aislar 
las secuencias de ácido nucleico de SIRT1 o LXR usando técnicas de hibridación y clonación estándares (por 
ejemplo, tal como se describe en Sambrook y col., eds., MOLECULAR CLONING: A LABORATORY MANUAL 2ª 
Ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989; y Ausubel, y col., eds., CURRENT 
PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY, John Wiley & Sons, Nueva York, NY, 1993). 

Se puede amplificar un ácido nucleico descrito en la invención usando ADNc, ARNm o alternativamente ADN 
genómico, como plantilla y cebadores de oligonucleótido apropiados de acuerdo con las técnicas de amplificación 
PCR estándares. El ácido nucleico amplificado de este modo puede clonarse en un vector apropiado y puede 
caracterizarse mediante análisis de secuencia de ADN. Además, se pueden preparar los oligonucleótidos 
correspondientes a las secuencias de nucleótidos de SIRT1 y LXR mediante técnicas sintéticas estándares, por 
ejemplo usando un sintetizador de ADN automatizado. 

Síntesis de polinucleótidos 

Los oligonucleótidos y los polinucleótidos pueden prepararse mediante técnicas sintéticas estándares, por ejemplo 
usando un sintetizador de ADN automatizado. Los métodos para sintetizar oligonucleótidos incluyen procesos 
químicos bien conocidos, que incluyen, aunque sin limitación, la adición secuencial de fosforamiditas de nucleótido 
sobre partículas derivatizadas superficialmente, tal como describen T. Brown y Dorcas J. S. Brown en 
Oligonucleotides and Analogues A Practical Approach, F. Eckstein, editor, Oxford University Press, Oxford, páginas 
1-24 (1991), e incorporada a la presente memoria a modo de referencia. 

Un ejemplo de un procedimiento sintético usa fosforamiditas de ARN Expedite y fosforamidita de timidina (Proligo, 
Alemania). Los oligonucleótidos sintéticos son desprotegidos y purificados en gel (Elbashir y col. (2001) Genes & 
Dev. 15, 188-200), seguido de purificación con un cartucho C18 Sep-Pak (Waters, Milford, Mass., EE.UU.) (Tuschl y 
col. (1993) Biochemistry, 32: 11658-11668). Los ARNss’s complementarios se incuban en un tampón de maduración 
(acetato potásico 100 mM, HEPES-KOH 30 mM a pH 7,4, acetato magnésico 2 mM) durante 1 minuto a 90ºC 
seguido de 1 h a 37ºC para hibridar los correspondientes ds-polinucleótidos. 

Otros métodos de síntesis de oligonucleótidos incluyen, aunque sin limitación, la síntesis de oligonucleótidos en fase 
sólida según los métodos de fosfotriéster y fosfodiéster (Narang y col., (1979) Meth. Enzymol. 68: 90), y el método 
de H-fosfonato (Garegg, P. J., y col., (1985) "Formation of internucleotidic bonds via phosphonate intermediate", 
Chem. Scripta 25, 280-282; y Froehler, B. C. Y col., (1986a) "Synthesis of DNA via deoxynucleoside H-phosphonate 
intermediates", Nucleic Acid Res., 14, 5399-5407, entre otros) y la síntesis sobre un soporte (Beaucage y col. (1981) 
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Tetrahedron Letters 22: 1859-1862) así como técnicas de fosforamidatos (Caruthers, M. H. y col., "Methods in 
Enzymology," Vol. 154, páginas 287-314 (1988), Patentes de EE.UU. 5.153.319, 5.132.418, 4.500.707, 4.458.066, 
4.973.679, 4.668.777 y 4.415.732, y otras descritas en "Synthesis and Applications of DNA and RNA," S. A. Narang, 
editor, Academic Press, Nueva York, 1987, y las referencias contenidas en la misma, y técnicas no basadas en 
fosforamidite. La síntesis en fase sólida ayuda a aislar el oligonucleótido de impurezas y reactivos en exceso. Una 
vez separado del soporte sólido, el oligonucleótido puede aislarse aún más empleando técnicas conocidas. 

Vectores 

La presente descripción proporciona varios vectores que contienen uno o más polinucleótidos. De forma ventajosa, 
cualquier vector descrito incluye un promotor, un potenciador, o ambos, ligados operativamente a la secuencia de 
nucleótidos. 

Los métodos para preparar los vectores descritos son ampliamente conocidos en los campos de la biología 
molecular, la biología celular, la oncología y campos afines de la medicina, y otros campos relacionados con la 
presente invención. Los métodos útiles para preparar los vectores se describen, a modo de ejemplo no limitativo, en 
Molecular Cloning: A Laboratory Manual (3ª Edición) (Sambrook, J. y col. (2001) Cold Spring Harbor Laboratory 
Press, Cold Spring Harbor, NY), y en Short protocols in molecular biology (5ª Ed.) (Ausubel FM y col. (2002) John 
Wiley & Sons, Ciudad de Nueva York). 

Anticuerpos 

El término "anticuerpo" tal como se usa en la presente memoria se refiere a moléculas de inmunoglobulina y a 
porciones inmunológicamente activas de moléculas de inmunoglobulina (Ig), es decir que contienen un sitio de unión 
de antígeno que se une específicamente (inmunorreacciona) a un antígeno. Dichos anticuerpos incluyen, aunque sin 
limitación, policlonales, monoclonales, quiméricos, de cadena sencilla, fragmentos Fab, Fab‘ y F(ab‘)2, y una biblioteca 
de expresión Fab. En general, las moléculas de anticuerpos obtenidas a partir de humanos se refieren a cualquiera 
de las clases IgG, IgM, IgA, IgE e IgD, que difieren unas de otras en la naturaleza de la cadena pesada presente en 
la molécula. Determinadas clases tiene a su vez subclases, tales como IgG1, IgG2 y otras. Además, en humanos, la 
cadena ligera puede ser una cadena kappa o una cadena lambda. La referencia a anticuerpos en la presente 
memoria incluye una referencia a todas las anteriores clases, subclases y tipos de especies de anticuerpos 
humanos. Cualquier anticuerpo descrito en la presente memoria se une “inmunoespecíficamente” a su antígeno 
cognato. Por unión inmunoespecífica se entiende que un anticuerpo activado por la exposición de un hospedante a 
un inmunógeno particular se une a una molécula tal como un antígeno que incluye el resto inmunogénico con una 
alta afinidad, y se une sólo con afinidad débil o no se une en absoluto a moléculas que no contengan el inmunógeno. 
Tal como se usa en esta definición, alta afinidad significa una constante de disociación inferior a aproximadamente 1 
x 10-6 M, y afinidad débil significa una constante de afinidad superior a aproximadamente 1 x 10-6 M. 

Una proteína aislada, o un complejo que contiene dicha proteína, que se pretende que sirva como antígeno, o una 
porción o fragmento de la misma, puede usarse como inmunógeno para generar anticuerpos que se unan 
inmunoespecíficamente al antígeno, usando técnicas estandarizadas para la preparación de anticuerpos policlonales 
y monoclonales. Se puede usar la proteína de longitud completa o, alternativamente, la invención proporciona 
fragmentos de péptido antigénico del antígeno para uso como inmunógenos. Un fragmento de péptido antigénico 
comprende al menos 6 residuos de aminoácido de la secuencia de aminoácidos de la proteína de longitud completa, 
tal como una secuencia de aminoácidos mostrada en las Tablas 2-7, y abarca un epítopo de la misma de tal modo 
que un anticuerpo activado frente al péptido forma un complejo inmune específico con la proteína de longitud 
completa o con cualquier fragmento que contenga el epítopo. Preferiblemente, el péptido antigénico comprende al 
menos 10 residuos de aminoácido, o al menos 15 residuos de aminoácido, o al menos 20 residuos de aminoácido, o 
al menos 30 residuos de aminoácido. Los epítopos preferidos abarcados por el péptido antigénico son regiones de la 
proteína que están localizadas sobre su superficie; normalmente se trata de regiones hidrofílicas. 

En determinadas realizaciones de la invención, al menos un epítopo abarcado por el péptido antigénico es una 
región de la proteína SIRT1 o LXR que está localizado sobre la superficie de la proteína, por ejemplo, una región 
hidrofílica. Un análisis de hidrofobicidad de la secuencia de proteína de SIRT1 o LXR humana indicará qué regiones 
de un polipéptido de promoción de crecimiento son particularmente hidrofílicas y, por tanto, susceptibles de codificar 
residuos superficiales útiles para activar la producción de anticuerpos. Como medio para activar la producción de 
anticuerpos, se pueden generar gráficos de hidropatía que muestran regiones de hidrofilicidad e hidrofobicidad 
empleando cualquier método bien conocido en la técnica, que incluye, por ejemplo, Hopp y Woods, 1981, Proc. Nat. 
Acad Sci. USA 78: 3824-3828; Kyte y Doolittle 1982, J. Mol. Biol. 157: 105-142. En la presente memoria también se 
proporcionan anticuerpos que son específicos para uno o más dominios dentro de una proteína antigénica, o 
derivados, fragmentos, análogos u homólogos de los mismos. 

Una proteína de la invención, o un derivado, fragmento, análogo, homólogo u ortólogo de la misma, puede utilizarse 
como inmunógeno para la generación de anticuerpos que se unan inmunoespecíficamente a dichos componentes de 
la proteína. 

Se pueden usar varios procedimientos conocidos en la técnica para la producción de anticuerpos policlonales y 
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monoclonales dirigidos contra una proteína; o contra derivados, fragmentos, análogos homólogos u ortólogos de la 
misma (véase, por ejemplo, Antibodies: A Laboratory Manual, Harlow E, and Lane D, 1988, Cold Spring Harbor 
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, incorporada a la presente memoria a modo de referencia). Algunos de 
estos anticuerpos se discuten a continuación. 

Anticuerpos policlonales 

Para la producción de anticuerpos policlonales, se pueden inmunizar varios animales hospedantes adecuados (por 
ejemplo, conejos, cabras, ratones u otros mamíferos) mediante una o más inyecciones con la proteína nativa, una 
variante sintética de la misma, o un derivado de las anteriores. Una preparación inmunogénica apropiada puede 
contener, por ejemplo, la proteína inmunogénica natural, un polipéptido sintetizado químicamente que represente a 
la proteína inmunogénica, o una proteína inmunogénica expresada recombinantemente. Además, la proteína puede 
estar conjugada a una segunda proteína que sea inmunogénica en el mamífero que se está inmunizando. Los 
ejemplos de dichas proteínas inmunogénicas incluyen, aunque sin limitación, la hemocianina de lapa de herradura, 
la albúmina de suero, la tiroglobulina bovina y el inhibidor de tripsina de soja. La preparación puede incluir 
adicionalmente un adyuvante. 

Las moléculas de anticuerpos policlonales dirigidas contra la proteína inmunogénica pueden aislarse a partir del 
mamífero (por ejemplo, de la sangre) y purificarse adicionalmente mediante técnicas bien conocidas, tales como 
cromatografía de afinidad usando proteína A o proteína G, o en una columna del antígeno. La purificación de 
inmunoglobulinas se discute, por ejemplo, en D. Wilkinson, The Scientist, publicado por The Scientist, Inc., 
Philadelphia PA, Vol. 14, Nº 8 (17 de abril, 2000), páginas 25-28. 

Anticuerpos monoclonales 

Se pueden preparar anticuerpos monoclonales usando métodos de hibridoma, tales como los descritos por Kohler y 
Milstein, Nature, 256: 495 (1975). En un método de hibridoma, típicamente se inmuniza un ratón, hámster u otro 
animal hospedante apropiado, con un agente inmunizador que activa los linfocitos que producen o son capaces de 
producir anticuerpos que se unirán específicamente al agente inmunizador. Alternativamente, los linfocitos pueden 
inmunizarse in vitro. 

El agente inmunizador incluirá típicamente la proteína antígeno, un fragmento de la misma o una proteína de fusión 
de la misma. A continuación los linfocitos fueron fusionados con una línea celular inmortalizada usando un agente de 
fusión adecuado, tal como polietilen glicol, para formar una célula de hibridoma (Coding, Monoclonal Antibodies: 
Principles and Practice, Academic Press, (1986) páginas 59-103). 

El medio de cultivo en el que se cultivan las células de hibridoma puede evaluarse a continuación para determinar la 
presencia de anticuerpos monoclonales dirigidos contra el antígeno. Después de identificar las células de hibridoma 
deseadas, los clones pueden ser subclonados mediante procedimientos de dilución limitante y cultivados empleando 
métodos estandarizados (Goding, 1986). Los medios de cultivo adecuados para este propósito incluyen, por 
ejemplo, Medio de Eagle Modificado de Dulbecco y medio RPMI-1640. Alternativamente, las células de hibridoma se 
pueden cultivar in vivo como ascitis en un mamífero. 

Los anticuerpos monoclonales secretados por los subclones pueden aislarse o purificarse a partir del medio de 
cultivo o fluido ascitis mediante procedimientos de purificación de inmunoglobulina convencionales tales como, por 
ejemplo, proteína A-Sefarosa, cromatografía de hidroxiapatita, electroforesis de gel, diálisis o cromatografía de 
afinidad. 

Vectores recombinantes y células hospedantes 

En la presente memoria se describen métodos para promover el eflujo de colesterol mediado por ABCA-1 a partir de 
una célula de mamífero que incluyen la introducción en la célula de un ácido nucleico que contiene una secuencia 
que codifica una proteína desacetilasa. La célula de mamífero puede ser una célula humana. En cambio, la proteína 
desacetilasa puede ser una proteína Sir2 eucariótica o una proteína SIRT1 de mamífero. Las técnicas para 
transactuar células de mamífero con secuencias de ácido nucleico pretendidas son ampliamente conocidas por los 
especialistas en el campo de la invención. Determinados ejemplos no limitativos de dichos métodos se describen 
con detalle a continuación. 

