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DESCRIPCIÓN 
 
Método para determinar la actividad de transporte de una proteína de transporte 
 
Las proteínas de transporte son proteínas membranales que regulan la permeabilidad selectiva de las membranas 5 
biológicas, tales como la membrana citoplasmática o las membranas subcelulares. Las proteínas de transporte 
permiten el movimiento pasivo de solutos a través de la membrana bajando por sus gradientes electroquímicos 
(transportadores pasivos) o median en la acumulación de solutos frente a sus gradientes de concentración mediante 
el consumo directo o indirecto de la energía proporcionada por la hidrólisis del ATP (transportadores activos). Una de 
las familias más grandes de transportadores activos son los transportadores de casete de unión a ATP 10 
(transportadores ABC) (Higgins, 1992; Holland y Holland, 2005). En el ser humano, los transportadores ABC 
desempeñan importantes funciones en una amplia variedad de procesos fisiológicos y fisiopatológicos. Las 
mutaciones en los genes codificantes de los transportadores ABC resultan en diversas enfermedades genéticas, 
entre ellas la fibrosis quística (Riordan et al., 1989), la enfermedad de Tangier (Bodzioch et al., 1999; Brooks-Wilson 
et al., 1999; Young y Fielding, 1999), el síndrome de Dubin-Johnson (Kartenbeck et al., 1996; Mayer et al., 1995), 15 
pseudoxantoma elástico (Ringpfeil et al., 2000) y la enfermedad de Stargardt (Allikmets, 1997). Aparte de sus 
funciones fisiológicas, los transportadores ABC también desempeñan importantes funciones en el proceso de 
absorción, disposición y eliminación de fármacos (Ayrton y Morgan, 2001; Borst y Elferink, 2002). La sobreexpresión 
de los transportadores ABC en las células tumorales es un mecanismo importante de su resistencia a los fármacos 
quimioterapéuticos (Gottesman et al., 2002). Por lo tanto, la investigación sobre la interacción en fármacos y 20 
transportadores ABC es indispensable para el desarrollo con éxito de los candidatos farmacológicos.  
 
Debido a la importante función de las proteínas de transporte existe una necesidad de sustancias que puedan 
modular la actividad de las mismas. Para identificar dicha sustancia, existe una necesidad de, por ejemplo, un 
ensayo compatible de alto o ultraalto rendimiento que sea suficientemente sensible para determinar si una sustancia 25 
puede modular la actividad de las proteínas de transporte.  
 
En la actualidad, únicamente se conocen en la técnica métodos costosos y largos que comprenden varias etapas 
para determinar únicamente la actividad de transporte de una proteína de transporte, lo que es el método de base 
para determinar si una sustancia puede modular la actividad de una proteína de transporte, por ejemplo Williams et 30 
al., 2003, en donde se da a conocer un método en el que se utilizan células completas para medir la actividad de 
transporte de incorporación. 
 
Un método típico para determinar la actividad de una proteína de transporte conocido de la técnica es, por ejemplo, 
un método de filtración rápida en el que se mide la actividad de transporte de una proteína de transporte del modo 35 
siguiente:  
 

- se proporcionan vesículas membranales preparadas a partir de tejidos, células en cultivo o células que 
expresan una proteína de transporte recombinante,  
- se incuban dichas vesículas durante un periodo de tiempo dado con un sustrato de marcaje radioactivo bajo 40 
condiciones que permitan el transporte del sustrato,  
- se separan las vesículas membranales del sustrato extravesicular mediante filtración a través de, por 
ejemplo, membranas de nitrocelulosa o de fibra de vidrio, y  
- se mide, por ejemplo, el incremento de radioactividad de las vesículas separadas, en las que el nivel de 
radioactividad se correlaciona directamente con la actividad de transporte de la proteína de transporte 45 
(Keppler et al., 1998).  

 
Aparte de la larga etapa de separación de dicho método, una desventaja adicional del mismo es que no resulta 
adecuado para las campañas de cribado de alto rendimiento (HTS) y en particular parte las campañas de cribado de 
ultra-alto rendimiento (uHTS). La patente WO nº 2005/C54852 da a conocer un ensayo que utiliza tecnología SPA, 50 
que es bien conocida para la utilización en los HTS. Sin embargo, dicha tecnología SPA da a conocer resulta 
adecuada únicamente para las proteínas transportadoras de incorporación.  
 
Tal como se ha descrito de manera general anteriormente, los usos de las proteínas de transporte para el perfilado 
de sustancias durante el desarrollo de una sustancia farmacéutica están adquiriendo una importancia creciente. Por 55 
lo tanto, existe una fuerte necesidad de proporcionar un nuevo método rápido para determinar la actividad de 
transporte de una proteína de transporte de exportación que también resulte adecuado para la utilización en 
campañas de HTS.  
 
Descripción de la invención 60 
 
Aunque las proteínas de transporte y su aplicabilidad al perfilado de sustancias putativas y, de esta manera, la 
necesidad de métodos para determinar la actividad de una proteína de transporte respectiva, se han conocido desde 
hace años, hasta hoy sólo se han conocido métodos largos para determinar la actividad de transporte de una 
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proteína de transporte que comprenden una etapa de filtración fuera de la probeta en la que debe separarse el 
sustrato marcado respecto de la mezcla de reacción antes de obtener la correspondiente lectura, o métodos 
restringidos a proteínas transportadoras de incorporación.   
 
