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DESCRIPCION
Un método de cribado para compuestos que reducen el estrés del RE

La presente invencidén se refiere a una célula de levadura que comprende un elemento de estrés del reticulo
endoplasmatico (RE) ligado operablemente a un elemento indicador y un gen exégeno que codifica una proteina que
induce el estrés del RE, donde el elemento de estrés del RE es una secuencia de ADN del elemento de respuesta a
la proteina desplegada KAR2. Los métodos de cribado que utilizan la célula modificada y los métodos para producir
la célula también forman parte de la invencion.

La funcion biolégica de células y, en ultima instancia, de tejidos, 6rganos y cuerpo, depende del plegamiento
correcto de un sistema de miles de proteinas. La secuencia aminoacidica de una proteina dada contiene la
informacién requerida para plegarla en una estructura tridimensional especifica y funcional. En células sanas, las
proteinas se pliegan adecuadamente en su conformacion natural y, si no lo hacen, las proteinas chaperonas deben
corregir el plegamiento incorrecto (Bukau B, Weissman J, Horwich A. Cell. 2006; 125(3):443-51). En los trastornos
debidos al plegamiento incorrecto de las proteinas (PMD, por sus siglas en inglés) o los trastornos conformacionales
(CD, por sus siglas en inglés), sin embargo, el plegamiento incorrecto de un proteina da como resultado su
degradacion (p. ej., fibrosis quistica) o su agregacion y acumulacién en forma de depdsitos proteicos cerca del sitio
de su produccion celular o en diversos tejidos (Soto C, Estrada LD. Arch Neurol. 2008;65(2):184-9; Winklhofer KF,
Tatzelt J, Haass C. EMBO J. 2008;27(2):336-49; Gregersen N. J Inherit Metab Dis. 2006;29(2-3):456-70).

Hay ciertos mecanismos que son comunes a la gran mayoria de las enfermedades conformacionales proteicas que
incluyen la formacion de agregados, regulacion transcripcional alterada, disfuncién mitocondrial, induccién del estrés
del RE y deficiencia del sistema ubiquitina-proteasoma. La induccién del estrés del RE es uno de los mecanismos
mas comunes asociados con las enfermedades conformacionales proteicas (Yoshida H. FEBS J. 2007; 274(3):630-
58).

El RE es un importante compartimento de plegamiento proteico en la célula eucariota, tan solo superado por el
citosol. El plegamiento proteico en el RE es mas complejo que el plegamiento proteico en el citosol porque las
proteinas se modifican postraduccionalmente. El plegamiento en el RE debe acoplar las rutas de sintesis proteica
que operan fuera del compartimento con las rutas de plegamiento asistidas por el RE (ERAF, por sus siglas en
inglés) en el lumen. La expresidn de una version mutante de una proteina o incluso algunas proteinas naturales,
infeccion virica, agotamiento de nutrientes o energia, condiciones ambientales extremas o estimulos que provocan
una liberacion excesiva del calcio del lumen de RE comprometen las reacciones de plegamiento proteico en el RE,
lo que da lugar a la acumulacién de las proteinas desplegadas e inicio de una cascada de sefiales que se transmiten
al citoplasma y nucleo. Cuando la demanda de plegamiento proteico en el RE excede la capacidad de plegamiento
del RE, se produce una condicién denominada “estrés del RE” (Malhotra JD, Kaufman RJ. Semin Cell Dev Biol.
2007; 18(6):716-31). El estrés del RE también puede ser el resultado de otras condiciones, concretamente cuando
una proteina que se traduce en el citosol se pliega de manera incorrecta e induce el reclutamiento de la maquinaria
de plegamiento, lo que lleva a un déficit de asistencia en el plegamiento en el RE.

Los desequilibrios en el plegamiento mediado por chaperonas que estan asociados con numerosas enfermedades
debidas al plegamiento incorrecto (incluidas diabetes, enfermedad de Huntington, enfermedad de Alzheimer,
enfermedad de Parkinson, encefalopatias pridnicas, fibrosis quistica y muchas otras) desencadenan la respuesta a
proteinas desplegadas (UPR, por sus siglas en inglés), utilizando tanto las rutas transcripcionales como las
traduccionales para corregir el problema vy aliviar el estrés del RE. Esta respuesta adaptativa incluye los siguientes
pasos: 1) la activacién transcripcional de genes que codifican chaperonas que residen en el RE y catalizadores de
plegamiento; 2) complejos de degradacion proteica que aumentan la capacidad de plegamiento del RE y 3) la
atenuacion traduccional para evitar una acumulacion mayor de proteinas desplegadas en el RE. Las moléculas de
bajo peso molecular moduladoras de las rutas de respuesta al plegamiento proporcionan nuevas herramientas
farmacoldgicas para ajustar estos desequilibrios. La reprogramacion de las rutas de estrés con farmacos
proporciona una nueva estrategia potencial para equilibrar la cantidad de proteina del RE con la capacidad de
plegamiento celular y de este modo se corrige la enfermedad subyacente.

Existen algunos métodos de cribado para identificar moduladores del estrés del RE, tales como los descritos en el
documento WO2005/034737, el cual describe un cribado en mamiferos que implica la utilizacion del componente
dependiente de inositol 1 (IRE1) y/o la proteina 1 de unién a la caja X (XBP-1) como marcadores especificos del
estrés del RE. Sin embargo, estos cribados no suponen un sistema sensible, econémico y de produccién rapida para
identificar moduladores del estrés del RE.

Dado que hay una necesidad urgente de agentes terapéuticos con el potencial de prevenir y/o tratar enfermedades
relacionadas con el estrés del RE, hay una gran demanda de un método de cribado de produccion rapida que
mantenga la sensibilidad.
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La presente invencion proporciona una plataforma de cribado celular de este tipo, sensible, rapida y econdémica para
compuestos que seran Utiles en el tratamiento de enfermedades o trastornos relacionados con el estrés del RE.

La invencion es tal y como se expone en las reivindicaciones.

El primer aspecto de la invencién proporciona una célula de levadura que comprende un elemento sensor del estrés
del RE ligado operablemente a un elemento indicador y que comprende un gen exdgeno que codifica una proteina
que induce el estrés del RE, donde el elemento sensor del estrés del RE es una secuencia de ADN del elemento de
respuesta a la proteina desplegada KAR2.

En una realizacién, la célula es una célula de Saccharomyces cerevisiae o de cualquier otra cepa de levadura del
orden de los Saccharomycetales.

El elemento KAR2 UPRE de la invencion puede comprender i) la secuencia de acido nucleico expuesta en la SEQ
ID NO:1, una secuencia nucleica que sea homologa a esta en mas del 95% o a su ADN complementario o secuencia
correspondiente de ARN, una variante, fragmento o la hebra complementaria a esta o ii) una secuencia de acido
nucleico, especialmente ADN o ARN, que se hibride con la secuencia de ADN de la SEQ ID NO:1, una secuencia de
acido nucleico que sea homologa a esta en mas del 95% o una variante o fragmento de esta.

Este aspecto de la invencion se extiende al elemento KAR2 UPRE que comprende una secuencia de acido nucleico
que es homologa en al menos el 96%, 97%, 98% o 99% a la secuencia de ADN de la SEQ ID NO:1 o a su ADN
complementario o una secuencia correspondiente de RNA.

La hibridacion puede tener lugar en condiciones sumamente rigurosas. Tal como se definen en la presente, las
condiciones “sumamente rigurosas”, pueden identificarse como aquellas que: (1) emplean una baja fuerza idnica y
una temperatura elevada para lavar, por ejemplo, cloruro sédico 0,015 M/citrato sédico 0,0015 M/dodecilsulfato
sadico al 0,1% a 50 °C; (2) emplean un agente desnaturalizante durante la hibridacién, tal como formamida, por
ejemplo, formamida al 50% (v/v) con albumina de suero bovino al 0,1% (p/v)/Ficol al 0,1% (p/v)/polivinilpirrolidona al
0,1% (p/v)/tampon de fosfato sddico 50 mM a pH 6,5 con cloruro sddico 750 mM vy citrato sédico 75 mM a 42 °C.; o
(3) emplean formamida al 50% (v/v), 5xSSC (NaCl 0,75 M, citrato sédico 0,075 M), fosfato sédico 50 mM (pH 6,8),
pirofosfato sédico al 0,1%, 5x solucién de Denhardt, ADN de esperma de salmén sonicado (50 pg/mL), SDS al 0,1%
(p/v) y sulfato de dextrano al 10% (p/v) a 42 °C, con lavados a 42 °C en 0,2xSSC (cloruro sédico/citrato sodico) y
formamida al 50% a 55 °C, seguidos de un lavado sumamente riguroso que consiste en 0,1xSSC que contiene
EDTA a 55 °C.