Un aspecto descrito pertenece a vectores, preferiblemente vectores de expresión, que contienen un ácido nucleico 
que codifica una proteína, o derivados, fragmentos, análogos u homólogos de la misma. Tal como se usa en la 
presente memoria, el término “vector” se refiere a una molécula de ácido nucleico capaz de transportar otro ácido 
nucleico al cual se ha unido. Un tipo de vector es un “plásmido”, que se refiere a un lazo de ADN de doble cadena 
circular en el cual se pueden ligar segmentos de ADN adicionales. Otro tipo de vector es un vector vírico, en donde 
se pueden ligar segmentos adicionales de ADN en el genoma vírico. Determinados vectores son capaces de 
replicación autónoma en una célula hospedante en la que han sido introducidos (por ejemplo, vectores bacterianos 
que tengan un origen bacteriano de replicación y vectores episomales de mamífero). Otros vectores (por ejemplo, 
vectores no episomales de mamífero) son integrados en el genoma de una célula hospedante mediante introducción 
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en la célula hospedante, y por tanto se replican junto con el genoma del hospedante. Además, determinados 
vectores son capaces de dirigir la expresión de genes a los que están ligados operativamente. Dichos vectores son 
denominados en la presente memoria “vectores de expresión”. En general, los vectores de expresión de utilidad en 
técnicas de ADN recombinantes se encuentran a menudo en forma de plásmidos. En la presente especificación, 
“plásmido” y “vector” pueden usarse indistintamente, ya que el plásmido es la forma de vector más comúnmente 
usada. Sin embargo, la invención pretende incluir dichas otras formas de vectores de expresión, tales como vectores 
víricos (por ejemplo, retrovirus de replicación defectiva, adenovirus y virus asociados a adeno), que presentan 
funciones equivalentes. 

Los vectores de expresión recombinantes descritos comprenden un ácido nucleico en una forma adecuada para la 
expresión del ácido nucleico en una célula hospedante, lo que significa que los vectores de expresión recombinantes 
incluyen una o más secuencias reguladoras, seleccionadas en base a las células hospedantes que van a ser usada 
para la expresión, que están ligadas operativamente a la secuencia de ácido nucleico que va a expresarse. En 
relación a un vector de expresión recombinante, “ligado operativamente” pretende significar que la secuencia de 
nucleótidos de interés está ligada a la(s) secuencia(s) reguladora(s) de un modo que permite la expresión de la 
secuencia de nucleótidos (por ejemplo, en un sistema de transcripción/traducción in vitro o en una célula hospedante 
cuando el vector es introducido en la célula hospedante). La expresión “secuencia reguladora” pretende incluir 
promotores, potenciadores y otros elementos de control de la expresión (por ejemplo, señales de poliadenilación). 
Dichas secuencias reguladoras se describen, por ejemplo, en Goeddel; GENE EXPRESSION TECHNOLOGY: 
METHODS IN ENZYMOLOGY 185, Academic Press, San Diego, Calif. (1990). Las secuencias reguladoras incluyen 
aquellas que dirigen la expresión constitutiva de una secuencia de nucleótidos en muchos tipos de células 
hospedantes y aquellas que dirigen la expresión de la secuencia de nucleótidos sólo en determinadas células 
hospedantes (por ejemplo, secuencias reguladoras específicas de tejido). Los especialistas en la técnica apreciarán 
que el diseño del vector de expresión puede depender de factores tales como la elección de la célula hospedante 
que va a transformarse, el nivel de expresión de la proteína deseado, etc. Los vectores de expresión pueden ser 
introducidos en las células hospedantes para producir de este modo proteínas o péptidos, que incluyen proteínas o 
péptidos de fusión, codificados mediante ácidos nucleicos tal como se describe en la presente memoria (por 
ejemplo, proteínas SIRT1 o LXR, formas mutantes de la proteína SIRT1 o LXR, proteínas de fusión, etc.). 

Se pueden diseñar vectores de expresión recombinantes para la expresión de la proteína SIRT1 o LXR en células 
procarióticas o eucarióticas. Por ejemplo, la proteína SIRT1 o LXR puede expresarse en células bacterianas tales 
como E. coli, células de insectos (usando vectores de expresión de baculovirus), células de levadura o células de 
mamífero. Las células hospedantes adecuadas se discuten con más detalle en Goeddel, GENE EXPRESSION 
TECHNOLOGY: METHODS IN ENZYMOLOGY 185, Academic Press, San Diego, Calif. (1990). De forma alternativa, 
el vector de expresión recombinante puede transcribirse y traducirse in vitro, por ejemplo usando secuencias 
reguladoras de promotor T7 y polimerasa de T7. 

La expresión de proteínas en procariontes muy a menudo es llevada a cabo en E. coli con vectores que contienen 
promotores constitutivos o inducibles que dirigen la expresión de proteínas de fusión o de proteínas que no son de 
fusión. Los vectores de fusión añaden un número de aminoácidos a una proteína codificada en los mismos, 
normalmente al extremo amino de la proteína recombinante. Dichos vectores de fusión habitualmente cumplen con 
tres propósitos: (1) aumentar la expresión de la proteína recombinante; (2) aumentar la solubilidad de la proteína 
recombinante; y (3) ayudar en la purificación de la proteína recombinante actuando como ligando en una purificación 
por afinidad. Los vectores de expresión de fusión típicos incluyen el pGEX (Pharmacia Biotech Inc; Smith y Johnson 
(1988) Gene 67:31-40), el pMAL (New England Biolabs, Beverly, Mass.) y el pRIT5 (Pharmacia, Piscataway, N.J.) 
que fusionan glutationa S-transferasa (GST), proteína E de unión de maltosa, o proteína A, respectivamente, a la 
proteína recombinante diana. 

Los ejemplos de vectores de expresión de E. Coli inducibles de no fusión adecuados incluyen el pTrc (Amrann y col., 
(1988) Gene 69: 301-315) y el pET 11d (Studier y col., GENE EXPRESSION TECHNOLOGY: METHOD IN 
ENZYMOLOGY 185, Academic Press, San Diego, Calif. (1990) 60-89). 

En otra realización, las proteínas descritas en la invención son expresadas usando un vector de expresión de 
levadura. Los ejemplos de vectores para la expresión en la levadura S. cerevisiae incluyen el pYepSec1 (Baldari, y 
col., (1987) EMBO J 6: 229-234), el pMFa (Kurjan y Herskowitz, (1982) Cell 30: 933-943), el pJRY88 (Schultz y col., 
(1987) Gene 54: 113-123), el pYES2 (Invitrogen Corporation, San Diego, Calif) y el picZ (Invitrogen Corp, San Diego, 
Calif.). 

Alternativamente, las proteínas descritas en los complejos de la invención pueden expresarse en células de insecto 
usando vectores de expresión de baculovirus. Los vectores de baculovirus disponibles para la expresión de 
proteínas en células de insecto cultivadas (por ejemplo, células SF9) incluyen la serie pAc (Smith y col. (1983) Mol 
Cell Biol 3: 2156-2165) y la serie pVL (Lucklow y Summers (1989) Virology 170: 31-39). 

En otra realización adicional, se expresa un ácido nucleico en células de mamífero usando un vector de expresión 
de mamífero. Los ejemplos de vectores de expresión de mamífero incluyen el pCDM8 (Seed (1987) Nature 329: 
840) y el pMT2PC (Kaufman y col. (1987) EMBO J6: 187-195). Cuando se usan en células de mamífero, las 
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funciones de control del vector de expresión a menudos son proporcionadas por elementos reguladores víricos. Por 
ejemplo, los promotores usados habitualmente derivan de polioma, Adenovirus 2, citomegalovirus y virus de simio 
40. Para otros sistemas de expresión adecuados tanto para células procarióticas como eucarióticas véase, por 
ejemplo, los Capítulos 16 y 17 de Sambrook y col., MOLECULAR CLONING. A LABORATORY MANUAL. 2ª ed., 
Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory Press. Cold Spring Harbor, N.Y., 1989. 

En otra realización, el vector de expresión recombinante de mamífero es capaz de dirigir la expresión del ácido 
nucleico preferentemente en un tipo de célula particular (por ejemplo, se usan elementos reguladores específicos de 
tejido para expresar el ácido nucleico). Los elementos reguladores específicos de tejido son conocidos en la técnica. 
Los ejemplos no limitativos de promotores específicos de tejido adecuados incluyen el promotor de albúmina 
(específico de hígado; Pinkert y col. (1987) Genes Dev 1: 268-277), los promotores linfoides específicos (Calame y 
Eaton (1988) Adv Immunol 43: 235-275), en particular promotores de receptores de células T (Winoto y Baltimore 
(1989) EMBO J 8: 729-733) e inmunoglobulinas (Banerji y col. (1983) Cell 33: 729-740; Queen y Baltimore (1983) 
Cell 33: 741-748), promotores específicos de neuronas (por ejemplo, el promotor de neurofilamento; Byrne y Ruddle 
(1989) PNAS 86: 5473-5477), promotores específicos del páncreas (Edlund y col. (1985) Science 230: 912-916) y 
promotores específicos de glándulas mamarias (por ejemplo, el promotor de suero de leche, Patente de EE.UU. Nº 
4.873.316 y Publicación de Solicitud Europea Nº 264.166). También se contemplan los promotores regulados por el 
desarrollo, por ejemplo, los promotores murinos hox (Kessel y Gruss (1990) Science 249: 374-379) y el promotor de 
α-fetoproteína (Campes y Tilghman (1989) Genes Dev 3: 537-546). 

Otro aspecto pertenece a células hospedantes en las que se ha introducido el vector de expresión. Las expresiones 
“célula hospedante” y “célula hospedante recombinante” se usan indistintamente en la presente memoria. Se 
entiende que dichos términos se refieren no solo a la célula sujeto en cuestión sino a la progenie o a la progenie 
potencial de dicha célula. Debido a que se pueden producir determinadas modificaciones en sucesivas generaciones 
bien por una mutación o bien por influencias ambientales, dicha progenie no puede, de hecho, ser idéntica a la 
célula original, pero aún así se incluyen dentro del alcance del término usado en la presente memoria. 

Una célula hospedante puede ser cualquier célula procariótica o eucariótica. Por ejemplo, la proteína SIRT1 o LXR 
puede expresarse en células bacterianas tales como E. coli, células de insecto, levadura o mamífero (tales como 
células de ovario de hámster chino (CHO) ó células COS). Los especialistas en la técnica conocen otras células 
hospedantes adecuadas. 

El ADN vector se puede introducir en células procarióticas o eucarióticas mediante técnicas convencionales de 
transformación o transfección. Tal como se usan en la presente memoria, los términos “transformación” y 
“transfección” pretenden referirse a una variedad de técnicas reconocidas para la introducción de ácido nucleico 
ajeno (por ejemplo, ADN) en una célula hospedante, que incluyen la co-precipitación de cloruro de calcio o de 
fosfato de calcio, la transfección mediada por DEAE-dextrano, la lipofección o la electroporación. Los métodos 
adecuados para transformar o transfectar células hospedantes pueden encontrarse en Sambrook y col. (2001), 
Ausubel y col. (2002) y otros manuales de laboratorio. 

Para la transfección estable de células de mamífero, se sabe que, dependiendo del vector de expresión y de la 
técnica de transfección usados, sólo una pequeña fracción de las células puede integrar el ADN ajeno en su 
genoma. A fin de identificar y seleccionar dichos integrantes, generalmente se introduce un gen que codifica un 
marcador seleccionable (por ejemplo, resistencia a antibióticos) en las células hospedantes junto con el gen de 
interés. Diversos marcadores seleccionables incluyen aquellos que confieren resistencia a fármacos, tales como 
G418, higromicina y metotrexato. El ácido nucleico que codifica un marcador seleccionable puede introducirse en 
una célula hospedante en el mismo vector que codifica el promotor de crecimiento, o puede introducirse en un vector 
separado. Las células transfectadas de forma estable con el ácido nucleico introducido pueden identificarse 
mediante selección con fármaco (por ejemplo, las células que han incorporado el gen de marcador seleccionable 
sobrevivirán, mientras que el resto morirá). 

Una célula hospedante, tal como una célula hospedante procariótica o eucariótica en cultivo, puede usarse para 
producir (es decir, expresar) la proteína SIRT1 o LXR. Por consiguiente, la descripción proporciona además métodos 
para producir la proteína SIR1 o LXR que usan las células hospedantes de la invención. En una realización, el 
método comprende cultivar la célula hospedante (en la que cual se ha introducido el vector de expresión 
recombinante que codifica la proteína SIRT1 o LXR) en un medio adecuado de tal modo que se produce la proteína 
SIRT1 o LXR. En otra realización, el método comprende además el aislamiento de la proteína SIRT1 o LXR a partir 
del medio o de la célula hospedante. 

La transfección de una célula de vertebrado puede llevarse a cabo adicionalmente usando vectores recombinantes 
que incluyen, aunque sin limitación, vectores de adenovirus, virus asociados a adeno y retrovirus, además de otras 
partículas que introducen ADN en células, tales como los liposomas. Se pueden utilizar técnicas como las descritas 
anteriormente para la introducción de cualquier polipéptido de SIRT1 o LXR que codifica secuencias de nucleótidos 
en células de vertebrados. Por ejemplo, para la transfección de células de mamífero se pueden utilizar una serie de 
sistemas de expresión basados en virus. En los casos en los que se usa un adenovirus como vector de expresión, la 
secuencia de nucleótidos de SIRT1 o LXR de interés puede estar ligada a un complejo de adenovirus de control de 
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la transcripción/traducción, por ejemplo, el promotor retardado y la secuencia líder tripartita. Dicho gen quimérico 
puede ser insertado a continuación en el genoma del adenovirus mediante recombinación in vitro o in vivo. La 
inserción de una región no esencial del genoma vírico (por ejemplo, la región E1 o E3) dará como resultado un virus 
recombinante que es viable y capaz de expresar un producto SIRT1 o LXR en los hospedantes infectados (por 
ejemplo, véase Logan y Shenk, 1984, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81: 3655-3659). En los casos en los que sólo se 
inserta una porción de una secuencia codificadora de SIRT1 o LXR, se deben proporcionar señales de control de 
traducción exógenas, que incluyen, quizás, el codón de inicio ATG. Estas señales de control de traducción exógenas 
y codones de inicio pueden tener una variedad de orígenes, tanto naturales como sintéticos. La eficiencia de la 
expresión puede mejorarse mediante la inclusión de elementos potenciadores de la transcripción apropiados, 
terminadores de la transcripción apropiados, etc. (véase Bitter y col., 1987, Methods in Enzymol. 153: 516-544). 