Sin embargo, la presente invención proporciona por primera vez un "método en un solo tubo", que proporciona un 5 
método rápido y menos generador de residuos para determinar la actividad de transporte de una proteína de 
transporte ABC (proteína de transporte de exportación), que además resulta adecuada en las campañas de HTS, así 
como de uHTS. Uno de los fundamentos de para la presente invención es el resultado de que puede marcarse un 
segmento muy próximo al extremo C-terminal, es decir 1 a 25 aminoácidos de una proteína de transporte ABC, por 
ejemplo con una etiqueta de histidina (Hagmann et al., 1999) y/o dirigirse, por ejemplo con un anticuerpo o 10 
fragmento del mismo, sin perder su actividad de transporte. De esta manera, puede utilizarse el mismo extremo C-
terminal como anclaje en un ensayo para determinar la actividad de dicha proteína de transporte.  
 
Un fundamento adicional es una técnica de ensayo homogénea y genérica bien conocida denominada técnica de 
centelleo por proximidad (SPA), que se remonta, por ejemplo, a 1979 (Hart y Greenwald, Mol. Immunology 16:265-15 
267, 1979). Puede utilizarse la SPA para medir la radioactividad mediante la proximidad de la radioactividad a un 
líquido de centelleo que puede ser estimulado a emitir luz que puede detectarse en contadores de centelleo 
estándares. Al desintegrarse un átomo radioactivo, libera partículas subatómicas, tales como electrones. La distancia 
a la que viajarán estas partículas dentro de agua es limitada y depende de la energía de la partícula. La SPA se 
basa en esta limitación. Por ejemplo, al desintegrarse un átomo de tritio, [3H], libera una partícula β.  20 
 
En el caso de que el átomo de [3H] se encuentre a menos de 1,5 μm de una molécula de líquido de centelleo 
adecuada, la energía de la partícula β será suficiente para alcanzar el líquido de centelleo y excitarlo para que emita 
luz. 
 25 
 En el caso de que la distancia entre el líquido de centelleo y el átomo de [3H] sea superior a 1,5 μm, las partículas β 
no presentarán suficiente energía para viajar las distancias necesarias. En una solución acuosa, las colisiones con 
las moléculas de agua disipan la energía de las partículas β y por lo tanto no pueden estimular el líquido de 
centelleo. Preferentemente, el líquido de centelleo se incorpora en pequeñas fluoromicroesferas (perlas) que son 
bien conocidas de la técnica. Se construyen para unirse a moléculas específicas (por ejemplo recubiertas con 30 
proteína A para unirse a una inmunoglobulina). En el caso de que una molécula radioactiva se una a una perla, se 
encontrará suficientemente próxima para que pueda estimular al líquido de centelleo para que emita luz (longitud de 
onda de entre 350 y 650 nm) que puede detectarse en contadores de centelleo estándares como TopCount (Perkin 
Elmer) o LEADSeeker (GE). La presente invención proporciona por primera vez un ensayo de SPA para determinar 
la actividad de una proteína de transporte ABC en la que el mismo extremo C-terminal de una proteína de transporte 35 
se utiliza como puente para proporcionar proximidad a una perla de SPA.  
 
Un método de la presente invención para determinar la actividad de transporte de una proteína de transporte ABC se 
caracteriza porque el método comprende:  
 40 

- mezclar:  
 

(i) una vesícula dentro-fuera ("inside-out") que porta por lo menos una proteína de transporte ABC de un 
modo en el que el extremo C-terminal mismo de la proteína de transporte se encuentra en el exterior de la 
vesícula con:  45 
(ii) una perla de SPA adecuada para la unión directa o indirecta al extremo C-terminal mismo de la 
proteína de transporte con:  
(iii) (únicamente en el caso de la unión indirecta de una perla de SPA con el extremo C-terminal mismo de 
la proteína de transporte) por lo menos una molécula que pueda mediar en la unión de la perla de SPA 
con el extremo C-terminal mismo de la proteína de transporte (es decir, de entre 1 y, como máximo, 25 50 
aminoácidos) con:  
(iv) un sustrato marcado radioactivamente según la invención que puede ser transportado por la proteína 
de transporte bajo condiciones que permiten el transporte del sustrato (es decir, en presencia de ATP), y  

 
- incubar la mezcla durante un periodo de tiempo suficientemente prolongado para permitir la unión directa o 55 
indirecta de las vesículas con la perla de SPA y para permitir el transporte de sustrato al interior de la 
vesícula, y 
- medir la luz emitida por el líquido de centelleo de la perla.  

 
Un método adicional de la presente invención es un método para determinar si un compuesto es un modulador de la 60 
actividad de transporte de una proteína de transporte ABC, caracterizado porque el método comprende:  
 
- mezclar:  
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            (A)  
(i) una vesícula dentro-fuera que porta por lo menos una proteína de transporte ABC de un modo en el 
que el extremo C-terminal mismo de la proteína de transporte se encuentra en el exterior de la vesícula 
con:  
(ii) una perla de SPA adecuada para la unión directa o indirecta al extremo C-terminal mismo de la 5 
proteína de transporte con:  
(iii) (únicamente en el caso de la unión indirecta de una perla de SPA con el extremo C-terminal mismo de 
la proteína de transporte) por lo menos una molécula que pueda mediar en la unión de la perla de SPA 
con el extremo C-terminal mismo de la proteína de transporte (es decir, de entre 1 y, como máximo, 25 
aminoácidos) con:  10 
(iv) un sustrato marcado radioactivamente según la invención que puede ser transportado por la proteína 
de transporte bajo condiciones que permiten el transporte del sustrato (es decir, en presencia de ATP), 
con  
(v) un compuesto que debe someterse a ensayo, y mezclar:  

 15 
(B)  