El porcentaje de identidad de las secuencias de acido nucleico puede determinarse mediante la comparacion de la
informacién de las secuencias utilizando el programa informatico GAP, version 6.0, descrito por Devereux et al.
(Nucl. Acids Res. 12:387, 1984) y ofrecido por el Grupo Informatico de Genética de la Universidad de Wisconsin
(UWGCG). El programa GAP utiliza el método de alineamiento de Needleman y Wunsch (J. Mol. Biol. 48:443, 1970),
tal como lo revisaron Smith y Waterman (Adv. Appl. Math 2:482, 1981). Los parametros por defecto preferidos para
el programa GAP incluyen: (1) una matriz de comparacién unaria (que contiene un valor de 1 para las identidades y
0 para las no identidades) para nucledtidos y la matriz de comparacion ponderada de Gribskov y Burgess, Nucl.
Acids Res. 14:6745, 1986, tal como la describen Schwartz y Dayhoff, eds., Atlas of Protein Sequence and Structure,
National Biomedical Research Foundation, pp. 353-358, 1979; (2) una penalizacién de 3,0 para cada hueco y una
penalizacion adicional de 0,10 para cada simbolo en cada hueco; y (3) ninguna penalizacién para los huecos finales.
También se pueden usar otros programas que emplee un experto en la técnica de la comparacion de secuencias.

El aislamiento de la secuencia de nucleétidos del elemento sensor del estrés del RE puede llevarse a cabo mediante
cualquier método convencional adecuado conocido por aquellos expertos en la técnica, tal como amplificaciéon por
PCR o sintesis e hibridacion de ADN comercial. Los elementos sensores del estrés del RE apropiados y los
elementos indicadores son elementos conocidos por los expertos.

En levaduras, la acumulaciéon de proteinas desplegadas en el RE activa la produccion del factor de transcripcion
Hac1, responsable de la activacién de los genes diana de la UPR. Un estudio exhaustivo ha definido que el alcance
transcripcional de la UPR mediada por el factor Hac1 en levaduras comprende alrededor de 400 genes (~ el 5% del
genoma de la levadura) (Travers KJ, Patil CK, Wodicka L, Lockhart DJ, Weissman JS, Walter P. Cell. 2000;
101(3):249-58). El elemento 1 de la respuesta a proteinas desplegadas (UPRE-1), la secuencia de activacion en 5’
mejor conocida a la que se une el factor Hac1, se ha identificado en el promotor de la diana Kar2 de la UPR. Sin
embargo, menos del 5% de los genes que son diana de la UPR en levaduras contienen este elemento secuencia en
sus promotores, dos UPRE adicionales (UPRE-2 y UPRE-3) también se unen a Hac-1, aunque no comparten
ninguna similaridad secuencial reconocible. El propio promotor Hac-1 contiene una secuencia UPRE y responde al
estrés del RE para inducir la transcripcion de su gen en 3'.
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El elemento indicador comprende una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido detectable de manera
eficaz mediante métodos establecidos, que proporciona preferentemente una lectura que es compatible con un
ensayo de cribado de alto rendimiento. El elemento indicador se expresa cuando el elemento sensor del estrés del
RE, al cual esta ligado operablemente, se activa. Los ejemplos de elementos indicadores incluyen, sin caracter
limitante, B-galactosidasa, fosfatasa alcalina, luciferasa y proteinas etiquetadas. El elemento indicador puede
codificar, por ejemplo, cualquier marcador basado en fluorescencia, p. €j., la proteina fluorescente verde mejorada,
asi como enzimas, marcadores inmunolégicos o cualquier otro ejemplo de marcadores que puedan ser
seleccionados y cribados muy conocidos en la técnica. El elemento indicador esta ligado operablemente al elemento
sensor del estrés del RE vy, por tanto, esta bajo el control del elemento sensor del estrés del RE.

El elemento sensor del estrés del RE puede insertarse en cualquier vector adecuado, tal como un plasmido
integrativo, centromérico o episomal. El vector puede ser un vector de levaduras incluido un césmido o un
cromosoma artificial de levaduras.

La expresion del elemento indicador puede ser proporcional al nivel de estrés del RE al cual esta sometida la célula
de la invencién.

El gen exdgeno puede codificar cualquiera de las proteinas de enfermedades humanas que se sabe que inducen
condiciones patoldgicas que estan, al menos parcialmente, asociadas con la induccién del estrés del RE.

Un gen exdégeno puede ser una secuencia de ADN exdgena, p. €j., una secuencia de ADN que codifique una
proteina que no esté presente de manera enddégena en una célula particular, 0 una secuencia de ADN que esté
presente de manera enddégena en una célula particular pero que no esté presente normalmente en esa posicion en
el genoma o que normalmente no esté bajo el control de las mismas secuencias reguladoras o una secuencia de
ADN que esté presente de manera enddgena en una célula particular pero que se ha modificado con el fin de que
porte una mutacién que cause una enfermedad.

El gen exdgeno puede codificar una proteina que incluya, sin caracter limitante, péptidof3 Aplac as); factor
natriurético atrial, CFTR (regulador transmembrana de la fibrosis quistica), receptor insulinico, PS1 (Presenilina 1),
transtiretina (TTR — mas de 45 mutantes, completos o fragmentos), apolipoproteina Al, SOD1 (superéxido dismutasa
1), LDLR (receptor de lipoproteinas de baja densidad), gelsolina, tau (de tipo natural o mutante), p-galactosidasa, p2-
microglobulina, L2-microglobulina, cistatina c, lisozima, cadena a-A del fibrindgeno, apolipoproteina Al,
apolipoproteina All, FAH, Htt (huntingtina), cadena ligera de la inmunoglobulina, insulina, calcitonina, a-sinucleina
(tipo natural o mutante), parkina, PLP1 (proteina proteolipidica 1), cadenas ligeras de Ig (completas o fragmentos),
amiloide sérico A (completo o un fragmento de 76 residuos), hemoglobina, receptor androgénico, ataxinas, PrP
(proteina pridnica), APP (proteina del precursor amiloide), amilina, PERK, WFS1 o A1AT (alfa 1-antitripsina). El gen
exdgeno también puede codificar cualquier otra proteina con una mutacién que se sepa que causa una enfermedad
humana o una proteina con cualquier combinacién de mutaciones de este tipo.

El gen de la transtiretina puede comprender i) la secuencia de acido nucleico expuesta en la SEQ ID NO:2, una
secuencia nucleica que sea homdloga a esta en mas del 95% o a su ADN complementario o secuencia
correspondiente de ARN, una variante, fragmento o la hebra complementaria a esta, ii) una secuencia de acido
nucleico, especialmente ADN o ARN, que se hibride con la secuencia de ADN de la SEQ ID NO:2, una secuencia de
acido nucleico que sea homoéloga a esta en mas del 95% o una variante o fragmento de esta o iii) una secuencia de
acido nucleico, especialmente ADN o ARN, que, si no fuera por la degeneracion del cédigo genético, se hibridaria
con la secuencia de ADN de la SEQ ID NO:2.

El gen de la transtiretina de acuerdo con la invencion también puede codificar una proteina que comprenda una
mutacion en forma de sustitucion de valina por metionina en la posicion 50 o una proteina que comprenda una
mutacion en forma de sustitucion de leucina por prolina en la posiciéon 75 de la proteina codificada por la SEQ 1D
NO:2. La mutacién en la posicién 50 corresponde a un cambio del codéon GTG por el codéon ATG en la secuencia de
ADN y la mutacion en la posicion 75 corresponde a un cambio del codén CTG por el codéon CCG en la secuencia de
ADN.