Tratamiento terapéutico 

Se cree que determinadas patologías y afecciones médicas responde favorablemente a la expresión de una SIRT1 o 
LXR heteróloga o a una LXRα o LXRβ heteróloga en las células de un sujeto. Por consiguiente, la presente 
descripción describe un método para tratar una patología, una enfermedad o una afección médica en un sujeto, en 
donde la patología responde a polipéptidos de SIRT1 o LXR, LXRα o LXRβ. El método incluye la administración de 
un ácido nucleico que codifica un polipéptido de SIRT1 o LXR, LXRα o LXRβ al sujeto en una cantidad efectiva para 
atenuar o aliviar la patología. Atenuar una patología significa que se abate una tendencia de sintomatología de 
empeoramiento hasta una tendencia de empeoramiento más lenta o más suave. Aliviar una patología significa una 
mejora real en el paciente, de tal modo que los signos e indicios de la patología disminuyen y el paciente mejora 
hacia un estado de mejor salud. En implementaciones importantes de este método, la patología se selecciona entre 
infarto de miocardio, apoplejía cerebrovascular, enfermedad renal, enfermedad neurológica que incluye enfermedad 
de Alzheimer, y otras similares. En las realizaciones ventajosas del método de tratamiento de una patología el sujeto 
es un humano. 

En varias realizaciones de los métodos de tratamiento descritos en la presente memoria, un ácido nucleico que 
codifica un polipéptido de SIRT1 o LXR, LXRα o LXRβ, una variante del mismo, o un fragmento del mismo, puede 
administrarse a un sujeto en cualquiera de una serie de composiciones que aseguran una administración eficiente 
de la secuencia de ácido nucleico a las células, incluyendo la administración a las células de un sujeto. 

El tratamiento de un sujeto con una secuencia de ácido nucleico de SIRT1 o LXR puede llevarse a cabo 
administrando un ácido nucleico, plásmido, vector, vector vírico, composición liposomal o similar que sea eficaz para 
introducir la secuencia de ácido nucleico de SIRT1 o LXR en una célula de vertebrado. La transfección de ácidos 
nucleicos puede verse asistida por el uso de anfóteros especies anfifílicas catiónicas (Patente de EE.UU. 6.503.945, 
y las referencias descritas en la misma). En Hacein-Bey-Abina y col. (2003, Science 302: 415-419), por ejemplo, se 
describe la terapia génica retroviral ex vivo. Los métodos para la introducción terapéutica de un transgén en un 
sujeto se discuten en "Gene Transfer Methods: Introducing DNA Into Living Cells and Organisms" P.A. Norton y L.F. 
Steel, Eaton Publishing, 2000. Las estrategias para la introducción terapéutica de transgenes en células y 
organismos se proporcionan en "Gene Therapy Protocols" Paul D. Robbins (Ed.), Humana Press (1997). 

Composiciones farmacéuticas que comprenden polinucleótidos 

Las composiciones farmacéuticas para aplicaciones terapéuticas incluyen uno o más polinucleótidos y un vehículo. 
La composición farmacéutica que comprende el o los polinucleótidos es útil para tratar una enfermedad o trastorno 
asociado a la expresión o a la actividad de un Gen Diana. Los vehículos incluyen, aunque sin limitación, disolución 
salina, disolución salina tamponada, dextrosa, agua, glicerol, etanol y combinaciones de los mismos. Para fármacos 
administrados oralmente, los vehículos farmacéuticamente aceptables incluyen, aunque sin limitación, excipientes 
farmacéuticamente aceptables tales como diluyentes inertes, agentes desintegrantes, agentes de unión, agentes 
lubricantes, agentes edulcorantes, agentes aromatizantes, agentes colorantes y conservantes. 

Una dosis máxima de 5 mg de polinucleótido por kilogramo de peso corporal de recipiente y por día es suficiente 
para inhibir o suprimir completamente la expresión del gen diana. En general, una dosis adecuada de polinucleótido 
estará en el intervalo de 0,01 a 5,0 miligramos por kilogramo de peso corporal del recipiente y por día, 
preferiblemente en el intervalo de 0,1 a 200 microgramos por kilogramo de peso corporal del recipiente (mcg/kg) y 
por día, más preferiblemente en el intervalo de 0,1 a 100 mcg/kg por día, incluso más preferiblemente en el intervalo 
de 1,0 a 50 mcg/kg por día, y aún más preferiblemente en el intervalo de 1,0 a 25 mcg/kg por día. La composición 
farmacéutica puede administrarse una vez al día, o el polinucleótido puede administrarse en forma de dos, tres, 
cuatro, cinco, seis o más subdosis a intervalos apropiados a lo largo del día. En dicho caso, la cantidad de 
polinucleótido contenido en cada subdosis debe ser correspondientemente menor a fin de alcanzar la dosis diaria 
total. La unidad de dosis también puede componerse como una formulación de liberación sostenida para la 
administración a lo largo de varios días, por ejemplo, usando una formulación convencional que proporcione una 
liberación sostenida del polinucleótido a lo largo de un periodo de varios días. Las formulaciones de liberación 
sostenida son bien conocidas en la técnica. En esta realización, la unidad de dosis contiene un múltiplo 
correspondiente de la dosis diaria. 

El especialista en la técnica apreciará que determinados factores pueden influir en la dosis y posología requeridas 
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para tratar de manera efectiva a un sujeto, incluyendo, aunque sin limitación, la gravedad de la enfermedad o 
trastorno, tratamientos previos, la salud general y/o la edad del sujeto, y otras enfermedades presentes. Además, el 
tratamiento de un sujeto con una cantidad terapéuticamente efectiva de una composición puede incluir un 
tratamiento sencillo o una serie de tratamientos. Se pueden realizar estimaciones de las dosis efectivas y la vida 
media in vivo para los polinucleótidos individuales contemplados en la invención usando metodologías 
convencionales o en base a ensayos in vivo usando un modelo animal apropiado, y pueden ajustarse durante el 
tratamiento de acuerdo a criterios establecidos para determinar las características de dosis-respuesta apropiadas. 

Las composiciones farmacéuticas contempladas en la invención pueden administrarse empleando medios conocidos 
en la técnica que incluyen, aunque sin limitación, ruta oral o parenteral, que incluye administración intravenosa, 
intramuscular, intraperitoneal, subcutánea, transdermal, aérea (aerosol), rectal, vaginal y tópica. En determinadas 
realizaciones, las composiciones farmacéuticas son administradas mediante infusión o inyección intravenosa o 
intraparenteral, y en realizaciones comunes adicionales la composición farmacéutica que comprende los 
polinucleótidos puede administrarse directamente in situ a un tumor, un cáncer o un crecimiento precanceroso 
usando laparoscopia y procedimientos microquirúrgicos similares. 

Para uso intramuscular, intraperitoneal, subcutáneo e intravenoso, las composiciones farmacéuticas de la invención 
generalmente se proporcionarán en disoluciones o suspensiones acuosas esterilizadas, tamponadas a un pH y una 
isotonicidad adecuados. Los vehículos acuosos adecuados incluyen la disolución de Ringer y cloruro sódico 
isotónico. En una realización preferida, el vehículo consiste exclusivamente en un tampón acuoso. En este contexto, 
“exclusivamente” significa que no hay presentes agentes auxiliares o sustancias encapsulantes que puedan afectar 
o mediar en la captación de polinucleótido en las células que expresan el gen diana. Dichas sustancias incluyen, por 
ejemplo, estructuras micelares tales como liposomas o cápsidos, tal como se describe más adelante. 
Sorprendentemente, los presentes inventores han descubierto que las composiciones que contienen solo 
polinucleótido y un disolvente fisiológicamente aceptable son captadas por las células, donde el polinucleótido inhibe 
de forma eficaz la expresión del gen diana. Aunque para introducir polinucleótidos en cultivos celulares se requiere 
de microinyección, lipofección, virus, viroides, cápsidas, capsoides u otros agentes auxiliares, sorprendentemente 
estos métodos y agentes no son necesarios para la captación de los polinucleótidos in vivo. Las suspensiones 
acuosas de acuerdo con la invención pueden incluir agentes de suspensión tales como derivados de celulosa, 
alginato sódico, polivinil-pirrolidona y goma de tragacanto, y un agente humectante tal como lecitina. Los 
conservantes adecuados para suspensiones acuosas incluyen p-hidroxibenzoato de etilo y n-propilo. 

Las composiciones farmacéuticas útiles de acuerdo con la invención también incluyen formulaciones encapsuladas 
para proteger el polinucleótido contra una eliminación rápida del cuerpo, tal como una formulación de liberación 
controlada, que incluye implantes y sistemas de administración microencapsulada. Se pueden usar polímeros 
biocompatibles y biodegradables, tales como vinilacetato de etileno, polianhídridos, ácido poliglicólico, colágeno, 
poliortoésteres y ácido poliláctico. Los métodos de preparación de dichas formulaciones serán evidentes para el 
especialista en la técnica. Los materiales también pueden obtenerse comercialmente en Alza Corporation y Nova 
Pharmaceuticals, Inc. También se pueden usar como vehículos farmacéuticamente aceptables suspensiones 
liposomales (que incluyen liposomas dirigidos contra células infectadas con anticuerpos monoclonales para 
antígenos víricos). Estas pueden prepararse de acuerdo con métodos conocidos por el especialista en la técnica, por 
ejemplo, tal como se describe en la Patente de EE.UU. Nº 4.522.811; la publicación PCT WO 91/06309 y la 
publicación de patente europea EP-A-43075. 

En determinadas realizaciones, la formulación encapsulada comprende una proteína de cubierta vírica. En esta 
realización, el polinucleótido puede estar unido, asociado o embebido en al menos una proteína de cubierta vírica. 
La proteína de cubierta vírica puede derivar o estar asociada a un virus, tal como un virus de polioma, o puede ser 
parcial o completamente artificial. Por ejemplo, la proteína de cubierta puede ser una Proteína de Virus 1 y/o una 
Proteína de Virus 2 del virus de polioma, o un derivado de las mismas. 

La toxicidad y la eficacia terapéutica de dichos compuestos pueden determinarse empleando procedimientos 
farmacéuticos estandarizados con cultivos celulares o animales de experimentación, por ejemplo, para determinar la 
DL50 (la dosis letal para el 50% de la población) y la DE50 (la dosis terapéuticamente eficaz en el 50% de la 
población). La relación de dosis entre los efectos tóxicos y terapéuticos es el índice terapéutico y puede expresarse 
como la relación DL50/DE50. Los compuestos que presentan elevados índices terapéuticos son los preferidos. 

Los datos obtenidos a partir de ensayos con cultivos celulares y estudios con animales pueden usarse para formular 
un intervalo de dosis para uso en humanos. La dosificación de composiciones de la invención se encuentra 
preferiblemente en el intervalo de concentraciones en circulación que incluyen la DE50 con poca o ninguna 
toxicidad. La dosis puede variar en este intervalo dependiendo de la forma de dosis empleada y de la ruta de 
administración utilizada. Para cualquier compuesto usado en el método de la invención, la dosis terapéuticamente 
efectiva puede estimarse inicialmente a partir de ensayos de cultivos celulares y de modelos de animales para lograr 
un intervalo de concentración en plasma en circulación del compuesto que incluya la IC50 (es decir, la concentración 
del compuesto ensayado que alcance una inhibición media máxima de los síntomas) determinada en un cultivo de 
células. Dicha información puede usarse para determinar con mayor precisión las dosis útiles en humanos. 
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Además de su administración individualmente o como una pluralidad, tal como se ha discutido anteriormente, los 
polinucleótidos útiles según la invención pueden administrarse en combinación con otros agentes conocidos que 
sean eficaces en el tratamiento de enfermedades. En cualquier caso, el médico facultativo puede ajustar la cantidad 
y el horario de la administración del polinucleótido en base a los resultados observados usando medidas 
estandarizadas de eficacia reconocida en la técnica, o descritas en la presente memoria. 

Composiciones farmacéuticas 

Los polinucleótidos descritos en la invención se designan “compuestos activos” o “agentes terapéuticos” en la 
presente memoria. Dichos agentes terapéuticos pueden ser incorporados a composiciones farmacéuticas 
adecuadas para la administración a un sujeto. 

En la presente memoria se describen métodos para aumentar la relación de colesterol ligado a lipoproteína de alta 
densidad (HDL) respecto al colesterol total en el plasma de un mamífero mediante la administración de un agente 
que estimula la actividad de SIRT1, así como de un agente que estimula la actividad de SIRT1 en la fabricación de 
un medicamento para aumentar la relación de colesterol ligado a lipoproteína de alta densidad (HDL) respecto al 
colesterol total en plasma de un mamífero mediante la administración del agente al mamífero. Dichos agentes se 
designan “compuestos activos” o “agentes terapéuticos” en la presente memoria. Un ejemplo de dichos agentes es 
el T0901317. Dichos agentes terapéuticos pueden ser incorporados a composiciones farmacéuticas adecuadas para 
la administración a un sujeto. 

En la presente memoria también se describen métodos para aumentar la relación de colesterol ligado a lipoproteína 
de alta densidad (HDL) respecto al colesterol total en el plasma de un mamífero mediante la administración de un 
agente que promueva la formación de un complejo que comprende una proteína SIRT1 de mamífero y una proteína 
LXR de mamífero. Adicionalmente, describimos el uso de un agente que promueve la formación de un complejo que 
comprende una proteína SIRT1 de mamífero y una proteína LXR de mamífero en la fabricación de un medicamento 
para aumentar la relación de colesterol ligado a lipoproteína de alta densidad (HDL) respecto al colesterol total en el 
plasma de un mamífero mediante la administración del agente al mamífero. Dichos agentes son designados 
“compuestos activos” o “agentes terapéuticos” en la presente memoria. Los ejemplos de dichos agentes incluyen el 
22(R)-hidroxicolesterol, el ácido 9-cis retinoico, o combinaciones de ambos, 22(R)-hidroxicolesterol y ácido 9-cis 
retinoico. Estos agentes terapéuticos pueden ser incorporados en composiciones farmacéuticas adecuadas para ser 
administradas a un sujeto. 