(i) una vesícula, preferentemente una vesícula dentro-fuera que porta por lo menos una proteína de 
transporte de un modo en que el extremo C-terminal mismo de la proteína de transporte se encuentra en 
el exterior de la vesícula, con (ii) una perla de SPA adecuada para la unión directa o indirecta con el 
extremo C-terminal mismo de la proteína de transporte, con:  20 
(iii) (únicamente en el caso de la unión indirecta de una perla de SPA con el extremo C-terminal mismo de 
la proteína de transporte) por lo menos una molécula que pueda mediar en la unión de la perla de SPA 
con el extremo C-terminal mismo de la proteína de transporte (es decir, de entre 1 y, como máximo, 25 
aminoácidos) con:  
(iv) un sustrato marcado radioactivamente según la invención que puede ser transportado por la proteína 25 
de transporta bajo condiciones que permiten el transporte del sustrato (es decir, en presencia de ATP), y  

 
- incubar las mezclas (A) y (B) durante un periodo de tiempo suficientemente prolongado para permitir la unión 
directa o indirecta de las vesículas con la perla de SPA y para permitir el transporte de sustrato al interior de la 
vesícula, y  30 
- medir la luz emitida por el líquido de centelleo de la perla, en donde el valor incrementado obtenido con (A), en 
comparación con (B), identifica un compuesto que es un activador de la proteína de transporte sometida a ensayo, y 
un valor reducido obtenido con (A), en comparación con (B), identifica un compuesto que es un inhibidor de la 
proteína de transporte sometida a ensayo.  

 35 
Todos los métodos de la presente invención pueden utilizarse en un cribado de alto rendimiento (HTS), así como en 
una campaña de ultra-HTS (uHTS). Dicho puede puede llevarse a cabo mediante la utilización de una placa que 
presente por lo menos 96 pocillos, más preferentemente se utiliza una placa de 384 pocillos o una placa de 1.536 
pocillos. También resulta preferente la utilización de un chip a modo de plataforma de reacción y/o lectura.  
 40 
Se da a conocer adicionalmente un kit para determinar la actividad de transporte de una proteína de transporte y 
para determinar si una sustancia es un modular, es decir un activador o un inhibidor, de una proteína de transporte 
de la presente invención.  
 
Un kit de la presente invención para determinar la actividad de transporte de una proteína de transporte comprende:  45 
 

(a) una vesícula, preferentemente una vesícula dentro-fuera, que porta por lo menos una proteína de 
transporte de un modo en el que el extremo C-terminal mismo de la proteína de transporte se encuentra en el 
exterior de la vesícula,  
(b) una perla de SPA adecuada para la unión directa o indirecta al extremo C-terminal mismo de la proteína 50 
de transporte.  

 
El término "mezclar" según los métodos de la presente invención debe entenderse como por lo menos cualquier 
adición de los ingredientes mencionados. Sin embargo, en el contexto de la presente invención, el término "mezclar" 
también puede incluir cualquier movimiento o agitación que pueda conducir a una distribución adicional de dichos 55 
ingredientes.  
 
Una vesícula dentro-fuera de la presente invención es una vesícula que consiste de una membrana de bicapa 
lipídica. Una vesícula dentro-fuera es una vesícula en la que la superficie de la misma que anteriormente era 
intracelular, ahora se encuentra orientada hacia el exterior de la vesícula, y la superficie de la misma que 60 
anteriormente era extracelular, ahora se encuentra orientada hacia el interior de la vesícula. Este tipo de vesícula se 
forma espontáneamente durante la preparación de las membranas celulares. La lateralidad de las vesículas 
membranales (superficie correcta exterior o superficie interior hacia el exterior) puede determinarse mediante un 
método bien conocido de la técnica, por ejemplo midiendo la actividad de un ectoenzima, tal como la nucleótido 
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pirofosfatasa (EC 3.6.1.9) en presencia o no de Triton X-100 (Keppler et al., 1998; Meier y Boyer, 1990).  
 
Una proteína de transporte de la presente invención, una proteína de transporte ABC, es cualquier proteína natural o 
originada a partir de la expresión recombinante en una vesícula celular, membrana celular o membrana celular de la 
célula, que permite el transporte de un sustrato a través de la membrana de la vesícula, así como cualquier proteína 5 
de transporte ABC similar que ha sido modificada en el extremo C-terminal de manera que una molécula adicional 
puede unirse específicamente a la parte modificada del extremo C-terminal, por ejemplo se ha fusionado una 
etiqueta de histidina en el extremo C-terminal. Una proteína de transporte ABC preferente (Holland y Holland, 2005) 
se selecciona de entre un grupo que consiste de MRP1, MRP2, MRP3, MRP4, MRP5, MRP6, MRP7, MRP8, SUR1, 
SUR2, CFTR, ABCA1, ABCA3, ABCA4, ABCG5, ABCG8, MDR1, MDR3, BSEP, BCRP, TAP1 y TAP2, que son bien 10 
conocidos de la técnica. Sin embargo, en la sección de referencias, a continuación, y en los números de acceso de 
las mismas, se mencionan:  
 