Estos aspectos de la invencion se extienden a un gen de la transtiretina que comprenda una secuencia de acido
nucleico que sea homologa en al menos el 96%, 97%, 98% o 99% a la secuencia de ADN de la SEQ ID NO:2 o a su
ADN complementario o una secuencia correspondiente de RNA.

El gen tau puede comprender i) la secuencia de acido nucleico expuesta en la SEQ ID NO:3, una secuencia nucleica
que sea homologa a esta en mas del 95% o a su ADN complementario o secuencia correspondiente de ARN, una
variante, fragmento o la hebra complementaria a esta, ii) una secuencia de acido nucleico, especialmente ADN o
ARN, que se hibride con la secuencia de ADN de la SEQ ID NO:3, una secuencia de acido nucleico que sea
homdloga a esta en méas del 95% o una variante o fragmento de esta o iii) una secuencia de &cido nucleico,
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especialmente ADN o ARN, que, si no fuera por la degeneracion del codigo genético, se hibridaria con la secuencia
de ADN de la SEQ ID NO:3.

El gen tau de acuerdo con la invencién también puede codificar una proteina que comprenda una mutacién en forma
de sustituciéon de prolina por serina, lo que corresponde a un cambio de citosina por timina en la posicién 727 de la
SEQ ID NO:3. La invencion incluye ademas una proteina que comprenda una mutacion en forma de sustitucion de
prolina por leucina, lo que corresponde a un cambio de citosina por timina en la posicion 728 de la SEQ ID NO:3. La
invencioén incluye también una proteina que comprenda una eliminacion del residuo de lisina, lo que corresponde a
una eliminacion de los residuos de adenina, adenina y guanina (AAG) en las posiciones 664-666 de la SEQ ID NO:3.
El gen tau de la invencién incluye también una proteina que comprenda una mutacion en forma de sustitucion de
glicina por valina, lo que corresponde a un cambio de guanina por timina en la posicion 641 de la SEQ ID NO:3, una
mutacion en forma de sustitucion de prolina por leucina, lo que corresponde a un cambio de citosina por timina en la
posicion 728 de la SEQ ID NO:3, una mutacién en forma de sustitucién de valina por metionina, lo que corresponde
a una mutacién en forma de sustitucion de guanina por adenina en la posicion 835 de la SEQ ID NO:3 y una
mutaciéon en forma de sustitucion de arginina por triptéfano, lo que corresponde a una mutaciéon en forma de
sustitucion de citosina por timina en la posicion 1042 de la SEQ ID NO:3.

Este aspecto de la invencion se extiende a un gen tau que comprenda una secuencia de acido nucleico que sea
homdloga en al menos el 96%, 97%, 98% o 99% a la secuencia de ADN de la SEQ ID NO:3 o a su ADN
complementario o a una secuencia correspondiente de RNA.

El gen CFTR puede comprender i) la secuencia de acido nucleico expuesta en la SEQ ID NO:4, una secuencia
nucleica que sea homologa a esta en mas del 95% o a su ADN complementario o secuencia correspondiente de
ARN, una variante, fragmento o la hebra complementaria a esta, ii) una secuencia de acido nucleico, especialmente
ADN o ARN, que se hibride con la secuencia de ADN de la SEQ ID NO:4, una secuencia de acido nucleico que sea
homdloga a esta en méas del 95% o una variante o fragmento de esta o iii) una secuencia de acido nucleico,
especialmente ADN o ARN, que, si no fuera por la degeneracion del codigo genético, se hibridaria con la secuencia
de ADN de la SEQ ID NO:4.

El gen CFTR de acuerdo con la invencién también puede codificar una proteina que comprenda una mutacién en
forma de eliminacion del residuo de fenilalanina en la posicion 508 de la proteina codificada por la SEQ ID NO:4. En
una realizacion adicional, el gen CFTR también puede codificar una mutacién en forma de sustituciéon de glicina por
acido aspartico en la posicion 551, una proteina que comprenda una mutacion en forma de sustitucion de arginina
por treonina en la posicion 560 o una proteina que comprenda una mutacién en forma de sustitucién de alanina por
acido glutamico en la posicidon 561 de la proteina codificada por la SEQ ID NO:4.

Este aspecto de la invencién se extiende a un gen CFTR que comprenda una secuencia de acido nucleico que sea
homdloga en al menos el 96%, 97%, 98% o 99% a la secuencia de ADN de la SEQ ID NO:4 o a su ADN
complementario o a una secuencia correspondiente de RNA.

La expresion del gen exégeno genera una condicion de estrés del RE en las células de la invencién, que da como
resultado todas o parte de las caracteristicas de la enfermedad asociada con la expresion de esa proteina especifica
que ocurre dentro del sistema celular. El elemento sensor del estrés del RE se activa en respuesta al estrés del RE
que es inducido por la expresion del gen exégeno. De este modo, la célula de la invencion puede representar un
sistema modelo de cualquier enfermedad o trastorno particular relacionado con el estrés del RE dependiendo del
gen exdgeno que se exprese.

Esta célula permite la identificacion selectiva de compuestos con una posible aplicacion terapéutica. La expresion
del gen exdgeno (la proteina de la enfermedad) puede lograrse mediante la clonacion del ADNc deseado en un
vector apropiado utilizando la tecnologia convencional de ADN recombinante, seguida de la introduccién en el
sistema celular modificado.

Las células de acuerdo con la invencion pueden comprender ademas al menos un promotor. ElI promotor puede
estar ligado operablemente al gen exdgeno que codifica una proteina que induce el estrés del RE. El promotor
puede ser constitutivo, inducible y/o especifico para la expresidon en una célula de la invencién. Preferentemente, el
promotor dirige la expresiéon del gen exégeno que codifica una proteina que induce el estrés del RE. En una
realizacién, el promotor es un promotor gal inducible.

El estrés del RE se refiere a un desequilibrio entre la demanda que la expresion de proteinas produce en el RE y la
capacidad de plegamiento real del RE para satisfacer esa demanda. Una respuesta que contrarresta el estrés del
RE se denomina “respuesta a proteinas desplegadas” (UPR).

El segundo aspecto de la invencion proporciona un método de cribado de un agente candidato por su capacidad
para modular el estrés del RE que comprende los siguientes pasos:
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a) poner en contacto una célula del primer aspecto de la invencién con un agente candidato y
b) determinar el efecto del agente candidato en el nivel de expresion del elemento indicador.

En una realizacion, el cribado incluye el gen exégeno a la célula que se expresa.

La determinacion del efecto del agente candidato en el nivel de expresion del elemento indicador puede llevarse a
cabo, por ejemplo, mediante la comparacion de la expresion del elemento indicador de la célula que se ha puesto en
contacto con el agente candidato con la expresion de un elemento indicador en una segunda célula del primer
aspecto de la invencion, que no se ha puesto en contacto con el agente candidato, y donde también se expresa el
gen exogeno de la segunda célula. De manera alternativa, la expresion del elemento indicador de la célula que se ha
puesto en contacto con el agente candidato podria compararse con la expresion de un elemento indicador en una
célula que se ha puesto en contacto con un agente cuyo efecto es conocido.

Un agente candidato es cualquier sustancia que se va a evaluar para determinar cualquier capacidad de aumentar o
disminuir el estrés del RE en una célula de la invencién. Estos agentes candidato incluyen compuestos conocidos o
sin identificar aislados a partir de microorganismos, animales, plantas o cualquier otro organismo vivo que se use
para extraer posibles agentes moduladores eficaces. Un agente candidato puede ser una molécula de bajo peso
molecular, incluidas moléculas naturales o sintéticas, incluidos peptidomiméticos, péptidos o polipéptidos o
fragmentos de estos, incluidos péptidos de unién o polipéptidos, anticuerpos o fragmentos de estos, ribozimas y
acidos nucleicos, incluidos ADN o ARN monocatenario o bicatenario, una modificacion o derivado de estos, por
ejemplo oligonucledtidos no codificantes, aptameros, ARNip y ribozimas.

Un candidato agente puede ser parte de una coleccién que se va a cribar, por ejemplo, una coleccidon de
compuestos quimicos, una colecciéon de productos naturales (incluidos compuestos no identificados aislados a partir
de microorganismos, animales, plantas o cualquier otro organismo vivo que se usa para extraer posibles agentes
moduladores eficaces), una coleccién de expresion en fagos, una coleccion de ADNc o una coleccion de ARNip.