Tal como se usa en la presente memoria, “vehículo farmacéuticamente aceptable” pretende incluir cualquiera y 
todos los disolventes, medios de dispersión, recubrimientos, agentes antibacterianos y antifúngicos, agentes 
isotónicos de retraso de la absorción, y otros similares, compatibles con la administración farmacéutica. Los 
vehículos adecuados se describen en libros de texto tales como Remington's Pharmaceutical Science, Gennaro AR 
(Ed.) 20ª edición (2000) Williams & Wilkins PA, EE.UU., y el Wilson and Gisvold's Textbook of Organic Medicinal and 
Pharmaceutical Chemistry, por Delgado y Remers, Lippincott-Raven. Los ejemplos preferidos de componentes que 
pueden usarse en dichos vehículos y diluyentes incluyen, aunque sin limitación, agua, disolución salina, sales de 
fosfato, sales de carboxilato, disoluciones de aminoácidos, disolución de Ringer, disolución de dextrosa (un sinónimo 
de glucosa), una albúmina de suero humano al 5%. A modo de ejemplo no limitativo, la dextrosa se puede usar en 
forma de disolución acuosa al 5% o al 10%. También se pueden usar liposomas y vehículos no acuosos tales como 
aceites fijos. El uso de dichos medios y agentes para sustancias farmacéuticamente activas es bien conocido en la 
técnica. También se pueden incorporar compuestos activos suplementarios en las composiciones. 

Una composición farmacéutica de la invención se formula para ser compatible con la ruta de administración 
pretendida. Los ejemplos de rutas de administración incluyen la administración parenteral, por ejemplo, intravenosa, 
intradermal, subcutánea, oral, nasal, inhalación, transdermal (tópica), transmucosal y rectal. Las disoluciones o 
suspensiones usadas para aplicación parenteral, intravenosa, intradermal o subcutánea pueden incluir los siguientes 
componentes: un diluyente esterilizado tal como agua para inyección, disolución salina, aceites fijos, polietilen 
glicoles, glicerina, propilen glicol u otros disolventes sintéticos, agentes antibacterianos tales como alcohol bencílico 
o metil parabenos, antioxidantes tales como ácido ascórbico o bisulfito sódico; agentes quelantes tales como ácido 
etilendiamintetraacético, tampones tales como acetatos, citratos o fosfatos, y agentes para el ajuste de la tonicidad 
tales como cloruro sódico o dextrosa. 

Para administración por inhalación, los compuestos se administran en forma de aerosol con un recipiente o 
dispensador presurizado que contiene un propelente adecuado, por ejemplo un gas tal como dióxido de carbono, o 
un nebulizador. 

En una realización, los compuestos activos se preparan con vehículos que protegerán el compuesto contra una 
eliminación rápida del cuerpo, tal como una formulación de liberación controlada, que incluyen implantes y sistemas 
de liberación microencapsulados. Los ejemplos adecuados de preparaciones de liberación sostenida incluyen 
matrices semipermeables de polímeros hidrofóbicos sólidos que contienen el anticuerpo, matrices que están en 
forma de artículos conformados, por ejemplo, películas o microcápsulas. Los ejemplos de matrices de liberación 
sostenida incluyen poliésteres, hidrogeles (por ejemplo, poli(2-hidroxietil-metacrilato) o poli(vinilalcohol)), poliláctidos 
(Patente de EE.UU. Nº 3.773.919), copolímeros de ácido L-glutámico y γ etil-L-glutamato, etilenvinil acetato no 
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degradable, copolímeros de ácido láctico-ácido glicólico degradables tales como LUPRON DEPOTTM (microesferas 
inyectables compuestas por copolímero de ácido láctico-ácido glicólico y acetato de leuprolide), y ácido poli-D-(-)-3­
hidroxibutírico. Aunque los polímeros como el acetato de etilen-vinilo y el ácido láctico-ácido glicólico permiten la 
liberación de moléculas a lo largo de 100 días, determinados hidrogeles liberan agentes farmacéuticos activos en 

5 periodos de tiempo más cortos. Los polímeros ventajosos son biodegradables o biocompatibles. Las suspensiones 
liposomales (que incluyen liposomas dirigidos contra células infectadas con anticuerpos monoclonales para 
antígenos víricos) también pueden usarse como vehículos farmacéuticamente aceptables. Estos pueden prepararse 
de acuerdo con métodos conocidos por los especialistas en la técnica, por ejemplo, tal como se describe en la 
Patente de EE.UU. Nº 4.522.811. Se pueden preparar preparaciones de liberación sostenida que presenten forma 

10 ventajosas, tales como microesferas, a partir de materiales tales como los descritos anteriormente. 

Los polinucleótidos descritos pueden ser insertados en vectores y usarse como vectores de terapia génica. Los 
vectores de terapia génica pueden administrarse a un sujeto empleando cualquiera de una serie de rutas, por 
ejemplo, tal como se describe en la Patente de EE.UU. Nº 5.703.055. Por tanto, la administración también puede 
incluir, por ejemplo, inyección intravenosa, administración local (véase la Patente de EE.UU. Nº 5.328.470) o 

15 inyección estereotáctica (véase, por ejemplo, Chen y col. (1994) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91: 3054-3057). La 
preparación farmacéutica del vector de terapia génica puede incluir el vector de terapia génica en un diluyente 
aceptable, o puede comprender una matriz de liberación lenta en la que el vehículo de administración génica está 
embebido. Alternativamente, cuando el vector de administración génica completo pueda producirse intacto a partir 
de células recombinantes, por ejemplo, vectores retrovirales, la preparación farmacéutica puede incluir una o más 

20 células que produzcan el sistema de administración génica. 

Las composiciones farmacéuticas pueden ser incluidas en un kit, por ejemplo, en un recipiente, paquete o 
dispensador, junto con instrucciones para su administración. 

También se contempla en la invención el uso de un agente terapéutico para la fabricación de una composición 
farmacéutica o un medicamento para tratar una infección vírica respiratoria en un sujeto. 

25 En varias realizaciones los polinucleótidos descritos en la invención se administran mediante transfección mediada 
por liposomas, por ejemplo usando reactivos o técnicas disponibles comercialmente, por ejemplo, Oligofectamine™, 
reactivo LipofectAmine™, LipofectAmine 2000™ (Invitrogen), así como mediante electroporación y técnicas 
similares. Adicionalmente, los polinucleótidos son administrados a modelos de animales, tales como roedores o 
primates no humanos, mediante inhalación e infusión en el tracto respiratorio. Otras rutas adicionales para uso con 

30 modelos de animales incluyen rutas de administración intravenosa (IV), subcutánea (SC) y rutas relacionadas. Las 
composiciones farmacéuticas incluyen componentes adicionales que protegen la estabilidad de los polinucleótidos, 
prolongan su vida media, potencian su función o los dirigen contra tejidos/células específicos. Estos incluyen una 
variedad de polímeros biodegradables, polímeros catiónicos (tales como polietilenimina), copolipéptidos catiónicos 
tales como polipéptidos de histidina-lisina (HK), véase por ejemplo las publicaciones PCT WO 01/47496 de Mixson y 

35 col., WO 02/096941 de Biomerieux y WO 99/42091 del Massachusetts Institute of Technology), polipéptidos 
catiónicos PEGilados, y polímeros incorporados a ligando, etc., polipéptidos cargados positivamente, polímeros 
PolyTran (polisacáridos naturales, también conocidos como escleroglucano, Pillsbury Co., Minneapolis, Minn), 
tensioactivos (Infasurf; Forest Laboratories, Inc.; ONY Inc.), y polímeros catiónicos (tales como polietilenimina). El 
Infasurf® (calfactant) es un tensioactivo pulmonar natural aislado a partir de pulmón de ternero para su uso en 

40 infusión intratraqueal, contiene fosfolípidos, lípidos neutros y proteínas B y C asociadas a tensioactivo hidrofóbicas. 
Los polímeros pueden ser uni-dimensionales o multi-dimensionales, y también podrían ser micropartículas o 
nanopartículas con diámetros inferiores a 20 micrómetros, entre 20 y 100 micrómetros, o por encima de 100 
micrómetros. Dichos polímeros podrían portar moléculas de ligando específicas para receptores o moléculas de 
tejidos o células especiales, y ser usados por tanto para la administración dirigida de polinucleótidos. Los 

45 polinucleótidos también se administran mediante vehículos basados en liposomas catiónicos, tales como DOTAP, 
DOTAP/Colesterol (Qbiogene, Inc.) y otros tipos de disoluciones acuosas de lípidos. Adicionalmente, una disolución 
acuosa de glucosa en porcentaje bajo (5-10%) y el Infasurf son vehículos efectivos para la administración aérea de 
polinucleótidos. 

Terapia génica 

50 Actualmente, la terapia génica se encuentra en un estado elevado de desarrollo para su uso en tratamientos 
terapéuticos y profilácticos (por ejemplo, para inmunizar). Se dispone de nuevos métodos de administración, y hay 
varios ensayos clínicos de diversas modalidades de terapia con genes en curso. La Publicación de Solicitud de 
Patente de EE.UU. 20060115462 titulada “Direct DNA delivery to bone cells” describe un método que permite la 
administración in vivo de un polinucleótido en forma de polinucleótido solo o como vector de expresión génica a 

55 células óseas de un miembro de mamífero. 

La Publicación de Solicitud de Patente de EE.UU. 20060115456 titulada “Replication-competent adenoviral vectors” 
describe vectores adenovíricos de replicación competente mejorados, que incluyen los tipos de adenovirus 2, 4, 5 y 
7, para uso en la administración de ácidos nucleicos y polinucleótidos para aplicaciones terapéuticas y profilácticas. 

La Publicación de Solicitud de Patente de EE.UU. 20060104950 titulada “Methods of Transducing genes into T cells” 
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describe la transducción de un gen en células T activadas usando un vector de paramixovirus. 

La Publicación de Patente de EE.UU. 20060110361 titulada “Methods of making viral particles having a modified cell 
binding activity and uses thereof” describe un método para empaquetar partículas víricas de tal modo que uno o más 
péptidos de la superficie del artículo son derivados de la célula de empaquetamiento. La solicitud establece que 

5 dicho sistema es para uso, por ejemplo, en tratamientos de terapia génica. 

La Publicación de Solicitud de Patente de EE.UU. 20060110364 titulada “Vector-mediated delivery of polynucleotides 
encoding soluble VEGF receptors” describe composiciones de vectores para expresión de una forma soluble de 
VEGFR3 y métodos para su uso en el tratamiento de cáncer. 

La Publicación de Solicitud de Patente de EE.UU. 20050239204 titulada “Multifunctional molecular complexes for 
gene transfer to cells” describe un complejo molecular multifuncional no vírico para la transferencia de una 
composición de ácido nucleico a una célula diana. 

VandenDriessche y col. demostraron que la hemofilia A podría tratarse de forma efectiva mediante una terapia 
génica in vivo que introduce el gen de Factor VIII humano en ratones deficientes en Factor VIII empleando vectores 
retrovirales79. La transferencia génica se produjo al menos en el hígado, bazo y pulmones. Roth y col. han evaluado 

15 la seguridad de un sistema de terapia génica en células somáticas no víricas en pacientes con hemofilia A severa80. 

Debido a su estado post-mitótico estable el músculo esqueletal es una importante diana para la manipulación 
genética mediante el uso de vectores víricos y no víricos e integrantes y no integrantes. La terapia génica dirigida a 
músculo para prevenir la diabetes autoinmune en ratones diabéticos no obesos (NOD) fue presentada por Goudy y 
col.81. Desarrollaron vectores víricos adeno-asociados recombinantes que contenían ADNc murino para citoquinas 
inmunomoduladoras IL4 ó IL10. La transducción de músculo esqueletal de ratones NOD hembra con IL10, pero no 
IL4, eliminó por completo la diabetes. 

De acuerdo con Wells82, los vectores víricos adeno-asociados y el ADN de plásmido tal cual son actualmente los 
vectores elegidos para la transferencia de genes a músculos. Los mayores avances en el campos de los sistemas 
de administración de vectores, particularmente aquellos que usan la ruta vascular, se han producido en los últimos 

25 dos años más o menos, de tal modo que la terapia génica de distrofias musculares y el uso del músculo como una 
plataforma para la producción de proteínas secretadas se ha convertido en una posibilidad clínica. 

La terapia oncolítica es un nuevo tratamiento anticáncer basado en virus líticos atenuados tales como el adenovirus 
(Ad) 83. Estos virus inducen la destrucción de células hospedantes mediante lisis y por tanto son distintos de los virus 
clásicos de terapia génica. Los Ads oncolíticos son modificados genéticamente de tal modo que se repliquen 
únicamente en células cancerígenas. Tres Ads oncolíticos han completado ensayos clínicos de Fase I y II con 
pacientes de cáncer. Estos virus se siguen modificando genéticamente para conferirles genes terapéuticos 
adicionales 83. 

Takahashi y col. han iniciado un estudio clínico de terapia génica de resistencia multifármaco (MDR1). Los dos 
pacientes tratados hasta la fecha se encuentran en remisión completa y no han sufrido efectos adversos aparentes a 

35 consecuencia de la transferencia de gen MDR1 84. 

Broedl y col. describen que, en vista de los tratamientos ineficaces de la actualidad para diversas hiperlipidemias, la 
terapia génica somática se considera una estrategia potencial a la terapia actual. En muchos casos ya se han 
llevado a cabo estudios preclínicos de prueba-de-principios, y en el caso de la hipercolesterolemia familiar 
homocigota se ha llevado a cabo un ensayo clínico. 

Se han usado oligodesoxinucleótidos antisentido dirigidos contra clusterina en un ensayo clínico de Fase I para el 
tratamiento de cáncer de próstata 86. El tratamiento proporcionó hasta un 90% de supresión de clusterina en cáncer 
de próstata. Miyake y col. hablan de que se habían programado estudios de fase II para principios de 2005 86. 

Satoh y col. revisan el estado de la terapia génica del cáncer de próstata, que incluye la transducción mediada por 
virus del gen de timidina quinasa del virus de herpes simple seguido de un curso del profármaco ganciclovir 87. 

45 Presentan que un ensayo clínico de terapia clínica para el cáncer de próstata humano ha demostrado seguridad, 
eficacia clínica y efectos biológicos de actividad antitumoral. Según Satoh y col., después de numerosos estudios 
preclínicos favorables, se han aprobado varios estudios clínicos para terapia de cáncer del cáncer de próstata 
usando citoquinas inmunomoduladoras tales como la interleuquina-2, la interleuquina-12, la B7-1 (CD80), la B7-2 
(CD86) y factor estimulante de colonia de granulocito-macrófago 87. 