ID de proteína/acrónimo del gen; Referencia; nº de acceso  
MRP1 / ABC1; (Cole et al., 1992); NP_004987  15 
MRP2 / ABCC2; (Buchler et al., 1996); NP_000383  
MRP3 / ABCC3; (Kiuchi et al., 1998); NP_003777  
MRP4 / ABCC4; (Lee et al., 1998); NP_005836  
MRP5 / ABCC5; (Belinsky et al., 1998); NP_005679  
MRP6 / ABCC6; (Kool et al., 1999); NP_001162  20 
CFTR / ABCC7; (Riordan et al., 1989); NP_000483  
SUR1 ABC8; (Aguilar-Bryan et al., 1995); NP_000343  
SUR2 / ABC9; (Inagaki et al., 1996); NP_005682; NP_064693; NP_064694  
MRP7 / ABCC10; (Hopper et al., 2001); NP_258261  
MRP8 / ABCC11; (Tammur et al., 2001); NP_115972; NP_149163; NP_660187  25 
MDR1 / ABC81; (Gros et al., 1986); NP_000918  
TAP1 / ABCB2; (Trowsdale et al., 1990); NP_000584  
TAP2 / ABCB3; (Trowsdale et al., 1990); NP_000535; NP_061313  
MDR3 ABC4; (Van der Bliek et al., 1987); NP_000434; NP_061337; NP_061338  
BSEP / ABCB11; (Strautnieks et al., 1998); NP_003733  30 
ABCA1; (Luciani et al., 1994); NP_005493  
ABCA3; (Klugbauer and Hofmann, 1996); NP_001080  
ABCA4; (Allikmets, 1997); NP_000341  
BCRP / ABCG2; (Allikmets et al., 1998); NP_004818 
ABCG5; (Berge et al., 2000); NP_071881 35 
ABCG8; (Berge et al., 2000); NP_071882 
 

La proteína de transporte según la invención es una proteína capaz de transportar un sustrato según la invención 
desde el exterior hasta el interior de una vesícula según la invención.  
 40 
Un extremo muy C-terminal de una proteína de transporte de la presente invención es el extremo mismo de una 
proteína de transporte según la presente invención, comprendiendo preferentemente un tramo de entre por lo menos 
6 y como máximo 25 aminoácidos del extremo C-terminal mismo de una proteína de transporte según la presente 
invención. Dicho péptido que consiste de los aminoácidos de dicho tramo puede utilizarse según la presente 
invención para generar anticuerpos o fragmentos de los mismos que pueden unirse a dicho péptido y, de esta 45 
manera, pueden unirse al extremo C-terminal mismo de una proteína de transporte según la presente invención y 
pueden utilizarse para mediar en la unión indirecta de una perla de SPA según la invención a un extremo muy C-
terminal según la invención. A título de ejemplo, dos péptidos que consisten de aminoácidos de un tramo de entre 15 
y 25 aminoácidos de MRP4 se proporcionan en SEC ID nº 1 y 2, respectivamente.  
 50 
Una actividad de una proteína de transporte ABC de la presente invención es toda actividad de una proteína de 
transporte ABC según la invención que resulta en una alteración espacial de un sustrato según la presente 
invención, preferentemente en un traslado de un sustrato según la invención hasta el interior de una vesícula según 
la invención. Dicha actividad puede determinarse mediante un método según la invención. 
 55 
Una perla de SPA de la presente invención es toda perla de SPA que puede unirse directa o indirectamente al 
extremo C-terminal mismo de una proteína de transporte según la invención. Una unión indirecta según la invención 
es una unión que se encuentra mediada por una molécula soluble adicional que puede ser un anticuerpo (primer 
anticuerpo) que puede, por una parte, unirse al extremo C-terminal mismo de una proteína de transporte según la 
invención y que puede, por otra parte, unirse a una perla de SPA, por ejemplo mediante proteína A (la proteína A es 60 
una proteína aislada a partir de la pared celular de algunas cepas de la bacteria Staphylococcus aureus y que se 
caracteriza por su capacidad de unirse a la IgG de la mayoría de especies de mamífero) o mediante un anticuerpo 
adicional que ha sido acoplado a la perla de SPA y que es capaz de unirse al primer anticuerpo (por ejemplo un 
anticuerpo anticabra, antirata o antiratón que sea capaz de unirse con inmunoglobulinas procedentes de conejo, 
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cabra, rata o ratón, respectivamente). En este caso, la perla de SPA preferentemente se recubre con proteína A, o 
un segundo anticuerpo correspondiente. Una unión directa según la invención es una unión en la que no resulta 
necesaria ninguna molécula soluble adicional; por ejemplo, dicha unión puede ser una unión de la proteína de 
transporte según la presente invención a una perla de SPA que ha sido recubierta de manera que la unión con el 
extremo C-terminal mismo o un extremo muy C-terminal modificado resulta posible, por ejemplo una proteína de 5 
transporte según la presente invención al extremo C-terminal de la cual se ha fusionado una etiqueta de histidina se 
une directamente a una perla de SPA que ha sido recubierta con quelato de cobre. Puede determinarse fácilmente 
una cantidad adecuada de perlas de SPA mediante métodos comúnmente conocidos de la técnica. Sin embargo, 
resultan preferentemente adecuadas cantidades de entre 20 y 250 μg/pocillo de una placa de 384 pocillos.  
 10 
Un anticuerpo que puede unirse al extremo C-terminal de una proteína de transporte de la presente invención es 
cualquier anticuerpo (Ab) de un suero policlonal, por ejemplo suero de conejo, o cualquier anticuerpo monoclonal 
(mAb) que pueda unirse al extremo C-terminal de una proteína de transporte según la presente invención. Dicho 
anticuerpo de la invención puede obtenerse fácilmente mediante métodos conocidos de la técnica, es decir, 
mediante inmunización de un animal no humano respectivo mediante la administración de por lo menos un extremo 15 
C-terminal de una proteína de transporte de la invención. Puede someterse a ensayo fácilmente mediante métodos 
bien conocidos de la técnica la posibilidad de utilización en un método de la invención de dicho Ab procedente de un 
suero policlonal o mAb, los cuales permiten determinar si un mAb o un Ab de un suero policlonal pueden unirse, 
preferentemente si pueden unirse selectivamente, al tramo de entre 15 y como máximo 25 aminoácidos del extremo 
muy C-terminal de la proteína de transporte de la invención. Según la presente invención, debe entenderse que un 20 
Ab o mAb adecuado de la presente invención no se une a un dominio de aminoácidos diferente que se encuentre: (i) 
en el exterior de una vesícula en el caso de que ésta se encuentre integrado en la membrana de dicha vesícula y 
que se encuentre: (ii) cadena arriba de dichos 25 aminoácidos del extremo C-terminal de una proteína de transporte 
de la presente invención.  
 25 
Una etiqueta de histidina según la presente invención es un péptido que consiste de residuos histidina, 
preferentemente de por lo menos 6 residuos histidina. Se introduce en el mismo extremo de la proteína de transporte 
según la presente invención mediante, por ejemplo, la inserción de una secuencia de ADN codificante de los 
residuos histidina delante del codón de parada del ADNc de longitud completa de la proteína de transporte. Otros 
métodos para conseguir dicha etiqueta son bien conocidos de la técnica. 30 
 