La cuantificacion de la expresion del elemento indicador puede llevarse a cabo utilizando espectrofotometria,
fluorimetria, luminiscencia, PCR cuantitativa con transcripcion inversa, transferencia de tipo Northern, transferencia
de tipo Western o cualquier otro método de deteccion conocido por un experto.

La modulacion del estrés del RE se refleja en un incremento o disminucion de la expresion/actividad de un elemento
indicador. La modulacion del estrés del RE se puede representar mediante una disminucién en la expresion del
elemento indicador que esté causada por una disminucion del estrés del RE. Un agente candidato que disminuya el
estrés del RE puede tener un potencial directo para el tratamiento de trastornos o enfermedades asociados al estrés
del RE.

De manera alternativa, la modulaciéon del estrés del RE puede representarse por un aumento en la expresion del
elemento indicador que esta causada por un aumento en el estrés del RE. Un agente candidato que aumente el
estrés del RE puede utilizarse en el tratamiento de enfermedades infecciosas, tales como infecciones fungicas,
infecciones bacterianas y/u otras infecciones parasitarias siempre que el agente aumente el estrés del RE en el
organismo causante de la enfermedad y no en el hospedador. Un agente candidato que aumente el estrés del RE
también puede tener un potencial indirecto para el tratamiento de trastornos o enfermedades asociados al estrés del
RE. Por ejemplo, un agente candidato de ARNip que cause un aumento en el estrés del RE se puede utilizar para
identificar un gen que desempefie una cierta funcién en la ruta de la enfermedad asociada al estrés del RE
representada en la célula y, por tanto, podra identificar una diana para otros agentes candidatos y/o cribados.

Una vez que se ha identificado un agente candidato como modulador del estrés del RE, la especificidad del
modulador respecto a una afeccion o particular que induce el estrés (es decir, la enfermedad/trastorno que se asocia
con el gen exdégeno que codifica la proteina que induce el estrés del RE) se hara evidente por comparacion del
efecto del mismo compuesto en una afeccion de induccién quimica general del estrés del RE (p. €j., tratamiento con
tunicamicina o thapsigargina).

De hecho, puede ser importante el poder excluir compuestos que actien como moduladores generales del estrés del
RE, ya que pueden interferir potencialmente con la fisiologia normal de la célula y por tanto puede que no sean los
mejores candidatos para aplicaciones terapéuticas.

Como se usa en la presente, “poner en contacto” la célula con un compuesto se refiere a exponer, incubar, tocar,
asociar o hacer el compuesto accesible a la célula.

Los métodos de cribado de la invencién proporcionan un sistema para medir la toxicidad en forma de estrés del RE
y, por tanto, no solo seleccionan agentes que reducen el estrés del RE. El estrés del RE es representativo de una
disfuncion celular, tal como la formacion de agregados, la regulacion transcripcional alterada, la disfuncion
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mitocondrial y la deficiencia del sistema ubiquitina-proteasoma, causada por enfermedades conformacionales
proteicas. La incubacion de la célula con un agente candidato que module el estrés del RE deberia aliviar la
disfuncion celular y, en consecuencia, provocar una reduccion medible del estrés del RE. Los agentes candidato
pueden actuar en cualquier punto a lo largo de la ruta de la disfuncién de la proteina mutante, bien antes, después o
en un punto en el que se produce el estrés del RE. La medida del estrés del RE es un punto de control de la
disfuncion celular y refleja el estado general de la célula tras la expresién de una proteina que causa una
enfermedad especifica junto con el tratamiento con un agente candidato.

Una de las ventajas de los métodos de cribado de la invencion es que, como se ha discutido anteriormente, mide la
toxicidad en forma de estrés del RE. Este tipo de cribado tiene la ventaja de seleccionar ambas para compuestos
que interaccionan con la proteina expresada por el gen exdgeno también mediante dianas que actian antes o
después. Ademas la simplicidad del cribado significa que puede llevarse a cabo de una manera relativamente
econdmica y rapida.

La utilizacion de una célula de levadura para el cribado significa que se puede generar una linea celular de
mamiferos, por ejemplo, una linea celular humana, que puede expresar el mismo gen exdgeno que la célula de la
invenciéon y esto puede utilizarse para verificar compuestos candidato obtenidos como resultado del cribado que
utiliza la célula de levadura.

La eficacia de los compuestos candidato puede determinarse mediante procedimientos farmacéuticos estandar en
esta plataforma de mamiferos de estados de estrés del RE, p. €j., para determinar la LDs (la dosis que es letal para
el 50% de la poblacion) y la EDsg (la dosis que es terapéuticamente eficaz para el 50% de la poblacion). El indice
terapéutico es la relacidon entre los efectos toxicos y terapéuticos y puede expresarse como LDso/EDso. Se dara
preferencia a los compuestos que muestren indices terapéuticos altos.

Un agente candidato seleccionado por el método de cribado puede ser un activador o un inhibidor y/o un modulador
transcripcional, un modulador traduccional, un modulador de plegamiento, un modulador de la interaccion proteica,
un modulador de la estabilidad proteica, un modulador de la agregacién o cualquier otro modulador que mejore la
disfuncion celular causada por la expresion del gen exégeno que codifica una proteina que induce el estrés del RE.
Los agentes candidato identificados por un método de cribado de la invenciéon pueden tener un uso potencial en
medicina, biotecnologia, veterinaria, agricultura, industria y cualquier otro campo donde es relevante la aplicacion de
moduladores del estrés del RE.

El agente candidato identificado por el método de cribado de la invencién puede utilizarse en medicina, por ejemplo,
utilizarse en el tratamiento de trastornos o enfermedades relacionados con el estrés del RE. Un trastorno o
enfermedad relacionado con el estrés del RE es un trastorno o enfermedad causado por niveles de estrés del RE o
al que los niveles de estrés del RE han contribuido. Por ejemplo, enfermedad de Alzheimer, aterosclerosis,
amiloidosis atrial, isquemia cerebral, fibrosis quistica, diabetes mellitus, enfermedad de Alzheimer familiar,
polineuropatia amiloide familiar I, polineuropatia amiloide familiar Ill, esclerosis lateral amiotréfica familiar (ELAF),
hipercolesterolemia familiar, amiloidosis sistémica hereditaria finlandesa, demencias frontotemporales,
gangliosidosis GM1, amiloidosis relacionada con la hemodialisis, amiloidosis relacionada con la hemodialisis,
angiopatia amiloide cerebral hereditaria, amiloidosis sistémica no neuropatica hereditaria, amiloidosis renal
hereditaria, tirosinemia hereditaria del tipo I, enfermedad de Huntington, amiloidosis de la cadena ligera de la
inmunoglobulina, inflamacion, amiloidosis localizada en el sitio de inyeccion, carcinoma medular de la tiroides,
enfermedad de Parkinson, enfermedad de Pelizaeus-Merzbacher, amiloidosis sistémica primaria, amiloidosis
sistémica secundaria, amiloidosis sistémica senil, anemia drepanocitica, tumores sdlidos, atrofia muscular bulbar y
espinal, ataxias espinocerebelosas, encefalopatia espongiforme, miositis con cuerpos de inclusion esporadica,
diabetes de tipo Il, infecciones viricas, sindrome de Wolcott-Rallison, sindrome de Wolfram o deficiencia de Z alfa 1-
antitripsina.

Se describe un método para tratar los trastornos o enfermedades relacionados con el estrés del RE en un sujeto que
comprende el paso de administrar al sujeto un agente candidato identificado por el método de cribado de la
invencion. El sujeto necesita un tratamiento de este tipo o podria beneficiarse de un tratamiento de este tipo.

Al sujeto se le puede administrar mas de un agente candidato identificado por el método de la invencion. Los
agentes candidato pueden administrarse de manera simultanea, separada o secuencial.

El término “tratamiento” se usa en la presente para referirse a cualquier régimen que puede beneficiar a un animal
humano o no humano que necesite de un tratamiento de este tipo o que podria beneficiarse de un tratamiento de
este tipo. Puede ser un tratamiento respecto a una condicién que ya existe o puede ser profilactico (tratamiento
preventivo). El tratamiento puede incluir efectos curativos, paliativos o profilacticos.