Métodos de ensayo para identificar agentes activos potenciales 

En varios aspectos, la invención describe métodos de ensayo que pretenden determinar si un compuesto químico o 
agente candidato modula una actividad de interés en la presente invención. Dichos métodos incluyen los siguientes. 

En la presente memoria se describe un método para determinar si una sustancia candidata modula un proceso 
dependiente de LXR, que incluye: 
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a) transfectar una célula con un vector que alberga un gen indicador dirigido operativamente por un LXRE; 

b) poner en contacto la célula con el candidato; y 

c) determinar si el candidato modula la expresión del gen indicador en comparación con una célula que no se 
ha puesto en contacto con el candidato; 

en donde una diferencia en la extensión de la presencia del proceso dependiente de LXR detectado entre la 
presencia y la ausencia del candidato indica que el candidato modula el proceso dependiente de LXR. 

La invención describe adicionalmente un método para determinar si una sustancia candidata modula un efecto 
dependiente de SIRT1 de un LXR, que incluye: 

a) transfectar una célula con un vector que alberga un gen SIRT1; 

b) transfectar además la célula con un vector que alberga un gen indicador dirigido operativamente por un 
promotor de LXR; 

c) poner en contacto la célula con el candidato; y 

d) determinar si el candidato modula la expresión del gen indicador en comparación con una célula que no se 
ha puesto en contacto con el candidato; 

en donde una diferencia en la extensión del efecto dependiente de SIRT1 del LXR detectado entre la presencia y la 
ausencia del candidato indica que el candidato modula el efecto dependiente de SIRT1 de un LXR. 

La invención describe además un método para determinar si una sustancia candidata modula la formación de un par 
de unión específico que comprende los miembros de par de unión específico SIRT1 y LXR, que incluye: 

a) transfectar una célula con un vector que alberga una secuencia que codifica un primer miembro marcado 
con epítopo del par de unión específico; 

b) transfectar adicionalmente la célula con un vector que alberga una secuencia que codifica el segundo 
miembro del par de unión específico; 

c) poner en contacto la célula con la sustancia candidata; 

d) lisar las células, poner en contacto los lisatos celulares con un anticuerpo específico para el marca de 
epítopo, y recuperar los inmunoprecipitados que comprenden un complejo del SIRT1 y el LXR con un 
adsorbente específico de anticuerpo; 

e) llevar a cabo un procedimiento de análisis por transferencia Western usando anticuerpos específicos para 
SIRT1 y LXR; 

en donde una diferencia en la formación del complejo detectada en presencia del candidato en comparación con su 
la ausencia del candidato indica que el candidato modula la interacción de SIRT1 con LXR. 

En estos métodos de ensayo, la transfección con vectores puede llevarse a cabo mediante técnicas tales como las 
descritas anteriormente, incorporadas a la presente memoria a modo de referencia. Cualquier técnica equivalente 
conocida por los especialistas en el campo de la invención, no descrita específicamente en la presente memoria, 
puede también ser usada para llevar a cabo las transfecciones. 

Varios de los métodos de ensayo incluyen además la transfección con un vector que albergue un gen indicador 
dirigido operativamente por un LXRE. El gen indicador será activado por un componente celular que se une 
específicamente al LXRE para expresar el gen indicador. El producto del gen indicador es detectable en el sistema 
experimental diseñado para llevar a cabo el ensayo. En general, un gen indicador codifica una proteína, factor o 
actividad enzimática que, tras expresión, es fácilmente detectable mediante métodos de detección químicos o 
físicos. Los ejemplos no limitantes de genes indicadores incluyen genes que codifican una enzima tal como la 
peroxidasa de rábano o la luciferasa de luciérnaga, una proteína cromofórica o una proteína fluorescente tal como la 
proteína fluorescente verde, y otras similares. Cualquier gen indicador equivalente conocido por los especialistas en 
el campo de la invención, no específicamente descrito en la presente memoria, también puede ser usado para 
transfectar la célula con el objetivo de llevar a cabo el ensayo para identificar agentes activos potenciales. 

Varias realizaciones adicionales de los métodos de ensayo incluyen transfectar una célula con un vector que 
albergue una secuencia que codifica un primer miembro marcado con epítopo del par de unión específico constituido 
por SIRT1 y LXR. Los epítopos que son utilizables para este propósito incluyen cualquier epítopo ligado por un 
anticuerpo específico. Un ejemplo no limitante de epítopo es el epítopo FLAG; pero los especialistas en el campo de 
la invención conocen ampliamente otros. Se puede usar cualquier epítopo equivalente, no descrito específicamente 
en la presente memoria, como quimera con un miembro del par de unión específico con el objetivo de llevar a cabo 
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el ensayo para identificar agentes activos potenciales. 

Los ensayos de agentes activos potenciales se llevan a cabo frecuentemente usando escrutinios de alta capacidad 
en aparatos de ensayo paralelos altamente replicados. Se pueden emplear placas multipocillo en estos sistemas de 
tal modo que se lleva a cabo un elevado número de ensayos simultáneamente. Los compuestos candidatos 

5 empleados en los ensayos para detectar un agente activo potencial se obtienen comúnmente como resultado de la 
síntesis química de bibliotecas combinatorias de compuestos químicos, en las que se varían sistemáticamente 
varios restos y/o sustituyentes en una familia de compuestos relacionados. Ya se dispone habitualmente de 
bibliotecas químicas de análogos en almacenes de compuestos accesibles a una persona o entidad. Otras 
bibliotecas químicas de análogos incluyen productos químicos obtenidos a partir de fuentes naturales, así como 
derivados de dichos compuestos naturales que han sido modificados adicionalmente usando métodos de química 
combinatoria. En general, las bibliotecas de compuestos químicos son ampliamente conocidas por los especialistas 
en el campo de la invención. Para llevar a cabo un ensayo de identificación de un agente activo potencial se puede 
usar cualquier método equivalente para preparar un compuesto candidato, o para preparar una biblioteca de 
compuestos candidatos, conocidos por los especialistas en el campo de la invención. 

15 EJEMPLOS 

Métodos 

Plásmidos 

Los plásmidos pBabe-SIRT1 y pCMV-FLAG-HsSIRT1 han sido descritos 15,16. 

Animales y análisis de lipoproteína en plasma 

Se alojaron ratones SIRTI+/+, SIRT1+/- y SIRT1-/- en fondo 129/sv-CD1 mixto en una instalación de temperatura 
controlada (22 ºC) con un ciclo de luz diurna desde las 7 a.m. hasta las 7 p.m., y se les dio acceso a comida (con un 
0,02% de colesterol) y agua a discreción. 

Células, infección retroviral y transfección 

Se aislaron los fibroblastos embrionarios de los ratones SIRT1+/+, SIRT1+/- y SIRT1-/- (MEFs, del inglés “mouse 
25 embryonic fibroblasts”) a partir de embriones, tal como se ha descrito previamente 73, y se cultivaron en medio de 

Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) con un 10% de FBS y antibióticos. Se generaron MEFs inmortalizadas 
(MEFIs) transfectando MEFs primarias con un plásmido pRS-SV40T. Se cultivaron células HEK293T y Phoenix 
(ATCC, Rockville, MD) en DMEM con un 10% de FBS y antibióticos. Se cultivaron células THP-1 (ATCC, Rockville, 
MD) en RPMI 1640 con un 10% de FBS y β-mercaptoetanol 0,5 mM. 

Todas las transfecciones se llevaron a cabo con reactivo lipofectamina 2000 plus, según las instrucciones del 
fabricante (Invitrogen, Carlsbad, Ca). Para la infección retrovírica, se transfectaron células Phoenix con pBabe o p­
Babe-SIRT1. Se recolectó el medio que contenía los retrovirus 48 h después, se filtró, se trató con polibreno (1 
mg/mL), y se transfirió sobre MEFs. Las células infectadas fueron cultivadas entonces con medio normal que 
contenía 1 µg/mL de puromicina. 

35 Ejemplo 1. Colesterol en plasma en ratones naturales y sin SIRT1 

Se analizaron diez ratones naturales, 13 SIRT1+/- y 13 compañeros de camada SIRT1-/- en cada grupo. Los animales 
fueron mantenidos en ayunas durante cuatro horas desde el inicio del ciclo de luz diurna, a continuación se extrajo 
sangre y se obtuvo plasma mediante tratamiento con K3-EDTA. Se midió el colesterol total en plasma, los niveles de 
HDL y LDL mediante kits de ensayo enzimáticos colorimétricos (Wako Diagnostics, Richmond, Va). Se fraccionaron 
100 µL del conjunto de plasmas procedentes de 4 machos SIRT1-/- y 4 compañeros de camada SIRT1+/+ usando dos 
columnas de cromatografía líquida de resolución rápida (FPCL, del inglés “fast-performance liquid chromatography”) 
(columnas Superosa 6B, Amersham-Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ). Se muestra un perfil representativo de 
tres experimentos independientes. A continuación se analizaron las fracciones de FPLC para determinar los 
contenidos de colesterol con el kit de ensayo enzimático colorimétrico de Wako. El experimento se repitió tres veces 

45 con un total de 12 machos SIRT-/- y 12 compañeros de camada SIRT1+/+. Los resultados fueron comparados con el 
ensayo de t de student. 

La Figura 1a muestra que los ratones SIRT1-/- presentaron unos niveles de colesterol total en plasma ligeramente 
inferiores, en comparación con los ratones naturales de igual género y edad. Según se observa en la Figura 1, los 
paneles b (ensayo enzimático directo) y d (cromatografía de exclusión por tamaño/ensayo enzimático), esto es 
debido principalmente a una reducción de aproximadamente el 40% en el colesterol transportado en HDL (*, 
p<0,001), la principal lipoproteína rica en colesterol en el plasma murino (80-90% del total). Los niveles de colesterol 
LDL en plasma fueron similares en ratones SIRT1-/- y de control (Figuras 1c y d). Como resultado, la relación de 
colesterol total/HDL en ratones SIRT1-/- fue anormalmente alta (2,57 ± 0,98 frente a 1,36 ± 0,19 para los controles 
naturales, p<0,001), mientras que la relación HDL/LDL fue anormalmente baja (1,92 ± 0,94 frente a 3,56 ± 1,24, 

55 p<0,001). Debido a los efectos pleiotrópicos en los ratones SIRT1-/-, también se examinaron los heterocigotos 
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SIRT1+/-, que son fenotípicamente similares a los naturales. También se obtuvo que los niveles de HDL eran 
significativamente reducidos en los heterocigotos SIRT1+/- (Figura 1b, (*, p<0,001)). 

Se midieron los contenidos de colesterol total (TC), colesterol libre (FC), éster de colesterol (CE) y fosfolípidos (PL) 
en fracciones HDL (fracción nº 25-38) de los 12 pares de animales, mostrados en la Figura 1, panel e. Las 
reducciones relativas en ratones SIRT1-/- de los niveles de colesterol total, colesterol libre, éster de colesterol y 
fosfolípidos en plasma HDL fueron similares, aproximadamente del 25-30% (Figura 1e; **, p<0,01). La distribución 
de tamaños de HDL fue normal (Figura 1d) en ratones SIRT1-/-, lo que sugiere que la reducción en HDL fue 
consecuencia de un menor número de partículas más que de partículas con composición o estructura alteradas. 

Ejemplo 2. Colesterol en tejidos de ratones naturales y sin SIRT1 

Para determinar los niveles de colesterol total en tejidos de ratón, se sometió a ayuno a ratones SIRT1-/- y 
compañeros de camada de control durante cuatro horas desde el inicio del ciclo de luz diurna antes de ser 
sacrificados. A continuación se extrajeron y pesaron los tejidos. El colesterol total de hígado y testículos fue extraído 
y medido mediante GC tal como se ha descrito previamente 70,71. Los lípidos totales, que incluyen los triglicéridos, 
también se disolvieron en una disolución que contenía un 60% de butanol, un 13% de metano y un 27% de Triton X­
100, y se midieron con los kits de ensayo enzimático colorimétrico de Wako. 

En los ratones SIRT1-/-, un HDL en plasma anormalmente bajo (Ejemplo 1) se asoció a un aumento en la 
acumulación de colesterol en dos tejidos para los que el HDL es importante como fuente de colesterol exógeno: los 
testículos, que usan el colesterol HDL como almacén de esteroles y para esteroidogénesis 25 y es el órgano que 
presenta los mayores niveles relativos de proteína SIRT1 26,27, y el hígado, que desempeña un papel central en la 
homeostasis de colesterol y HDL 28 (Figura 1 f, n=8; ***, p<0,01). 

El descenso en el colesterol HDL en plasma y el aumento de la acumulación de colesterol en tejido en el hígado y en 
los testículos en ratones SIRT1-/- podría producirse debido a un incremento de la captación de colesterol de 
lipoproteína o a una disminución del eflujo de colesterol celular (exportación) a lipoproteínas. El aumento en el 
colesterol de tejido también podría deberse a un aumento en la síntesis local de colesterol. Sin embargo, en el 
hígado y en los testículos observamos esencialmente niveles normales de ARNm para el gen regulado por colesterol 
altamente sensible que codifica la enzima de control de velocidad de la biosíntesis de colesterol, HMG-CoA 
reductasa (datos no mostrados). Asimismo, no hubo incrementos aparentes en estos tejidos de los niveles de 
proteína del principal receptor de HDL SR-BI (datos no mostrados) que media en la captación celular de colesterol 
HDL 29, ni incrementos en las velocidades de captación de lípidos de HDL en fibroblastos embrionarios de ratones 
SIRT1-/- (MEFs, datos no mostrados). Además, se produjeron disminuciones sustanciales, más que aumentos, en los 
niveles de ARNm en testículo e hígado de otros dos receptores de lipoproteína principales, el receptor de LDL 
(LDLR) y el receptor LRP de VLDL/quilomicrón (datos no mostrados). Debido a que ni el aumento de la síntesis de 
colesterol nuevo ni la importación mediada por receptor parecen ser responsables de los aumentos de colesterol en 
tejido y de los descensos de colesterol en plasma en ratones SIRT1-/-, parece probable que la reducción del eflujo de 
colesterol celular podría justificar estas observaciones. 