Un sustrato de la presente invención es cualquier molécula o compuesto químico u oligopéptido o ácido nucleico o 
nucleótido o nucleótido cíclico endógeno que pueda ser transportado por una proteína de transporte según la 
presente invención. Dicho transporte según la presente invención es cualquier alteración espacial de un sustrato de 
la invención causada por una proteína de transporte que habitualmente se encuentra integrada en una bicapa 35 
lipídica. 
  
Un sustrato preferente se selecciona de entre un grupo que consiste de: ADP, BQ-123, colesterol, cimetidina, 
colchicina, AMP cíclico, GMP cíclico, sulfato de deshidroepiandrosterona, daunomicina, digoxina, glucurónido de 
estradiol, estrona-3-sulfato, etopósido, ácido fólico, glucosilceramida, glucoquenodesoxicolato, glicocolato, 40 
leucotrieno C4, leucotrieno D4, leucotrieno E4, metotrexato, mitoxantona, sulfobromoftaleína, paclitaxel, factor 
activador de plaquetas, prostaglandina E1, prostaglandina E2, prostaglandina F2-alfa, ritonavir, saquinavir, 
tromboxano B2, verapamil, sitosterol, tauroquenodesoxicolato, taurocolato, tauroursodesoxicolato, prazosina, 
vincristina y vinblastina. Las combinaciones más preferentes de una proteína de transporte y un sustrato son las 
siguientes:  45 
 

ID de proteína/acrónimo del gen con sustrato (Referencias)  
 
MRP1 / ABCC1 :  leucotrieno C4, leucotrieno D4, leucotrieno E4, glucurónido de estradiol, ácido fólico o 

metotrexato (Jedlitschky et al., 1996; Keppler et al., 1998; Leier et al., 1994) 
MRP2 / ABCC2 :  leucotrieno C4, glucurónico de estradiol, ácido fólico, metotrexato o sulfobromoftaleína 

(Bakos et al., 2000; Cui et al., 1999; Cui et al., 2001; Hooijberg et al., 1999; Hooijberg et al., 
2003) 

MRP3 / ABCC3 :  leucotrieno C4, glucurónido de estradiol, ácido fólico, metotrecato o glicocolato (Hooijberg et 
al., 2003; Zeng et al., 2000)  

MRP4 / ABCC4 :  Leucotrieno C4, glucurónido de estradiol, estrona-3-sulfato, sulfato de 
deshidroepiandrosterona, ácido fólico, GMPc, AMPc, ADP, metotrexato, prostaglandina E1, 
prostaglandina E2, prostaglandina F2-alfa o tromboxano B2 (Chen et al., 2001; Chen et al., 
2002; Jedlitschky et al., 2004; Reid et al., 2003; Rius et al., 2003; Rius et al., 2005; van 
Aubel et al., 2002; Zelcer et al., 2003)  

MRP5 ABC5 :  ácido fólico, GMPc, AMPc, metotrexato, 5-fluoro-2'-desoxiuridina 5'-monofosfato, 5-fluoro-
uridina 5'-monofosfato ó 2'-desoxiuridina 5'-monofosfato (Pratt et al., 2005; Wielinga et al., 
2005)  
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MRP6 / ABCC6 :  leucotrieno C4 ó BQ-123 (Ilias et al., 2002; Madon et al., 2000)  
CFTR / ABCC7 :  cloruro (Berget et al., 1991)  
MRP7 / ABCC10 :  leucotrieno C4, glucurónido de estradiol (Chen et al., 2003a)  
MRP8 / ABCC11 :  

AMPc, GMPc, leucotrieno C4, glucurónido de estradiol, estrona-3-sulfato, sulfato de 
deshidroepiandrosterona, taurocolato o glicocolato (Bortfeld et al., 2006; Chen et al., 2005)  

MDR1 / ABCB1 :  glucosilceramida, factor activador de plaquetas, daunomicina, digoxina, colchicina, etopósito  
paclitaxel, verapamil, vincristina, vinblastina, ritonavir o saquinavir (Raggers et al., 1999;  
Raggers et al., 2001; Sarkadi et al., 1992; Takeuchi et al., 2006; Tanigawara et al., 1992)  

BSEP / ABCB11 I 
:  

taurocolato, glicocolato, tauroquenodesoxicolato, glicoquenodesoxicolato, o  
tauroursodesoxicolato (Byme et al., 2002; Noe et al., 2002)  

ABCA4 :  retinal (Sun et al., 1999)  
BCRP / ABCG2 :  estrona-3-sulfato, glucurónido de estradiol, ácido fólico, metotrexato, mitoxantona, topotecán 

o cimetidina (Chen et al., 2003b; Imai et al., 2003; Pavek et al., 2005; Volk y Schneider, 
2003)  

ABCG5 :  colesterol o sitosterol (Wang et al., 2006)  
ABCG8 :  colesterol o sitosterol (Wang et al., 2006)  

 
El sustrato de la invención se encuentra marcado radioactivamente. Son isótopos adecuados H3, S35, P32 ó 35, I125 
(este listado únicamente da a conocer isótopos adecuados y en modo alguno debe entenderse como limitativa). Una 
concentración adecuada de un sustrato marcado radioactivamente puede determinarse fácilmente mediante 
métodos comúnmente conocidos de la técnica. Sin embargo, son preferentemente adecuadas las concentraciones 5 
de entre 1 y 1.000 μM.  
 