Mas especificamente, la referencia en la presente a las expresiones tratamiento “terapéutico” y “profilactico” se ha
de considerar en su contexto mas amplio. El término “terapéutico” no implica necesariamente que se trate al sujeto
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hasta su recuperacion total. De manera similar, el término “profilactico” no significa necesariamente que el sujeto no
contraera finalmente una enfermedad.

En consecuencia, el tratamiento profilactico y terapéutico incluye el alivio de los sintomas de una afeccién particular
o la prevencion o la reduccion del riesgo de desarrollar una afeccién particular. EI  término “profilactico” puede
considerarse como reductor de la gravedad o la afeccion de una condicién particular. “Terapéutico” también puede
reducir la gravedad de una condicion existente.

Se administra una cantidad terapéuticamente eficaz de un agente candidato identificado mediante el método de
cribado de la invencion. La expresion “cantidad terapéuticamente eficaz” tal como se usa en la presente significa una
cantidad capaz de reducir o tratar un trastorno o enfermedad asociado al estrés del RE.

El agente candidato identificado mediante el método de cribado de la invencién puede administrarse a un paciente
que necesite de tratamiento a través de cualquier via adecuada. La dosis precisa dependera de varios factores,
incluida la naturaleza precisa de la forma del agente candidato identificado por el método de cribado de la invencion
que se ha de administrar.

La presente invencion es igualmente aplicable a medicina veterinaria y humana.

La via de administracién puede incluir: via parenteral (incluida la subcutanea, intramuscular, intravenosa, por medio
de, por ejemplo, un parche de goteo) algunas vias de administracion mas adecuadas incluyen (sin caracter limitante)
la administracion oral (incluida bucal y sublingual), rectal, nasal, tépica, por infusion, vaginal, intradérmica,
intraperitoneal, intracraneal, intratecal y epidural o administracion por via oral o por inhalacion nasal, por medio, por
ejemplo, de un nebulizador o inhalador, o mediante un implante.

El agente candidato identificado por el método de cribado de la invenciéon se puede suministrar en forma de
composicion inyectable, se administra oralmente o se administra a los pulmones como un aerosol a través de
inhalacién nasal u oral.

Para la administracion por via de inhalacion nasal u oral, preferentemente, el agente candidato identificado mediante
el método de cribado de la invencidon se presentara en una formulacion farmacéutica adecuada y se podra
suministrar utilizando una forma mecanica incluido, pero sin caracter restrictivo, un dispositivo nebulizador o
inhalador.

Ademas, cuando se usan las vias de inhalacién nasal u oral, se puede usar la administracion SPAG (generador de
un aerosol de particulas pequefias).

Para inyeccion intravenosa, el agente candidato identificado mediante el método de cribado de la invencion se
presentara en la forma de una solucién acuosa aceptable para administracién parenteral, que esté exenta de
pirégenos y tenga un pH, isotonicidad y estabilidad adecuados. Aquellos expertos en la técnica estan capacitados
para preparar soluciones adecuadas utilizando, por ejemplo, vehiculos isotonicos tales como cloruro sodico para
inyeccion, inyeccion de Ringer, inyeccion de Ringer lactato. Se pueden incluir conservantes, estabilizadores,
tampones, antioxidantes y/u otros aditivos, segin sea necesario.

Un agente candidato identificado mediante el método de cribado de la invencién para la administracion oral puede
presentarse en forma liquida, de comprimido, capsula o polvo. Un comprimido puede comprender un portador sélido
tal como gelatina. Las composiciones liquidas generalmente comprenden un portador liquido tal como agua,
petréleo, aceites vegetales o animales, aceite mineral o aceite sintético. Puede incluirse solucion salina fisioldgica,
dextrosa u otra solucién de sacaridos o glicoles tales como etilenglicol, propilenglicol o polietilenglicol.

El agente candidato también se puede administrar a través de microesferas, liposomas, otros sistema de suministro
de microparticulas o formulaciones de liberacion sostenida situados en ciertos tejidos, incluida la sangre. Los
ejemplos adecuados de portadores de liberacion sostenida incluyen matrices poliméricas semipermeables en forma
de articulos compartidos, p. €j., supositorios o microcapsulas. Las matrices de liberacién sostenida microcapsuladas
o implantables incluyen polilactidas (US 3,773,919; EP-A-0058481) copolimeros de acido L-glutdmico y gamma L-
glutamato de etilo (Sidman et al., Biopolymers 22(1):547-556, 1985), poli(2-hidroxietilmetacrilato) o acetato de etileno
y vinilo (Langer et al., J. Biomed. Mater. Res. 15: 167-277, 1981 y Langer, Chem. Tech. 12:98-105, 1982).

Los ejemplos de las técnicas y protocolos mencionados anteriormente y otras técnicas y protocolos que pueden
usarse de acuerdo con la invencion pueden encontrarse en los libros Remington’s Pharmaceutical Sciences, 18.2
edicion, Gennaro, A.R., Lippincott Williams y Wilkins; 20.2 edicion (15 de diciembre de 2000) ISBN 0-912734-04-3 y
Pharmaceutical Dosage Forms and Drug Delivery Systems; Ansel, H. C. et al. 7.2 edicion ISBN 0-683305-72-7, cuyo
contenido se incorpora en su totalidad en la presente por referencia.
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La cantidad real administrada, la velocidad y evolucion temporal de la administracion dependeran de la naturaleza y
gravedad de lo que se trata. La prescripcion del tratamiento, p. ej., decisiones sobre la posologia, etc., esta, en
ultima instancia, bajo la responsabilidad y a la discrecién de los médicos de cabecera y otros médicos vy,
normalmente, tiene en cuenta el trastorno que se ha de tratar, el estado del paciente individual, el lugar de
suministro, el método de administracion y otros factores conocidos por los médicos.

Los médicos pueden determinar la dosis 6ptima basandose en varios parametros incluidos, por ejemplo, edad, sexo,
peso, gravedad de la afeccion que se trata, el principio activo que se administra y la via de administracion.

Un aspecto adicional de la invencion proporciona un método para producir una célula de acuerdo con el primer
aspecto de la invencion que comprende la introduccidn en la célula de una secuencia nucleotidica que codifica un
elemento sensor del estrés del RE, una secuencia nucleotidica que codifica un elemento indicador y una secuencia
nucleotidica que codifica un gen exdgeno. Por tanto, la célula es una célula transformada. En una realizacion, se
introducen en la célula la secuencia nucleotidica que codifica un elemento sensor del estrés del RE y un nucleétido
que codifica un elemento indicador en el mismo vector y la secuencia nucleotidica que codifica un gen exégeno se
introduce en la célula en un vector diferente. En una realizacion adicional, todas las secuencias nucleotidicas se
introducen en la célula en el mismo vector.

Los vectores que portan las moléculas de acido nucleico deseadas pueden integrarse en el genoma de la célula
receptora, bien a través de recombinacion homdloga en un locus gendmico especifico o bien a través de
recombinacidon no homologa en cualquier sitio del genoma de la célula receptora.

La célula transformada puede validarse mediante el cultivo de la célula en presencia de la proteina que codifica el
gen exogeno. La expresion del elemento indicador sefiala una transformacion exitosa.

La invencién también proporciona un vector que comprende una secuencia nucleotidica que codifica un elemento de
estrés del RE, una secuencia nucleotidica que codifica un elemento indicador y una secuencia nucleotidica que
codifica un gen que induce el estrés del RE.

Las caracteristicas preferidas para el segundo y posteriores aspectos de la invencion son tal como las del primer
aspecto de la invencion mutatis mutandis.