Ejemplo 3. Eflujo de colesterol a partir de células naturales y de SIRT1-/-

El transporte de colesterol inverso es el proceso mediante el cual el exceso de colesterol en los tejidos periféricos es 
transportado hasta el hígado para su eliminación del cuerpo 30,31. La primera etapa de este proceso es el eflujo de 
colesterol desde las células a lipoproteínas, en particular HDL. Varias proteínas de transporte de colesterol de la 

36,37 superficie celular pueden mediar en el eflujo de colesterol, incluyendo SR-BI 32-35, ABCG1 y la mejor 
caracterizada de todas, el transportador de casete de unión de ATP (ABC) denominado ABCA1, que transfiere el 
colesterol no esterificado y los fosfolípidos a apolipoproteínas pobres en lípidos (principalmente apoA-I) para formar 
partículas de HDL 30,38-44. Para evaluar los efectos de la SIRT1 en este proceso, se midió el eflujo de colesterol 
mediado por apoA-I en dos sistemas celulares cultivados distintos, en los que las células fueron marcadas con [3H]­
colesterol y se monitorizó el eflujo de colesterol marcado a apoA-I en el medio extracelular. 

Para los MEFs, el ensayo de eflujo de colesterol se llevó a cabo tal como se ha descrito 72, con modificaciones. Se 
llevaron a placa MEFs primarios de SIRT1-/- y de compañeros de camada de control SIRT1+/+ o SIRT1+/- en placas 
de 12 pocillos con una confluencia del 50%, y se cultivaron durante una noche. A continuación, las células fueron 
transferidas a RPMI 1640/0,2% de albúmina de suero bovino (BSA) durante 24 h y se cargó el colesterol mediante 
incubación con 50 µg/mL de LDL y 1 µCi/mL de [3H]-colesterol (NEN Life Science Products, Boston, Ma) durante 
otras 24 h. Las células fueron lavadas con PBS, equilibradas durante 4 h en RPMI 1640/0,2% de BSA, y a 
continuación incubadas en RPMI 1640/0,2% de BSA con o sin 15 µg/mL de apoAI durante 24 h. A continuación se 
recolectó el medio y las células fueron lisadas con NaOH 0,2 N. Se midió la radioactividad recuperada en el medio y 
los lisatos celulares, y se calculó el eflujo de colesterol mediado por apo-AI como el porcentaje de radioactividad 
recuperado en el medio respecto a la radioactividad total y restando el eflujo no específico en medio libre de apoAI. 
Los ensayos de eflujo de colesterol se llevaron a cabo por duplicado con 7 pares de MEFs SIRT1-/- y de control 
SIRT1+/+ o SIRT1+/- procedentes de 3 camadas. 

Usando MEFs primarios, se incubaron células de control naturales y células SIRT1-/- cargadas con [3H]-colesterol en 
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medio RPMI 1640 con o sin 15 µg/mL de apoAI. Los niveles de [3H]-colesterol en las células y el medio de cultivo se 
midieron 24 h después y se calculó el eflujo de colesterol mediado por apoAI. La Figura 1g (panel izquierdo) muestra 
que el eflujo procedente de MEFs primarios de SIRT1+/+ de control (barra rellena) fue casi tres veces superior al de 
los MEFs de SIRT1-/- (barra hueca) (n=7; ****, p<0,001). 

Para las células THP-1 de línea celular monocítica humana, las células fueron tratadas con nicotinamida 10 mM en 
RPMI 1640/FBS al 10% durante 48 h, a continuación se cargó colesterol con 50 µg/mL de LDL y 1 µCi/mL de [3H]­
colesterol en medio RPMI 1640/FBS al 1%/BSA al 0,2% durante 24 h. Las células fueron lavadas con PBS e 
incubadas en RPMI 1640/BSA al 0,2% con o sin 15 µg/mL de apoAI durante 24 h. El medio y las células fueron 
separados entonces y las células fueron lisadas con NaOH 0,2 N. La radioactividad recuperada en el medio y los 
lisatos celulares fueron medidos y se calculó el eflujo de colesterol mediado por apoAI tal como se ha descrito 
anteriormente. 

El tratamiento de TBP-1 con el inhibidor de SIRT1 de nicotinamida (Nico) 45 también suprimió el eflujo de [3H]­
colesterol aproximadamente a una tercera parte (Figura 1g, panel derecho). El experimento se llevó a cabo por 
triplicado y se repitió dos veces (p<0,01). Por tanto, la pérdida de SIRT1 en MEFs y la inhibición de la actividad de 
SIRT1 en monocitos reducen el eflujo de colesterol mediado por apoAI. Estos resultados confirman la posibilidad de 
que una disminución del eflujo de colesterol podría conducir a un menor nivel de colesterol HDL en plasma y a un 
aumento del colesterol en tejido en ratones SIRT1-/-. 

Ejemplo 4. Niveles de ARNm de ABCA1 en tejidos naturales y sin SIRT1 

Para examinar si un menor eflujo de colesterol podría producir un nivel reducido de colesterol HDL en plasma y un 
aumento del colesterol en tejido en ratones SIRT1-/-, se compararon los niveles ARNm de ABCA1 en el hígado, 
testículos y ovarios. 

Se aisló ARN total procedente de hígados, testículos, macrófagos peritoneales estimulados con tioglicolato y ovarios 
de ratón empleando un mini-kit Qiagen RNeasy (Qiagen Inc., Calencia, Ca.). Para el análisis PCR en tiempo real, se 
sintetizó ADNc mediante transcriptasa inversa SuperScript III (Invitrogen, Carlsbad, Ca) con cebadores aleatorios. El 
ADNc resultante se sometió a continuación a análisis PCR con cebadores específicos de gen en presencia de 
Cybergreen (Qiagen Inc., Calencia, Ca.). Se obtuvo la abundancia relativa de ARNm mediante normalización a 
niveles de ciclofilina. Para la hibridación northern, se separó ARN (10 µg/banda) sobre geles de formaldehído­
agarosa (1,0%), se transfirió a membranas GeneScreen Plus (NEN Life Science Products, Boston, Ma.), y se hibridó 
de acuerdo con procedimientos estandarizados. Los niveles de ARNm de ABCA1 fueron cuantificados mediante un 
generador de fosfoimágenes y se normalizaron respecto a los correspondientes niveles de actina. 

La expresión de ARNm de ABCA1 se redujo en un 40-50% en ratones SIRT1-/- en los tres tejidos evaluados, en 
comparación con el tipo natural (Figura 2a). En consistencia con la idea de que dicha reducción podría haber 
contribuido a los niveles reducidos de HDL en plasma, en ratones heterocigotos ABCA1-/-, el colesterol HDL se 
reduce hasta ~60% de los controles de ABCA1+/+ 46, similar a la reducción en ratones SIRT1-/-. 

Ejemplo 5. Actividad del promotor ABCA1. 

La transcripción de ABCA1 se induce aumentando el colesterol celular, y los factores transcripcionales de receptor 
nuclear LXR media en dicha respuesta 47-49. Los heterodímeros de LXR/receptor X retinoide (RXR) son activados por 
oxisteroles 50 y desempeñan papeles clave en la regulación de la homeostasis global del organismo, la biosíntesis de 
lípidos, la respuesta inflamatoria, el metabolismo de carbohidratos y la obesidad 51. Para determinar si los efectos de 
SIRT1 en la expresión de ABCA1 están mediados por LXRs, se generaron construcciones indicadoras en las que la 
expresión del gen de luciferasa de luciérnaga estaba dirigida por el promotor ABCA1 de ratón o por un promotor 
mutante de control en el que una eliminación de ocho nucleótidos eliminó el elemento de respuesta de LXR (LXRE). 
Estudios previos han demostrado que una combinación de 22(R)-hidroxicolesterol (22(R)-HC, un agonista de LXR) y 
ácido 9-cis retinoico (9-cisRA, un agonista de RXR) estimula de forma drástica la actividad del LXRE en el promotor 
ABCA1 47. 

El plásmido indicador de luciferasa pGL3-ABCA1 fue creado insertando desde -847 a +244 de la región de promotor 
ABCA1 en posiciones KpnI-XhoI del vector pGL3 (Promega, Madison, Wi). El pGL3-ABCA1-LXRE, la versión 
mutante de LXRE del pGL3-ABCA1, fue creado eliminando el LXRE del promotor natural de ABCA1 de ratón. 

Para el ensayo de luciferasa, se transfectaron células MEFIs o HEK293T colocadas en placas de 24 pocillos con 100 
ng de pGL3-ABCA1 o de pGL3-ABCA1-LXRE, y con 10 ng de pRL-TK (luciferasa Renilla, Promega). Las células 
transfectadas con vectores indicadores de luciferasa naturales (WT, del inglés “wildtype”) o dirigidos por promotor 
ABCA1 de ratón mutante de LXRE (-LXRE) fueron tratadas con Trichostatina A 1 µM (TSA), un inhibidor de 
desacetilasas de clase I y II, o con nicotinamida (Nico) 10 mM, o con las dos, nicotinamida 10 mM + TSA 1 µM. Las 
células transfectadas con el vector mutante de LXRE fueron incubadas en DMEM con FBS al 10% en ausencia 
(barras sólidas) o en presencia (barras huecas) de 22(R)-HC 10 µM y de 9-cisRA 1 µM (Figura 2b). Entonces se 
midió la actividad de luciferasa usando el Sistema de Ensayo Indicador de Luciferasa-Dual (Promega) 6 ó 24 horas 
después. La actividad GL (luciferasa de luciérnaga) final se normalizó respecto a la actividad de RL (luciferasa 
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Renilla) co-expresada. Los experimentos se llevaron a cabo por duplicado y se repitieron 3 veces. 

Las construcciones indicadoras naturales y mutantes fueron expresadas en células HEK293T (Figura 2b, WT (panel 
izquierdo) o -LXRE (panel derecho)). La expresión de luciferasa del tipo natural fue estimulada 8 veces por encima 
de su valor normal mediante tratamiento con 22(R)-HC + 9-cisRA (Figura 2b, panel izquierdo). Además, esta 
expresión inducida fue inhibida un 50% por el inhibidor de nicotinamida, que inhibe desacetilasas de clase m tales 
como la SIRT1 (a), pero no fue inhibida por TSA. Las construcciones que carecen de LXRE no produjeron respuesta 
al agonista de LXR y mostraron una actividad basal baja (Figura 2b, panel derecho). En conjunto, estos 
descubrimientos sugieren que la SIRT1, y no otras clases de desacetilasas, modula la actividad de LXR en el 
promotor ABCA1, y lo hace, de forma interesante, como un modulador positivo. 

Adicionalmente, se observa que el sistema usado en estos experimentos aporta un método para determinar la 
modulación de procesos dependientes de LXR por una sustancia candidata. 

Ejemplo 6. Efecto de la actividad de SIRT1 sobre el promotor ABCA1. 

Para determinar directamente la influencia de SIRT1 sobre el promotor ABCA1, estas construcciones indicadoras de 
promotor fueron introducidas en MEFs de SIRT1+/+ y SIRT1-/- inmortalizados que fueron o no infectados con el vector 
pBabe-mT1 para expresar proteína SIRT1 (Figura 2c). Se generaron MEFs SIRT1+/+ y SIRT1-/- y se infectaron con 
pBabe-SIRT1 (+) o con un vector pBabe de control (-), tal como se describe en el Ejemplo 3. 

La inserción de la Figura 2c, panel derecho, muestra los resultados de inmuno-tinción de los niveles de expresión de 
SIRT1 en estas cuatro líneas celulares; se usó tubulina como control de carga. La expresión de SIRT1 a partir de 
este vector fue ligeramente inferior a la SIRT1 endógena en MEFs SIRT+/+. 

A continuación los MEFs fueron transfectados con vectores indicadores de luciferasa dirigidos por promotor natural 
(WT) o dirigidos por promotor ABCA1 de ratón mutantes de LXRE (-LXRE) en ausencia (barra rellena) o en 
presencia (barra hueca) de 22(R)-HC 10 µM y 9-cisRA 1 µM. Se midieron las actividades de luciferasa después de 
24 h. Todas las células con el promotor natural exhibieron una marcada estimulación de la expresión de luciferasa 
cuando se trataron con los activadores de LXR/RXR (Figura 2c, panel izquierdo), mientras que la baja actividad 
basal en las células con el indicador mutante (-LXRE) de control no se vio estimulada por dichos activadores (Figura 
2c, panel derecho). De forma más importante, la actividad dependiente de LXRE de la construcción de promotor 
natural fue un 40% inferior (p<0,02) en las células que eran deficientes en SIRT1 (MEFs SIRT1-/-) que en las células 
que eran SIRT1+/+, o fueron reconstruidas con SIRT1 (pBabe-T1). Estos descubrimientos confirman el modelo de 
que la SIRT1 estimula el promotor ABCA1 vía LXR/RXR actuando en el LXRE. 

El sistema experimental de este Ejemplo proporciona un método para determinar el efecto modulador de una 
sustancia candidata sobre el efecto dependiente de SIRT1 de los LXRs. 

Ejemplo 7. Interacción de SIRT1 con el LXRE de promotor ABCA1. 

Para determinar si la SIRT1 se une directamente al LXRE en el promotor ABCA1, usamos el ensayo de 
inmunoprecipitación de cromatina (ChIP, del inglés “chromatin immunoprecipitation”) y probamos con diferentes 
cebadores para el promotor ABCA1 murino. 