El periodo de incubación de la presente invención es de por lo menos 30 segundos. Preferentemente, un periodo de 
incubación presenta una duración mínima de 30 segundos y máxima de 30 horas. Un periodo de incubación más 
preferente presenta una duración mínima de 1 hora y máxima de 24 horas. Preferentemente, las señales 10 
luminiscentes se miden inmediatamente después del final del periodo de incubación, que pueden medirse fácilmente 
tras 0,5, 1, 2, 4, 6 horas o como máximo 24 horas. Un periodo de incubación adecuado para cada proteína de 
transporte según la invención puede ser fácilmente identificado por un experto en la materia mediante la medición de 
una señal luminiscente en diferentes puntos temporales y posteriormente comparando los datos obtenidos.  Los 
periodos de incubación preferentes son aquellos que, por ejemplo, proporcionan datos significativos en el periodo de 15 
tiempo más corto. 
 
Un compuesto que debe someterse a ensayo según la presente invención para identificarlo como modulador de una 
proteína de transporte según la presente invención es cualquier molécula química pequeña, péptido o anticuerpo.  
 20 
Un modulador de una proteína de transporte de la presente invención no influye sobre la actividad de transporte de 
una proteína de transporte según la presente invención. Dicho modulador es un inhibidor de una proteína de 
transporte de la invención o un activador de una proteína de transporte de la invención. Dicho inhibidor no reduce o 
inhibe la actividad de transporte de una proteína de transporte de la invención, mientras que dicho activador 
incrementa la actividad de transporte de una proteína de transporte de la invención.  25 
 
La presente invención también da a conocer moduladores de una proteína de transporte según la presente invención 
que se ha determinado que son inhibidores utilizando un método según la presente invención, tales como, por 
ejemplo, MK571 o dipiridamol, que son inhibidores de MRP4 (van Aubel et al., 2002).  
 30 
Los Ejemplos siguientes se proporcionan a título ilustrativo de la presente invención; sin embargo, no deben 
interpretarse como limitativos. Sin embargo, los Ejemplos describen las realizaciones más preferentes de la 
invención.  
 
Ejemplos: 35 
 
Ejemplo 1:  
 

1) Se prepararon vesículas membranales procedentes de células de insecto (Hi5 ó Sf9) infectadas por un 
constructo baculovírico que contiene el ADNc de longitud completa codificante de MRP4 tal como describen 40 
van Aubel et al. (van Aubel et al., 2002) con algunas modificaciones: se cultivaron células Hi5 en suspensión 
hasta una densidad celular de 1x106 células/ml en medio de células de insecto libre de suero Insect-Xpress y 
se infectaron con constructo baculovírico que contenía el ADNc de longitud completa codificante de MRP4. 
Tres días después de la infección, se recogieron las células mediante centrifugación a 3.000 rpm durante 10 
minutos. Se resuspendió el pellet celular en tampón hipotónico (EDTA 0,1 mM, Tris 1 mM, HEPES 1 mM, 45 
pH=7,4) que contenía un cóctel de inhibidores de proteasa (por ejemplo Complete, Roche Diagnostics, nº de 
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artículo 04693132001) y se agitaron en un baño de hielo durante 90 minutos. Las células rotas se precipitaron 
mediante centrifugación a 4ºC y 100.000 g durante 30 minutos. El pellet, consistente de fracciones 
membranales crudas, se resuspendió en tampón Tris/sacarosa (Tris 10 mM, sacarosa 250 mM, pH=7,4) y se 
homogeneizó mediante 30 golpes en un Dounce de vidrio con un mazo de mortero ajustado. Se determinó la 
concentración de proteínas de la preparación de membranas mediante métodos estándares, por ejemplo el 5 
ensayo BCA de proteínas (Pierce, número de producto 23250). 
2) Determinación de la actividad de transporte de MRP4: se diluyeron las membranas vesiculares preparadas 
en 1) en tampón de Tris/sacarosa hasta una concentración de 3,3 μg de proteína/μl. Se añadieron 5 μl de las 
vesículas membranas diluidas a cada pocillo de una microplaca opaca blanca de 384 pocillos (Perkin Elmer, 
número de producto 6007299). Se añadieron 5 μl de un compuesto de ensayo (diluido en tampón de 10 
Tris/sacarosa hasta diferentes concentraciones) a las membranas vesiculares. Se preparó una mezcla de 
reacción que contenía ATP 12 mM, MgCl2 30 mM, fosfocreatina 30 mM y K2CO3 22,5 mM, creatina quinasa 
0,375 mg/ml ((Leier et al., 1994), Roche Diagnostics, nº de artículo 1012756600), ácido fólico 90 μM, ácido 
fólico-3H 0,1 μCi (Movarek Biochemicals, MT783), 120 μg de perlas de obtención de imágenes de SPA-
proteína A o perlas de centelleo SPA-proteína A (Matsumura et al., 1992) y 0,075 μl de antisuero de conejo 15 
anti-MRP4 (dirigido contra los 15 aminoácidos C-terminales de MRP4 tal como se proporcionan en SEC ID nº 
1:) en tampón de Tris/sacarosa. Se inició el transporte mediante la adición de 5 μl de mezcla de reacción a 
las membranas vesiculares. Se midieron las señales de luminiscencia con el sistema LEADSeeker o 
TopCount tras 30 minutos, 1 hora, 2 horas, 4 horas o como máximo 24 horas.  
3) Cálculo del efecto de inhibición de un compuesto de ensayo: Se calcularon las actividades de transporte 20 
relativas de MRP4 en presencia de un compuesto de ensayo como porcentaje de la luminiscencia 
determinada en presencia del compuesto de ensayo en comparación con la luminiscencia determinada en 
ausencia del compuesto de ensayo. Un inhibidor de MRP4 resultará en valores inferiores al 100%, mientras 
que un activador de MRP4 resultará en valores superiores al 100%.  