A lo largo de toda la memoria descriptiva, a menos que el contexto requiera lo contrario, se sobreentendera que los
términos “comprender” o “incluir’, o variaciones tales como “comprende” o “que comprende”, “incluye” o “que incluye”
implican la inclusion de un numero entero o un grupo de numeros enteros indicados, pero no la exclusion de
cualquier otro numero entero o grupo de niumeros enteros. En cambio, la expresion “que consiste en” significa la
inclusion de un numero entero o un grupo de numeros indicados y la exclusién de cualquier otro numero entero o
grupo de numeros enteros. Se pretende que cuando se use la expresion “que comprende” también sea posible usar

la expresion “que consiste en”.
La presente invencion se describe haciendo referencia a los dibujos, en los cuales:
La Figura 1 muestra un fragmento de 141 pb del promotor de levadura KAR2 (SEQ ID NO:1).

La Figura 2 muestra un fragmento de 444 pb que contiene la region codificante del gen humano TTR (SEQ
ID NO:2).

La Figura 3 muestra la region codificante de la proteina Tau humana (isoforma 3) (SEQ ID NO:3).
La Figura 4 muestra la region codificante del gen CFTR humano de tipo natural (SEQ ID NO:4).

La Figura 5 muestra el crecimiento y la sefial de fluorescencia de las células DGI-TAUP301L en medio
minimo con un 2% de galactosa, con o sin un 2% de DMSO.

La Figura 6 muestra el crecimiento y la sefial de fluorescencia de las células DGI-TAUP301L en medio
minimo con un 2% de galactosa, con o sin colina 0,4 M.

La Figura 7 muestra el crecimiento y la sefial de fluorescencia de las células DGI-TAUP301L en medio
minimo con un 2% de galactosa, con o sin salubrinal 100 yM.

La Figura 8 muestra el crecimiento y la sefial de fluorescencia de las células DGI-TAUP301L en medio
minimo con un 2% de galactosa, con o sin DGI-T2008A 10 pM.
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La Figura 9 muestra la accion del compuesto nuevo DGI-T2008A sobre la sefial de estrés del RE en las
células DGI-TAUP301L en comparacion con los compuestos control.

La Figura 10 muestra el crecimiento y la sefial de fluorescencia de las células DGI-TTR V30M en medio
minimo con un 2% de galactosa, con o sin DGI-TT2008A 10 pM.

En las figuras, donde se usa, el término “sin” indica “exento de”.

La invencion se describira a continuacién en mas detalle por referencia a los siguientes Ejemplos, los cuales se
proporcionan unicamente a efectos ilustrativos y no han de interpretarse como limitantes de la invencion.

Ejemplos
Ejemplo 1
Cepa de levadura y transformacion

En este estudio, se ha utilizado la cepa de levadura YO0000 (MATa; his3A1; leu2 AO; met15 A 0; ura3 AO) como
célula receptora de todos los constructos y para el aislamiento del ADN cromosdémico de levaduras. La
transformacion de las células de levadura se llevo a cabo de acuerdo con el método del acetato de litio (Gietz, D., A.
St. Jean, R.A. Woods y R.H. Schiestl. 1992, Nucleic Acid Res. 20: 1425).

Construccion del plasmido indicador sensor del RE

Se amplificé por PCR un fragmento de 141 pb del promotor de levadura KAR2 (SEQ ID NO:1). El fragmento
amplificado abarca desde el nucledtido -136 hasta el +5 (en referencia al sitio de iniciacion de la transcripcion, +1) y
comprende un UPRE y dos secuencias TATA putativas. Los cebadores utilizados para la amplificacion por PCR
contenian sitios de restriccion en las extremidades, de modo que el fragmento de ADN amplificado se digirié y cloné
en el sitio de clonacién multiple del vector pGRUZ2, adyacente en direccion 5’ a la secuencia que codifica la YEGFP.

En la levadura Saccharomyces cerevisiae la proteina Bip es el producto del gen KAR2. La induccion del estrés del
RE por la presencia de una UPRE induce la produccién de Bip a través de la unién de la proteina HAC1 al UPRE
presente en el promotor del gen KAR2 y que actua en cis. La clonacion del UPRE de KAR2 y el promotor basal que
esta en direccién 5’ respecto a la secuencia que codifica la YEGFP permite la produccion de una sefal fluorescente
verde como una medida del estrés del RE.

Generacion de cepa de levadura indicadora del estrés del RE

La cepa Y00000 se transformo con el plasmido sensor del estrés del RE y la validacion de este sensor se llevo a
cabo mediante el cultivo de la cepa transformada en presencia de tunicamicina. La induccion del estrés del RE se
cuantificé mediante la medida de la sefial de fluorescencia verde en comparacién con las mismas células cultivadas
en ausencia de tunicamicina. La cepa generada se denominé DISAGGREGATOR | (DGI).

Clonacion de mutantes de la Tau humana

La secuencia codificante de la proteina Tau humana (SEQ ID NO:3) se obtuvo del consorcio IMAGE y se subclond
en el sitio de clonaciéon multiple de un vector episomal de levadura, bajo el control del promotor Gal1. Las Tau
mutantes (P301L, P301S, AK280 y tetramutante) se generaron por mutagénesis dirigida. Tras la transformacion de
estos constructos, se indujo la expresion de las isoformas de la proteina Tau mediante el cultivo de las células en
galactosa al 2%. La deteccién especifica de la proteina Tau y la determinacién del peso molecular correcto se
verificd por transferencia de tipo Western mediante el empleo de un anticuerpo policlonal contra la proteina Tau.

Generacioén de la plataforma de levaduras para la identificacién de moduladores del estrés del RE inducido por la
expresion de la proteina Tau mutante

La cepa de levadura indicadora del estrés del RE se transformé con los plasmidos episomales que contenian las
secuencias Tau de tipo natural y mutantes bajo el control del promotor Gal1.

Las cepas generadas se denominaron DISAGGREGATOR | — TAUWT (DGI-TAUWT), DISAGGREGATOR | —
TAUP301L (DGI-TAUP301 L), DISAGGREGATOR 1 — TAUP301S (DGI-TAUP301S), DISAGGREGATOR | —
TAUAK280 (DGI-TAUAK280) y DISAGGREGATOR | — TAUTETRA (DGI-TAUTETRA). La induccién del estrés del
RE tras la expresion de las proteinas Tau se validé mediante el cultivo de las células en galactosa al 2% y mediante
la determinacion del aumento de la sefial de fluorescencia verde.
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Validacion del ensayo de cribado

El cribado se llevé a cabo con una célula de levadura DGI-TAUP301L que expresaba la proteina mutante TAU-
P301L bajo el control del promotor GAL1 y que contenia el plasmido indicador sensor del estrés del RE con GFP
como indicador, descrito anteriormente en la seccién “Construccién del plasmido indicador sensor del RE”. La
expresion de TAUP301L resultdé en una respuesta citotéxica que desencadena el estrés del RE y por tanto la
fluorescencia por parte del indicador. La seial fluorescente resultante se normalizé respecto a la densidad celular y
la fluorescencia normalizada se utilizé como una medida directa del nivel de estrés del RE en las células.

Una coleccion comercial que contenia 50 080 moléculas de bajo peso molecular se cribé junto con 5 moléculas
dipeptidicas procedentes de una colaboracién académica y 208 extractos procedentes de una coleccidn de extractos
naturales patentada. Los compuestos activos, con el potencial de modular los efectos perjudiciales de la expresion
de la TAU-P301L, se identificaron por su capacidad de disminuir la fluorescencia normalizada sin influenciar el
crecimiento. El crecimiento se determiné mediante la medicién de la densidad 6ptica (DO) de un cultivo.

Se dispensaron las células DGI-TAUP301L en placas de 96 pocillos en medio minimo que contenia un 2% de
galactosa para expresar totalmente la proteina mutante, junto con el compuesto candidato a 10 uM. Todos los pasos
de manipulacion de liquidos se llevaron a cabo utilizando una estacion de trabajo automatica Janus (Perkin Elmer).
Las placas se incubaron durante 2 dias a 30 °C en agitacién utilizando un incubador automatico Liconic STX40. Se
monitorizaron crecimiento y fluorescencia con un lector de microplacas Victor 3V (PE). Se cultivaron células en
paralelo, en las mismas condiciones pero sin compuestos 0 con compuestos control diferentes.