El análisis ChIP se llevó a cabo tal como se ha descrito 76, con modificaciones. En resumen, las células fueron 
reticuladas en paraformaldehído al 1% en medio de cultivo durante 15 minutos a temperatura ambiente y el 
reticulado se detuvo con glicina 0,125 M. A continuación las células fueron cosechadas en tampón HEPES (HEPES-
NaOH 50 mM, pH 7,9, NaCl 140 mM, EDTA 1 mM, glicerol al 10%, NP40 al 0,5%, Triton X-100 al 0,25%, y mezcla 
inhibidora de proteasa CompleteTM (Roche, Indianapolis, In.)), y los núcleos se purificaron. Los núcleos purificados 
fueron re-suspendidos en tampón TE (Tris-HCl 10 mM, pH 8,0, EDTA 1 mM, y mezcla inhibidora de proteasa 
CompleteTM), y sometidos a ultrasonidos sobre hielo hasta una longitud promedio de 1 kb. Los sobrenadantes 
sometidos a ultrasonidos fueron diluidos con tampón IP (Tris-HCl 10 mM, pH 8,0, EDTA 1 mM, glicerol al 10%, Triton 
X-100 al 1%, Na-Desoxicolato al 0,1%, y mezcla inhibidora de proteasa CompleteTM), se pre-limpiaron dos veces con 
partículas de proteína A. Las muestras de cromatina pre-limpiadas fueron entonces incubadas con anticuerpos 
policlonales de conejo anti-SIRT1 (Upstate, Charlottesville, Va) durante una noche a 4ºC, y los complejos inmunes 
fueron recuperados añadiendo partículas de proteína A durante 2 h. Los inmunoprecipitados recuperados fueron 
lavados entonces dos veces con tampón IP, dos veces con tampón IP con NaCl 500 mM, y dos veces con tampón 
RIPA (Tris-HCl 10 mM, pH 8,0, EDTA 1 mM, NaCl 250 mM, NP40 al 0,5%, Na-desoxicolato al 0,5%, y mezcla 
inhibidora de proteasa CompleteTM). A continuación se eluyeron las cromatinas de los inmunoprecipitados con 
10xTE/SDS al 1% a 65ºC durante 15 minutos. Las cromatinas eluídas fueron incubadas a 65ºC durante al menos 6 h 
hasta obtener el reticulado inverso, se trataron con proteinasa K y con RNasa A, y se extrajeron con fenol/cloroformo 
y con cloroformo. Los fragmentos de ADN finales fueron recuperados mediante precipitación de 
LiCl/glicógeno/etanol y las partículas fueron re-suspendidas en agua y analizadas mediante PCR. 

Para el LXRE de promotor ABCA1 de ratón, la reacción PCR se llevó a cabo usando los cebadores 
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5'-GCTTTCTGCTGAGTGACTGAACTAC-3' (SEC ID Nº: 13); y 

5'-GAATTACTGCTTTTTGCCGCG-3' (SEC ID Nº: 14). 

Como control negativo del anterior ensayo ChIP, también se amplificó un fragmento de 6,2 kb localizado por encima 
del LXRE en el promotor ABCA1 con los cebadores 

5 5'-GCAGCCCAACTCTTCAGAAC-3' (SEC ID Nº: 15); y 

5'TCCCCTTTGTCTTTGTGGAC-3' (SEC ID Nº: 16). 

Para el LXRE de promotor humano, la reacción PCR se llevó a cabo usando los cebadores 

5'-GCTTTCTGCTGAGTGACTGAACTAC-3' (SEC ID Nº: 17); y 

5'-TGCGTCTCTTTCTCCTACCC-3' (SEC ID Nº: 18). 

10 Un fragmento de 7,5 kb situado por encima del LXRE fue amplificado con los cebadores 

5'-AGGCAGGTGGATCATTTGAG-3' (SEC ID Nº: 19); y 

5'-CCAAACATCTGGGCTTCTGT-3' (SEC ID Nº: 20) 

como control negativo. El experimento se llevó a cabo al menos tres veces, y se muestran los datos representativos. 

La Figura 2d superior muestra los resultados de probar con sondas de LXRE- o de PCR específicas de la parte 
15 superior antes (Entrada) o después (αSIRT1) de inmunoprecipitación con anticuerpos de SIRT1. Se observa en el 

tratamiento experimental (αSIRT1) el tratamiento con anticuerpos precipitó fragmentos de cromatina que contenían 
el LXRE procedente de MEFs de SIRT1+/+ (banda izquierda, imagen superior que muestra una banda gris oscura), 
pero de controles de MEF de SIRT1-/- (banda derecha, imagen superior en negro sólido), y no precipitó fragmentos 
que contenían ADN de 6,2 kb por encima del LXRE de ninguna línea celular (imagen inferior, ambas bandas, en 

20 negro sólido). Se obtuvieron resultados similares en células HEK293T humanas (Figura 2d, parte inferior) y THP-1 
(datos no mostrados) transfectadas con un vector para expresar SIRT1 humana marcada con el epítopo FLAG o un 
vector de control negativo, y precipitadas con un anticuerpo anti-FLAG. Por tanto, la SIRT1 se une al promotor 
ABCA1 en proximidad al LXRE. 

Ejemplo 8. Interacción de SIRT1 con LXRα y LXRβ

25 La SIRT1 no se une directamente a ADN 26, así que su presencia en el promotor ABCA1 requiere la unión a 
proteínas asociadas a ADN, tales como los LXRs. Existen dos miembros de la familia de factor transcripcional LXR, 
el LXRα y el LXRβ 50,52. La expresión de LXRα es específica de tejido, mientras que la de LXRβ es ubicua. Para 
determinar si había asociación entre SIRT1 y LXRs mediante co-inmunoprecipitación, se clonaron ADNs murinos de 
LXRα y LXRβ en vectores de expresión marcados con HA. A continuación se transfectó el vector de expresión de 

30 SIRT1 pBabe-SIRT1 en células HEK293T con o sin los vectores para los LXRs marcados con HA. 

En este Ejemplo, se examinó la posible interacción entre SIRT1 y LXRα y LXRβ. Se crearon plásmidos que expresan 
LXRα y LXRβ marcados con HA en el NH2 terminal (HA-LXRα y HA-LXRβ) mediante clonación del ADNc de LXRα o 
de LXRβ de ratón de longitud completa por debajo de (en el mismo marco) un epítopo de HA en un vector pcDNA3­
NHA modificado. Células HEK293T que sobre-expresan SIRT1 de ratón (MmSIRT1) y HA-LXRα, o MmSIRT1 y HA­

35 LXRβ, fueron cosechadas en tampón NP40 (Tris-HCl 10 mM, pH 8,0, NaCl 150 mM, NP40 al 0,5% y mezcla 
inhibidora de proteasa CompleteTM) y lisadas haciéndolas pasar 10 veces a través de una aguja de jeringa del 18. 
Tras hacerlas girar a 4 ºC durante 1 h, los lisatos fueron sometidos a centrifugación a 16.000 x g durante 15 minutos. 
El sobrenadante resultante fue diluido entonces en tampón NP40 con BSA al 1% y se inició la inmunoprecipitación 
añadiendo 3 µg de anticuerpos monoclonales anti-HA (Santa Cruz Biotechnology). A continuación la mezcla se 

40 incubó con agitación a 4º C durante 2 h durante una noche. Los complejos inmunes fueron recuperados añadiendo 
partículas de proteína A durante otra hora adicional y los inmunoprecipitados fueron lavados cinco veces con 1 mL 
de tampón NP40. Los lisatos totales y las correspondientes muestras de inmuno-precipitación fueron separadas 
entonces mediante SDS-PAGE y fueron inmuno-teñidas con anticuerpos policlonales anti-SIRT1 y anticuerpos anti­
myc o anti-HA. 

45 Los anticuerpos anti-LXRα monoclonales de ratón procedían de R&D system y los anticuerpos anti-LXRα/β
policlonales de cabra eran de Santa Cruz Biotechnology. Células humanas HEK293T que expresaban las proteínas 
indicadas fueron lisadas e inmunoprecipitadas (IP) con anticuerpos monoclonales anti-HA tal como se ha descrito 
antes (Figura 2e). Los lisatos totales (bandas 1-4) y las muestras anti-HA de inmuno-precipitación (bandas 5-8) 
fueron separadas a continuación mediante SDS-PAGE y probadas con anticuerpos policlonales anti-SIRT1 

50 (imágenes de la parte superior) y con anticuerpos anti-HA-LXRα (panel superior) o anti-HA-LXRβ (panel inferior). Tal 
como se muestra en la Figura 2e, la proteína SIRT1 murina transfectada (mT1) fue precipitada en cruzado por los 
anticuerpos anti-HA solamente cuando LXRα o LXRβ era co-expresado en las células (banda 8, paneles superior e 
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inferior). El HA-LXR también co-precipitó la proteína SIRT1 humana endógena (hT1), que exhibió una movilidad 
ligeramente menor en los geles. Por tanto, la unión directa o indirecta de SIRT1 a LXR es probablemente la 
responsable de la asociación de SIRT1 con el LXRE del promotor ABCA1 en células intactas. 

Además, el experimento de inmunoprecipitación descrito en este Ejemplo proporciona un ensayo sensible para 
5 determinar la capacidad de una sustancia de ensayo para modular la interacción de SIRT1 con LXRα o con LXRβ. 

Ejemplo 9. El LXR se dirige a ARNms en hígados de ratones SIRT1-/-. 

La interacción entre LXRs y SIRT1 hace surgir la posibilidad de que una pérdida de función de la SIRT1 pudiera 
afectar negativamente a la homeostasis de lípidos mediada por LXR en respuesta al colesterol de dieta. Para probar 
esta hipótesis, se analizaron los niveles de ARNms de una serie de genes diana de LXR, que incluyen el ABCA1, en 

10 los hígados de ratones SIRT1-/- (Figura 3a), usando ARN total procedente de hígados de animales de control 
naturales (barras rellenas) y animales SIRT1-/- (barras huecas). Los análisis se llevaron a cabo mediante PCR en 
tiempo real. Incluso aunque los niveles de ARNm de LXR fueron normales en hígados de SIRT1-/-, muchas dianas 
de LXR, tales como SREBP1, ABCA1, ABCG1, ABCG5 y LDLR, disminuyeron en comparación con los controles de 
SIRT1+/+ (n=3, *, p<0,05). Los niveles de ARNm de genes de control conocidos por no ser dianas de LXR 53,54 no se 

15 vieron alterados significativamente en ratones SIRT1-/-. 

Ejemplo 10. Niveles relativos de metabolitos en hígados de ratones tratados con el agonista de LXR 
T0901317. 

Para profundizar en el conocimiento del efecto de SIRT1 sobre la función de LXR in vivo, se analizaron animales 
naturales y SIRT1-/- para determinar su respuesta a una administración oral de 8 días del agonista de LXR T0901317 

20 (N-(2,2,2-trifluoro-etil)-N-[4-(2,2,2-trifluoro-1-hidroxi-1-trifluorometil-etil)-fenil]-bencenosulfonamida)53. 

Para detectar proteínas ABCA1 en tejidos de ratón, se homogeneizaron hígados de SIRT1+/+ o de SIRT1-/- en 
tampón RIPA. A continuación se mezclaron extractos de hígado con tampón de muestra de SDS y se 
desnaturalizaron a 37 ºC durante 20 minutos para prevenir la agregación de ABCA1 a alta temperatura. A 

25 continuación las muestras fueron resueltas en SDS-PAGE al 7,5% y teñidas con anticuerpos policlonales anti­
ABCA1 (anticuerpos R80, obsequio de los Drs. M. Fitzgerald y M. Freeman). 

Ratones macho SIRT1-/- y de control de 2-6 meses de edad fueron alimentados con T0901317 (10 mg/kg) mediante 
administración oral, se recolectó plasma antes y después de la alimentación para realizar análisis de lípidos en 
plasma. Los tejidos fueron recolectados después de la alimentación para realizar análisis adicionales. El ARN total 

30 de hígado de animales naturales sin alimentar (barra rellena negra) o alimentados con 10 mg/kg de T0901317 (barra 
a rayas negras) y ratones SIRT-/- sin (barra hueca) o con T0901317 (barra a rayas grises) fue analizado mediante 
PCR a tiempo real. La alimentación con T0901317 de animales naturales indujo significativamente la expresión de 
varias dianas de LXR: SREBP-1 c, LPL y ABCA1 a nivel de ARN (Figura 3b) (n=4, **, p<0,05). Sin embargo, la 
inducción de estas dianas en ratones SIRT1-/- fue nula. Se obtuvieron los lisatos de proteína totales procedentes de 

35 hígados de los ratones indicados y se analizaron para determinar los niveles de proteína ABCA1 mediante 
inmunotinción (Figura 3c). (Tal como se ha indicado previamente, las proteínas ABCA1 comprenden múltiples 
bandas mediante tinción western 78). 

Los resultados en plasma de la Figura 3, paneles d, e y f representan los mismos ratones antes y después de una 
administración de 8 días de T0901317. Los resultados de hígados de la Figura 3, panel d, comparan compañeros de 

40 camada con o sin T0901317, y antes en la Figura 3, b (Ejemplo 9) y c (este Ejemplo). Se analizaron los triglicéridos 
en plasma (Figura 3 d, panel izquierdo) e hígado (Figura 3 d, panel derecho) de ratones naturales sin (barra rellena 
negra) o con T0901317 (barra a rayas izquierda) y de animales SIRT1-/- sin (barra hueca) o con T0901317 (barra a 
rayas derecha). Se observó una reducción en la respuesta de animales SIRT1-/- frente a la inducción debida a 
T0901317 agonista de LXR 53 de la acumulación de triglicéridos en plasma e hígado (Figura 3d; n=5, ***, p<0,001). 

45 También se observaron niveles inferiores de colesterol en plasma en los ratones tratados (Figura 3e; n=5, ****, 
p<0,02) especialmente en el tamaño de las partículas de HDL, determinado mediante ensayos de colesterol de 
fracciones de lipoproteína FPLC (Figura 3f; n=5)). Debido a que el T0901317 da como resultado una elevación de 
los triglicéridos en plasma y en hígado a través de la inducción de SREBP-1c 53, los bajos niveles de ARN-m de 
SREBP1-c en ratones SIRT1-/- (Figura 3a) pueden explicar la reducción de triglicéridos inducida por T0901317. Por 

50 tanto, el efecto de SIRT1 sobre el promotor ABCA1 en ensayos indicadores no fue sólo dependiente sobre el LXR, 
sino que las funciones de LXR y su agonista in vivo también fueron dependientes de SIRT1. 
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Ejemplo 11. Efecto de SIRT1 sobre la expresión de proteína LXR. 

La SIRT1 interactúa directamente y desacetila muchas proteínas diana, tales como histonas 12, p53 15-17, factores 
transcripcionales FOXO 18, 19 y PGC-1α 23, 24. La desacetilación de estas dianas por SIRT1 reprime (p53 y FOXO 
en algunos promotores) o activa (PGC-1α y FOXO en otros promotores) sus actividades transcripcionales. Para 
investigar cómo la SIRT1 regula positivamente el LXR, se determinaron primero los niveles de proteína LXR 
endógena en los hígados de ratones SIRT1+/+ y SIRT1-/-. Sorprendentemente, los niveles de proteína LXR 
aumentaron drásticamente en animales SIRT1-/- (Figura 4a), incluso aunque la capacidad de la LXR para activar 
dianas se redujo en comparación con el tipo natural (Ejemplo 9; Figura 3a). 