 25 
La Tabla 1 resume los resultados obtenidos mediante la utilización del ensayo descrito anteriormente y sometiendo a 
ensayo inhibidores de MRP4 conocidos.  

 
 IC50 [mM]  

Dipiridamol (van Aubel et al., 2002)  35 

MK571 (van Aubel et al., 2002)  3,6 
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REIVINDICACIONES 
 
  1.  Método para determinar la actividad de transporte de una proteína de transporte ABC, caracterizado porque el 
método comprende:  
 5 

- mezclar:  
 
(i) una vesícula dentro-fuera ("inside-out") que porta por lo menos una proteína de transporte ABC de 
un modo en el que el extremo C-terminal mismo de la proteína de transporte se encuentra en el 
exterior de la vesícula con:  10 
(ii) una perla de ensayo de centelleo por proximidad (SPA) adecuada para la unión directa o indirecta 
al extremo C-terminal mismo de la proteína de transporte con:  
(iii) (únicamente en el caso de la unión indirecta de una perla de SPA con el extremo C-terminal mismo 
de la proteína de transporte) por lo menos una molécula que pueda mediar en la unión de la perla de 
SPA con el extremo C-terminal mismo de la proteína de transporte (es decir, de entre 1 y, como 15 
máximo, 25 aminoácidos) con:  
(iv) un sustrato marcado radioactivamente que puede ser transportado por la proteína de transporte 
bajo condiciones que permiten el transporte del sustrato, en presencia de ATP, e  

 
- incubar la mezcla durante por lo menos 30 segundos para permitir la unión directa o indirecta de las 20 

vesículas a la perla de SPA y para permitir el transporte de sustrato al interior de la vesícula, y  
 

- medir la luz emitida por el líquido de centelleo de la perla.  
 

2. Método según la reivindicación 1, en el que la proteína de transporte se selecciona de entre un grupo que 25 
consiste de MRP1 (ABCC1), MRP2 (ABCC2), MRP3 (ABCC3), MRP4 (ABCC4), MRP5 (ABCC5), MRP6 (ABCC6), 
MRP7 (ABCC10), MRP8 (ABCC11), SUR1 (ABCC8), SUR2 (ABCC9), CFTR (ABCC7), ABCA1, ABCA3, ABCA4, 
ABCG5, ABCG8, MDR1 (ABCB1), MDR3 (ABCB4), BSEP (ABCB11), BCRP (ABCG2), TAP1 (ABCB2) y TAP2 
(ABCB3). 

 30 
3. Método según la reivindicación 1 ó 2, en el que el sustrato se selecciona de entre un grupo que consiste de 
ADP, BQ-123, colesterol, cimetidina, colchicina, AMP cíclico, GMP cíclico, sulfato de deshidroepiandrosterona, 
daunomicina, digoxina, glucurónido de estradiol, estrona-3-sulfato, etopósido, ácido fólico, glucosilceramida, 
glucoquenodesoxicolato, glicocolato, leucotrieno C4, leucotrieno D4, leucotrieno E4, metotrexato, mitoxantona, 
sulfobromoftaleína, paclitaxel, factor activador de plaquetas, prostaglandina E1, prostaglandina E2, prostaglandina 35 
F2-alfa, ritonavir, saquinavir, tromboxano B2, verapamil, sitosterol, tauroquenodesoxicolato, taurocolato, 
tauroursodesoxicolato, prazosina, vincristina y vinblastina.  

 
4. Método según la reivindicación 1 ó 2, en el que como proteína de transporte y como sustrato se utiliza una 
de las combinaciones siguientes:  40 
 

proteína de transporte/acrónimo del gen:   sustrato  
MRP1 / ABCC1 :  leucotrieno C4, leucotrieno D4, leucotrieno E4, glucurónido de estradiol, 

ácido fólico o metotrexato;   
MRP2 / ABCC2 :  leucotrieno C4, glucurónido de estradiol, ácido fólico, metotrexato o 

sulfobromoftaleína;  

MRP3 / ABCC3 :  leucotrieno C4, glucurónido de estradiol, ácido fólico, metotrexato o 
glicocolato;  

MRP4 / ABCC4 :  leucotrieno C4, glucurónido de estradiol, estrona-3-sulfato, sulfato de 
deshidroepiandrosterona, ácido fólico, GMPc, AMPc, ADP, metotrexato, 
prostaglandina E1, prostaglandina E2, prostaglandina F2-alfa o tromboxano 
B2;  

MRP5 / ABCC5 :  ácido fólico, GMPc, AMPc, metotrexato, 5-fluoro-2'-desoxiuridina 5'- 
monofosfato, 5-fluorouridina 5'-monofosfato ó 2'-desoxiuridina 5'-
monofosfato;  