Se eligieron como controles compuestos que ya habian demostrado ser capaces de aliviar el estrés del RE. En la
actualidad no hay disponibles moléculas que sean activas directamente contra la proteina TAU-P301 L pero ya estan
presentes en el mercado inhibidores del estrés del RE, tales como las chaperonas quimicas. Las chaperonas
quimicas (p. €j., colina o DMSO) mejoran la capacidad de adaptacién del RE y su adiciéon al medio de cultivo da
como resultado una respuesta al estrés del RE atenuada. Otro compuesto usado normalmente es el salubrinal,
identificado como un inhibidor de fosfatasas que actian sobre la subunidad del factor de iniciacion traduccional
eucaridtico 2 (elF21). EI mantenimiento de la f osforilacion proteica resultante da como resultado una proteccion
mejorada frente a los efectos adversos del estrés del RE, principalmente debido a que la fosforilacion de elFa
provoca una parada en la sintesis proteica. Estos compuestos se usaron para validar la respuesta celular del cribado
y para estimar la actividad de los compuestos cribados.

Ejemplo 2.1: Efecto de DMSO

Se precultivaron las células DGI-TAUP301 L en una mezcla de galactosa al 2% hasta que llegaron a la fase
exponencial temprana (DO=1-2). Se lavaron las células por triplicado con agua y a continuacién se resuspendieron a
una DO de 0,1 en medio selectivo que contenia galatosa al 2%, con el fin de activar completamente la expresion de
la TAU-P301pL. Se dispensaron las células en placas de 96 pocillos y se afiadieron 4 uL de DMSO a los pocillos
deseados, hasta llegar a una concentracion final del 2%. En paralelo, no se afiadi6 DMSO a los pocillos control. Se
monitorizaron crecimiento y fluorescencia durante 2 dias a 30 °C en agitacién. La Figura 5 muestra los resultados.

La cantidad de DMSO afiadida a los pocillos (es decir, 4 pL por pocillo) se baso en la cantidad usada normalmente
en la bibliografia para conseguir un alivio del estrés del RE.

Ejemplo 2.2: Efecto de la colina

Se precultivaron las células DGI-TAUP301L en una mezcla de galactosa al 2% hasta que llegaron a la fase
exponencial temprana (DO=1-2). Se lavaron las células una vez con agua y a continuacion se resuspendieron a una
DO de 0,1 en medio selectivo que contenia galactosa al 2%, con el fin de activar completamente la expresion de la
TAU-P301L. Se dispensaron las células en placas de 96 pocillos y se afadié colina a los pocillos deseados, hasta
llegar a una concentracion final de 0,4 M. En paralelo, no se afiadié colina a los pocillos control. Se monitorizaron
crecimiento y fluorescencia durante 2 dias a 30 °C en agitacion. La Figura 6 muestra los resultados.

La cantidad de colina afiadida a los pocillos (es decir, hasta llegar a una concentracioén final de 0,4 M por pocillo) se
basoé en la cantidad usada normalmente en la bibliografia para conseguir un alivio del estrés del RE.

Ejemplo 2.3: Efecto del salubrinal

Se precultivaron las células DGI-TAUP301 L en una mezcla de galactosa al 2% hasta que llegaron a la fase
exponencial temprana (DO=1-2). Se lavaron las células una vez con agua y a continuacion se resuspendieron a una
DO de 0,1 en medio selectivo que contenia galactosa al 2%, con el fin de activar completamente la expresion de la
TAU-P301L. Se dispensaron las células en placas de 96 pocillos y se afiadioé salubrinal a los pocillos deseados,
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hasta llegar a una concentracion final de 100 uM. En paralelo, no se afiadi6é salubrinal a los pocillos control. Se
monitorizaron crecimiento y fluorescencia durante 2 dias a 30 °C en agitacion. La figura 7 muestra los resultados.

La cantidad de salubrinal afiadida a los pocillos (es decir, hasta llegar a una concentracion final de 100 uM por
pocillo) se basé en la cantidad usada normalmente en la bibliografia para conseguir un alivio del estrés del RE.

Ejemplo 2.4: Efecto del nuevo compuesto DGI-T2008A

Se precultivaron las células DGI-TAUP301 L en una mezcla de galactosa al 2% hasta que llegaron a la fase
exponencial temprana (DO=1-2). Se lavaron las células una vez con agua y a continuacion se resuspendieron a una
DO de 0,1 en medio selectivo que contenia galactosa al 2%, con el fin de activar completamente la expresion de la
TAU-P301L. Se dispensaron las células en placas de 96 pocillos y se afiadié el compuesto DGI-T2008A a los
pocillos deseados, hasta llegar a una concentracion final de 10 uM. En paralelo, no se afiadié DGI-T2008A a los
pocillos control. Se monitorizaron crecimiento y fluorescencia durante 2 dias a 30 °C en agitacion. La Figura 8
muestra los resultados.

El compuesto DGI-T2008A fue capaz de reducir la sefial del estrés del RE casi en un 50% a una concentracion de
10 uM (Figuras 8 y 9). Tal reduccién solo se consiguié mediante la utilizacion de una concentracion de salubrinal
diez veces superior (100 uM) (véase la Figura 9). La colina y el DMSO dieron como resultado tan solo una reduccion
del estrés del RE de 35% incluso cuando se utilizaron a una concentracion mucho mayor que la del compuesto
evaluado. Estos resultados ilustran la solidez de la presente invencion para el cribado de compuestos que alivian el
estrés del RE.

Generacion de lineas celulares estables de mamiferos que expresan la Tau de tipo natural y mutante y evaluacion
de la modulacién del estrés del RE por parte de los compuestos candidato

Se cultivaron células de neuroblastoma humano SH-SY5Y (ATCC) en DMEM suplementado con un 10% de suero
bovino fetal. Se subclonaron las secuencias codificantes de la Tau humana (tipo natural y mutantes) en el vector de
expresion de mamiferos pcDNA3, que se linearizé y utilizé para transfectar células SH-SY5Y. Después del cultivo en
medio selectivo G418, se obtuvieron lotes de células resistentes. La expresion de la proteina Tau y la determinacion
del peso molecular correcto se verificaron en cada lote mediante una transferencia de tipo Western utilizando un
anticuerpo policlonal contra Tau. La induccién del estrés del RE tras la expresion de Tau se verifico por la deteccion
de un aumento en la produccion de los marcadores proteicos del estrés del RE Bip y ATF4 mediante transferencia
de tipo Western. Como control, se generé un lote de células transfectadas con el vector vacio y se utilizé para todos
los experimentos posteriores. Para la validacion de los compuestos seleccionados tras el cribado con DGI-
TAUP301L, se incubaran células SH-SY5Y que expresen de manera estable Tau P301L en presencia y ausencia de
los compuestos candidato y se evaluara la modulacion del estrés del RE por el aumento/disminucién en el nivel
proteico de los marcadores del estrés del RE.

Ejemplo 2
Cepa de levadura y transformacion

En este estudio, se ha utilizado la cepa de levadura YO0000 (MATa; his3A1; leu2 AO; met15 A 0, ura3 AO) como
célula receptora de todos los constructos y para el aislamiento del ADN cromosémico de levadura. La transformacion
de las células de levadura se llevé a cabo de acuerdo con el método del acetato de litio (Gietz, D., A. St. Jean, R.A.
Woods y R.H. Schiestl. 1992, Nucleic Acids Res. 20:1425).

Construccion del plasmido indicador sensor del RE

Se amplificd por PCR un fragmento de 141 pb del promotor de levadura KAR2 (SEQ ID NO:1). El fragmento
amplificado abarca desde el nucledtido -136 hasta el + 5 (en referencia al sitio de iniciacion de la transcripcion +1) y
comprende un UPRE y dos secuencias TATA putativas. Los cebadores utilizados para la amplificacion por PCR
contenian sitios de restriccion en las extremidades, de modo que el fragmento de ADN amplificado se digirid y se
clono en el sitio de clonacion multiple del vector pGRU2, adyacente en direccién 5’ a la secuencia que codifica la
YEGFP (proteina fluorescente verde mejorada de levadura).