Se transfectaron células HEK293T que expresan HA-LXRβ dirigido por un promotor CMV exógeno con vector 
pSuper, o con una construcción pSuper-SIRT1 RNAi. Las células fueron cosechadas 3 días después de la 
transfección y los niveles de HA-LXRβ y SIRT1 fueron analizados mediante análisis de transferencia western usando 
anticuerpos de HA y SIRT1. Se descubrió que el abatimiento de la expresión de SIRT1 mediado por RNAi (Figura 
4b, bandas 3 y 4) y la inhibición de la actividad de SIRT1 por nicotinamida –pero no la inhibición de otras 
desacetilasas por TSA– (Figura 4c) dieron como resultado niveles elevados de proteína HA-LXRβ. Puesto que no se 
produjo una reducción detectable de ARNm de LXR en los ratones SIRT1-/- (Figura 3a), la SIRT1 regula los niveles 
de proteína LXR post-transcripcionalmente. 

Se trataron células HEK293T que expresan HA-LXRβ con medio de control (Figura 3c, banda 1) o con medio con 
TSA 1 µM (banda 2), nicotinamida 10 mM (banda 3), MG132 25 µM (carbobenciloxi-Leu-Leu-Leu-al, un inhibidor de 
proteasa) (banda 4), o nicotinamida 10 mM más MG132 25 µM (banda 5) durante 6 horas. A continuación las células 
fueron cosechadas y se analizaron los niveles de HA-LXRβ y SIRT1 mediante análisis de transferencia western 
usando anticuerpos de HA (imágenes de la parte superior) y SIRT1 (imágenes del medio). La inhibición de la 
actividad de SIRT1 por nicotinamida (banda 3) –pero no la inhibición de otras desacetilasas por TSA (banda 2)– dio 
como resultado niveles elevados de proteína HA-LXRβ (imágenes de la parte superior). Puesto que no se produjo 
una reducción detectable del ARNm de LXR en ratones SIRT1-/- (véase el Ejemplo 9, Figura 3a), la SIRT1 regula los 
niveles de proteína LXR post-transcripcionalmente. Se cree que la inhibición de la actividad de SIRT1 por 
nicotinamida aumenta los niveles de proteína LXR interfiriendo con la degradación de LXR mediada por proteasoma. 

A continuación se examinó la base del descubrimiento de que la actividad de LXR está relacionada inversamente 
con los niveles de proteína. Puesto que la acetilación de residuos de lisina puede bloquear la ubiquitinación y la 
SIRT1 es una desacetilasa, la pérdida de actividad de SIRT1 podría estabilizar proteínas LXR aumentando el nivel 
de estado estacionario de la acetilación de LXR, inhibiendo de este modo el mecanismo de degradación de 
ubiquitina/proteasoma. Si esto fuera cierto, la inhibición de la actividad de proteasoma por MG132 debería 
incrementar los niveles de estado estacionario de LXR cuando la SIRT1 está activa, pero no cuando la SIRT1 está 
inhibida por nicotinamida. De hecho esto se observó en células HEK293T que expresan LXRβ marcado con HA 
(Figura 4c, banda 4 frente a banda 5)). 

Las células HEK293T fueron co-transfectadas con construcciones que expresan un vector pBabe vacío, HA-LXRβ, 
pBabe-SIRT1 y pBabe-hSIRT1HY (un mutante de SIRT1 de desacetilasa inactiva (véase Vaziri y col., 2001)). 40 h 
después, las células fueron incubadas con MG132 25µM durante 1 h y se recolectaron. A continuación se 
inmunoprecipitó la HA-LXRβ usando anticuerpos de HA seguido de un análisis de transferencia western usando 
anticuerpos de ubiquitina, HA y SIRT1. Los resultados muestran que la expresión de un transgén de SIRT1 activo 
(hSIRT1), pero no la del mutante inactivo hSIRT1HY, aumentó la cantidad de LXR conjugada a ubiquitina en células 
HEK293T transfectadas (Figura 4d, banda 3 frente a banda 4). 

Ejemplo 12. Acetilación de LXR in vivo. 

Para detectar la acetilación de LXR y la desacetilación de LXR por SIRT1 in vivo, células HEK293T co-transfectadas 
con HA-LXRβ, y con pBabe, pBabe-HsSIRT1 o pBabe-HsSIRT1H355Y, fueron cultivadas en un medio que contenía 
[3H]acetato de sodio, tal como se ha descrito 77 con modificaciones. En resumen, 40 h después de la transfección, se 
añadieron al cultivo 2 mCi/mL de [3H]acetato de sodio, el inhibidor de proteasoma MG132 (25 µM), 22(R)-HC (10 
µM) y 9-cis-RA (1 µM) al cultivo durante 1 h. A continuación las células fueron lavadas dos veces con disolución 
salina tamponada con fosfato y lisadas en tampón NP40. El lisato se centrifugó a 16.000 x g durante 15 minutos a 
4ºC. Entonces se inmunoprecipitó HA-LXRβ con anticuerpo anti-HA y se separó mediante SDS-PAGE. Los geles 
que contenían HA-LXRβ marcada con [3H]acetato primero fueron teñidos con Azul Brillante de Coomassie y a 
continuación fueron potenciados mediante impregnación con una disolución potenciadora de fluorografía comercial 
(Amplify, Amersham Biosciences) durante 30 minutos. Los geles secados se sometieron a autoradiografía a -70ºC 
durante 3-7 días. Las mismas muestras también fueron inmuno-tratadas con anticuerpos anti-SIRT1. 

Los resultados se muestran en la Figura 4e. La HA-LXRβ fue desacetilada en condiciones normales de cultivo 
(banda 1). Además, la activación de LXRβ mediante tratamiento con 22(R)-HC + 9-cisRA estimuló la desacetilación 
(y/o posiblemente inhibió la acetilación; banda 2). Parece probable que la SIRT1 sea responsable, al menos en 
parte, de la desacetilación de LXR, porque, tal como se muestra en la Figura 4f, los niveles de HA-LXRβ marcada 
con [3H]acetato fueron sustancialmente menores en las células que expresan hSIRT1 (pBabe-hSIRT1; banda 2), que 
en las células de control transfectadas con un vector vacío (pBabe; banda 1) o con uno que codifica una SIRT1 
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enzimáticamente inactiva (pBabe-hSIRT1HY; banda 3). Estos descubrimientos sugieren que la desacetilación de 
LXRβ por SIRT1 facilita su frecuencia de recambio y aumenta su actividad. 

Ejemplo 13. Efecto de la inhibición de SIRT1 o de la degradación de LXR mediada por proteasoma sobre la 
actividad de transcripción de LXR en el promotor ABCA1. 

Células HEK293T transfectadas con vectores indicadores de luciferasa dirigidos por promotor ABCA1 de ratón 
natural (WT; Figura 4g, panel izquierdo) o mutante LXRE (-LXRE; Figura 4g, panel derecho) fueron tratadas con 
nicotinamida (Nico) 10 mM, MG132 25 µM o ambas nicotinamida 10 mM + MG132 25 µM, en ausencia (barras 
sólidas) o en presencia (barras abiertas) de 22(R)-HC 10 µM y 9-cisRA 1 µM durante 6 h. Se midieron las 
actividades de luciferasa y se normalizaron como en el Ejemplo 5. 

Se descubrió que la nicotinamida cortada la inducción del indicador de luciferasa dirigida por el promotor ABCA1 de 
forma significativa (Figura 4, panel izquierdo). Además, el inhibidor de proteasoma MG132 inhibió el indicador en la 
misma extensión que la nicotinamida, y la combinación de nicotinamida y MG132 no dio como resultado ninguna 
inhibición adicional. El indicador de control que carecía de LXRE mostró una actividad basal que no se vio alterada 
por la nicotinamida o el MG132 (Figura 4g, panel derecho). Estos descubrimientos sugieren que la desacetilación de 
LXRβ por SIRT1 y su posterior ubiquitinación y degradación por la proteasoma ayudan a activar el promotor ABCA1, 
tal como se discute a continuación. 

Estos Ejemplos demuestran que la SIRT1 regula de forma positiva factores de transcripción de LXR, y por tanto 
desempeña un papel importante en la regulación de la homeostasis de colesterol. La LXR y la SIRT1 activan la 
transcripción del gen que codifica el transportador de ABCA1, que media en el transporte inverso de colesterol y en 
la síntesis de HDL. Estos descubrimientos pueden ser directamente relevantes para la medicina humana, ya que 
estudios genéticos y epidemiológicos indican que los niveles de HDL en plasma están inversamente relacionados al 
riesgo de enfermedades cardiovasculares30 y posiblemente a la enfermedad de Alzheimer5,6. El transporte de 
colesterol inverso mediado por HDL puede proteger contra la aterosclerosis eliminando el exceso de colesterol de 
las células arteriales55,56 y proteger contra la enfermedad de Alzheimer disminuyendo la formación de balsa rica en 
colesterol en el cerebro57,58. Mediante la activación de LXR, la SIRT1 puede disminuir el riesgo de envejecimiento 
asociado a la aterosclerosis y posiblemente a la enfermedad de Alzheimer. 

Las interacciones físicas y funcionales entre SIRT1 y LXRs sugieren que la SIRT1 ejerce al menos parte de sus 
efectos in vivo mediante la modulación de los LXRs. De hecho, los ratones deficientes en SIRT1 comparten muchos 
defectos metabólicos con los ratones deficientes en LXR53,54,63, tales como una disminución en los niveles de 
colesterol HDL (Figura 1) y triglicéridos (Figura 3d). Además, la PEPCK, la enzima limitante de la velocidad en la 
gluconeogénesis que puede ser reprimida por un agonista de LXR hepático64, es inducida en ratones SIRT1-/-19. 
Recientemente se ha demostrado que la expresión génica dependiente de LXR y la homeostasis de energía son 
importantes para la respuesta inmune innata frente a microbios, y los ratones que carecen de LXRs son altamente 
susceptibles a infecciones con bacterias65. Por lo tanto, es posible que la susceptibilidad observada de los animales 
sin SIRT1 en la infección pulmonar26 y en la infección ocular (observación no publicada) se deba a una reducción de 
la actividad de LXR en dichos animales. 

Los presentes descubrimientos sugieren que la SIRT1 promueve la actividad de LXR mediante su desacetilación y 
causando su recambio (Figura 5). La regulación de LXR por SIRT1 coloca a la sirtuína en el centro de los 
mecanismos de homeostasis del colesterol. 
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REIVINDICACIONES 

1.- Un complejo aislado que comprende una proteína SIRT1 de mamífero y una proteína LXR de mamífero. 

2.- El complejo descrito en la reivindicación 1 que además comprende un elemento de respuesta de LXR. 

3.- Un método para formar un complejo que comprende una proteína SIRT1 de mamífero y una proteína LXR de 
mamífero, método que comprende combinar una primera composición que comprende una proteína SIRT1 de 
mamífero, una segunda composición que comprende una proteína LXR de mamífero y una tercera composición que 
comprende un fragmento de un ácido nucleico celular que incluye un elemento de respuesta de LXR. 

4. Un método para identificar un agente que modula la formación de un complejo que comprende una proteína 
SIRT1 de mamífero y una proteína LXR de mamífero, método que comprende a) combinar una primera composición 
que comprende una proteína SIRT1 de mamífero, una segunda composición que comprende una proteína LXR de 
mamífero y una tercera composición que comprende un fragmento de un ácido nucleico celular que incluye un 
elemento de respuesta de LXR para proporcionar una composición de complejo; b) adicionalmente i) poner en 
contacto la primera composición, la segunda composición o la tercera composición con una cuarta composición que 
comprende el agente antes de la etapa de combinación, o ii) poner en contacto la composición de complejo con la 
cuarta composición que comprende el agente después de la etapa de combinación; proporcionando de este modo 
una composición de ensayo, y c) determinar si la formación del complejo es modulada por el agente. 

5.- El método descrito en la reivindicación 4, en el que el agente incrementa la formación del complejo. 

6.- El método descrito en la reivindicación 4, en el que la determinación además comprende d) combinar la primera 
composición que incluye una proteína SIRT1 de mamífero, la segunda composición que incluye una proteína LXR de 
mamífero, y la tercera composición que comprende un fragmento de un ácido nucleico celular que incluye un 
elemento de respuesta a LXR (LXRE) para proporcionar una composición de control que no incluye al agente, y e) 
determinar si la formación del complejo en la composición de ensayo está modulada en comparación con la 
formación del complejo en la composición de control. 

7.- Un método para determinar si una sustancia candidata modula un efecto dependiente de SIRT1 de una LXR, 
que comprende 

a) transfectar una célula con un vector que alberga un gen SIRT1; 

b) transfectar adicionalmente la célula con un vector que alberga un gen informador dirigido operativamente por un 
promotor de LXRE; 

c) poner en contacto la célula con el candidato; y 

d) determinar si el candidato modula la expresión del gen informador en comparación con una célula que no se haya 
puesto en contacto con el candidato; de tal modo que una diferencia en la extensión del efecto dependiente de 
SIRT1 de la LXR detectada entre la presencia y la ausencia del candidato indica que el candidato modula el efecto 
dependiente de SIRT1 de una LXR. 

8.- Un método para determinar si una sustancia candidata modula la formación de un par de unión específica que 
comprende los miembros de par de unión específica SIRT1 y LXR, que comprende 

a) transfectar una célula con un vector que albergue una secuencia que codifique un primer miembro del par de 
unión específica marcado con una etiqueta; 

b) transfectar adicionalmente la célula con un vector que albergue una secuencia que codifica el segundo miembro 
del par de unión específica; 

c) poner en contacto la célula con la sustancia candidata; 

d) lisar las células, poner en contacto los lisatos celulares con un anticuerpo específico para la etiqueta de epítopo, y 
recuperar los inmunoprecipitados que comprenden un complejo de la SIRT1 y la LXR con un adsorbente específico 
de anticuerpo; 

e) llevar a cabo un procedimiento de análisis de transferencia Western usando anticuerpos específicos para SIRT1 y 
LXR; con lo que la detección de una diferencia en la formación del complejo entre la presencia del compuesto 
candidato y la ausencia del candidato indica que el candidato modula la interacción de la SIRT1 con la LXR. 
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