MRP6 / ABCC6 :  leucotrieno C4 ó BQ-123;  
CFTR / ABCC7 :  cloruro;  
MRP7 / ABCC10 :  leucotrieno C4 ó glucurónido de estradiol;  

MRP8 / ABCC11 :  AMPc, GMPc, leucotrieno C4, glucurónido de estradiol, estrona-3-sulfato,  
sulfato de deshidroepiandrosterona, taurocolato o glicocolato;  

MDR1 / ABCB1 :  glucosilceramida, factor activador de plaquetas, daunomicina, digoxina, 
colchicina, etopósido, paclitaxel, verapamil, vincristina, vinblastina, ritonavir 
o saquinavir;  
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BSEP / ABCB11 :  
taurocolato, glicocolato, tauroquenodesoxicolato, glicoquenodesoxicolato o 
tauroursodesoxicolato; 

ABCA4 :  retinal; 

BCRP / ABCG2 : 
estrona-3-sulfato, glucurónido de estradiol, ácido fólico, metotrexato, 
mitoxantona, topotecán o cimetidina;  

ABCG5 :  colesterol o sitosterol;  

ABCG8 : colesterol o sitosterol. 
 
5.        Método según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el periodo de incubación es de por lo menos 
30 segundos y no es superior a 30 horas.  

 
6. Método para medir la actividad de transporte de una proteína de transporte en un formato de alto 5 
rendimiento (HTS), caracterizado porque se lleva a cabo un método según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5. 

  
7. Método según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 en el que se utilizó MRP4 como proteína de 
transporte.  
 10 
8. Método según la reivindicación 7, en el que, en (iii) del método según la reivindicación 1, se utiliza un 
anticuerpo que puede unirse a un péptido la secuencia del cual se proporciona en SEC ID nº 1 ó nº 2.  
 
9. Método según la reivindicación 7 ó 8, en el que, en (ii) del método según la reivindicación 1, se utiliza una 
perla de SPA que ha sido recubierta con proteína A.  15 
 
10. Método según la reivindicación 7 ó 8, en el que, en (ii) del método según la reivindicación 1, se utiliza una 
perla de SPA que ha sido recubierta con un anticuerpo adicional que puede unirse al anticuerpo según la 
reivindicación 8.  
 20 
11. Método según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que se utiliza MRP4 como proteína de 
transporte a la que se ha fusionado C-terminalmente una etiqueta de histidina.  
 
12. Método según la reivindicación 11, en el que se utiliza MRP4 como proteína de transporte a la que se ha 
unido una etiqueta histidina de por lo menos 6 residuos de histidina.  25 
 
13. Método según la reivindicación 11 ó 12, en el que, en (ii) del método según la reivindicación 1, se utiliza una 
perla de SPA que ha sido recubierta con quelato de cobre.  
 
14. Método para determinar si un compuesto es un modulador de la actividad de transporte de una proteína de 30 
transporte ABC, caracterizado porque el método comprende:  
 
 - mezclar:  

(A)  
(i) una vesícula dentro-fuera ("inside-out") que porta por lo menos una proteína de transporte ABC 35 
de un modo en el que el extremo C-terminal mismo de la proteína de transporte se encuentra en el 
exterior de la vesícula, con:  
(ii) una perla de ensayo de centelleo por proximidad (SPA) adecuada para la unión directa o 
indirecta al extremo C-terminal mismo de la proteína de transporte, con:  
(iii) (únicamente en el caso de la unión indirecta de una perla de SPA con el extremo C-terminal 40 
mismo de la proteína de transporte) por lo menos una molécula que pueda mediar en la unión de la 
perla de SPA con el extremo C-terminal mismo de la proteína de transporte, es decir, de entre 1 y, 
como máximo, 25 aminoácidos, con:  
(iv) un sustrato marcado radioactivamente que puede ser transportado por la proteína de 
transporte bajo condiciones que permiten el transporte del sustrato, en presencia de ATP, con:  45 
(v) un compuesto que debe someterse a ensayo, y mezclar:  

 
(B)  

(i) una vesícula que porta por lo menos una proteína de transporte de un modo en el que el 
extremo C-terminal mismo de la proteína de transporte se encuentra en el exterior de la vesícula 50 
con:  
(ii) una perla de SPA adecuada para la unión directa o indirecta al extremo C-terminal mismo de la 
proteína de transporte con:  
(iii) (únicamente en el caso de la unión indirecta de una perla de SPA con el extremo C-terminal 
mismo de la proteína de transporte) por lo menos una molécula que pueda mediar en la unión de la 55 
perla de SPA con el extremo C-terminal mismo de la proteína de transporte, es decir, de entre 1 y, 
como máximo, 25 aminoácidos, con:  
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(iv) un sustrato marcado radioactivamente que puede ser transportado por la proteína de 
transporte bajo condiciones que permiten el transporte del sustrato (es decir, en presencia de 
ATP), y  

 
- incubar las mezclas (A) y (B) durante un periodo de tiempo suficiente, por lo menos 30 segundos, para permitir la 5 
unión directa o indirecta de las vesículas con la perla de SPA y para permitir el transporte de sustrato al interior de la 
vesícula, y  
- medir la luz emitida por el líquido de centelleo de la perla, en donde el valor incrementado obtenido con (A), en 
comparación con (B), identifica un compuesto que es un activador de la proteína de transporte sometida a ensayo, y 
un valor reducido obtenido con (A), en comparación con (B), identifica un compuesto que es un inhibidor de la 10 
proteína de transporte sometida a ensayo.  
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