En la levadura Saccharomyces cerevisiae, la proteina Bip es el producto del gen KAR2. La induccién del estrés del
RE por cualquiera de las afecciones mencionadas anteriormente induce la produccién de Bip a través de la unién de
la proteina HAC1 al UPRE presente en el promotor del gen KAR2 y que actda en cis. La clonacién del UPRE de
KAR2 y el promotor basal que esta en direccién 5 respecto de la secuencia que codifica YEGFP permite la
produccién de una sefal de fluorescencia verde como una medida del estrés del RE.
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Generacion de la cepa de levadura indicadora del estrés del RE

La cepa Y00000 se transformé con el plasmido sensor del estrés del RE y la validacidon de este sensor se llevo a
cabo mediante el cultivo de la cepa transformada en presencia de tunicamicina. La induccién del estrés del RE se
cuantific6 mediante la medicion de la sefial de fluorescencia verde en comparacion con las mismas células
cultivadas en ausencia de tunicamicina. La cepa generada se denominé DISAGGREGATOR | (DGI).

Clonacion de los mutantes de TTR humana

Se amplificé por PCR un fragmento de 444 pb que contenia la region codificante del gen humano TTR (SEQ ID 2)
utilizando ADNc de células humanas HepG2 como molde. Los cebadores utilizados para la amplificacion por PCR
contenian sitios de restriccion en las extremidades de modo que el fragmento de ADN amplificado se digiri6 y clond
en el sitio de clonacién multiple de un vector episomal de levadura, bajo el control del promotor GAL1. Los mutantes
de TTR (V30M y L55P) se generaron por mutagénesis dirigida. Tras la transformacion de los constructos, la
expresion de los mutantes de TTR se indujo mediante el cultivo de las células en galactosa al 2%. La deteccién
especifica de la proteina TTR y la determinacion del peso molecular correcto se verificaron por transferencia de tipo
Western utilizando un anticuerpo policlonal contra TTR.

Generacion de la plataforma de levadura para la identificacion de moduladores del estrés del RE inducido por la
expresion de TTR mutante

Se utilizaron los plasmidos episomales que contenian secuencias de TTR de tipo natural y mutantes bajo el control
del promotor Gal1 para transformar la cepa de levadura indicadora del estrés del RE. La induccion del estrés del RE
tras la expresion de las isoformas de TTR se validdo mediante el cultivo de las células en galactosa al 2% vy la
determinacion del aumento de la sefial de fluorescencia verde.

Las cepas generadas se denominaron DISAGGREGATOR | — TTRWT (DGI-TTRWT), DISAGGREGATOR | —
TTRV30M (DGI-TTRV30M) y DISAGGREGATOR | — TTRL55P (DGI-TTRL55P).

Validacion del ensayo de cribado

El cribado se llevé a cabo utilizando la célula de levadura DGI-TTR V30M que expresaba la proteina mutante TTR
V30M bajo el control del promotor GAL1 y que contenia el plasmido indicador sensor del estrés del RE con GFP
como indicador, tal como se describe anteriormente en la seccién “Construccion del plasmido indicador sensor del
RE”. La expresion de TTR V30M da como resultado una respuesta citotoxica que desencadena el estrés del RE vy,
por tanto, la fluorescencia por parte del indicador. La sefial fluorescente resultante se normaliza respecto a la
densidad celular y la fluorescencia normalizada se usa como una medida directa del nivel de estrés del RE en las
células. Los compuestos activos, con el potencial de modular los efectos perjudiciales de la expresion de TTR V30M,
se identifican por su capacidad de disminuir la fluorescencia normalizada sin influenciar el crecimiento.

Se cultivaron células DGI-TTR V30M en medio minimo que contenia galactosa al 2% para expresar completamente
la proteina mutante, junto con el compuesto candidato a 10 uM. Todos los pasos de manipulacion de liquidos se
llevaron a cabo utilizando una estacion de trabajo automatica Janus (Perkin Elmer). Las placas se incubaron durante
2 dias a 30 °C en agitacion utilizando un incubador automatico Liconic STX40. Se monitorizaron crecimiento y
fluorescencia con el lector de microplacas Victor 3V (PE). Se cultivaron células en paralelo en las mismas
condiciones sin los compuestos candidato.

A partir de una coleccion de moléculas de bajo peso molecular, se descubrié que el compuesto DGI-TT2008A
reducia el estrés del RE inducido por la proteina mutante TTR V30M (Figura 10).

El compuesto DGI-TT2008A se mostré capaz de reducir la sefial del estrés del RE en casi un 25% a una
concentracion final de 10 uM. Estos resultados muestran la eficacia de la presente invencion para el cribado del
estrés del RE inducido por la proteina mutante TTR V30M. Ademas, estos resultados validan la versatilidad de la
invencion para diferentes proteinas mutantes.

Generacion de una linea celular estable de mamiferos que expresa TTR mutante y evaluacién de la modulacion de
estrés del RE por parte de los compuestos candidato

Se cultivaron células hepatociticas humanas HepG2 (ATCC) en RMPI 1640 suplementado con un 10% de suero
bovino fetal. Se subclonaron las secuencias codificantes de la TTR humana (de tipo natural y mutantes) en el vector
de expresién de mamiferos pcDNA3, que se linearizé y se utilizé para transfectar células HepG2. Después del
cultivo en medio selectivo G418, se obtuvieron lotes de células resistentes. La expresion de la proteina TTR y la
determinacion del peso molecular correcto se verificaron mediante transferencia de tipo Western utilizando un
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anticuerpo policlonal contra TTR. La induccién del estrés del RE tras la expresion de TTR se verificd por la deteccion
de un aumento en la produccion de los marcadores proteicos del estrés del RE Bip y ATF4 por transferencia de tipo
Western. Como control, se generé un lote de células transfectadas con el vector vacio y se utilizé para todos los
experimentos posteriores. Para la validacién de los compuestos seleccionados tras el cribado con DGI-TTRV30M, se
incubaran células HepG2 que expresen de manera estable TTR V30M en presencia y ausencia del compuesto
candidato y la modulacion del estrés del RE se evaluara por el aumento/disminucion en el nivel proteico de los
marcadores del estrés del RE.

Ejemplo 3
Cepa de levadura y transformacion

En este estudio se ha utilizado la cepa de levadura YO0000 (MATa; his3A1; leu2 AO; met15 A 0; ura3 AQO) como
célula receptora de todos los constructos y para el aislamiento del ADN cromosémico de levadura. La transformacion
de las células de levadura se llevé a cabo de acuerdo con el método del acetato de litio (Gietz, D., A. St. Jean, R.A.
Woods y R.H. Schiestl. 1992, Nucleic Acid Res. 20: 1425).

Construccién del plasmido indicador sensor del RE

Se amplificd por PCR un fragmento de 141 pb del promotor de levadura KAR2 (SEQ ID NO:1). El fragmento
amplificado abarca desde el nucledtido -136 hasta el +5 (en referencia al sitio de iniciacion de la transcripcion +1) y
comprende un UPRE y dos secuencias TATA putativas. Los cebadores utilizados para la amplificacion por PCR
contenian sitios de restriccion en las extremidades, de modo que el fragmento de ADN amplificado se digirié y clono
en el sitio de clonacion multiple del vector pGRUZ2, adyacente en direccion 5’ a la secuencia que codifica YEGFP
(proteina fluorescente verde mejorada de levadura).

En la levadura Saccharomyces cerevisiae la proteina Bip es el producto del gen KAR2. La induccion del estrés del
RE por cualquiera de las afecciones mencionadas anteriormente induce la produccién de Bip a través de la unién de
la proteina HAC1 al UPRE presente en el promotor del gen KAR2 y que actua en cis. La clonacién del UPRE de
KAR2 y el promotor basal que esta en direccién 5 respecto de la secuencia que codifica YEGFP permite la
produccién de una sefal de fluorescencia verde como una medida del estrés del RE.

Generacion de la cepa de levadura indicadora del estrés del RE

La cepa Y00000 se transformo con el plasmido sensor del estrés del RE y la validacion de este sensor se llevo a
cabo mediante el cultivo de la cepa transformada en presencia de tunicamicina. La induccion del estrés del RE se
cuantific6 mediante la medicion de la sefial de fluorescencia verde en comparaciéon con las mismas células
cultivadas en ausencia de tunicamicina. La cepa generada se denominé DISAGGREGATOR | (DGI).

Clonacion de los mutantes de CFTR humana

Se subcloné un fragmento de 4720 pb que contenia la region codificante del gen humano CFTR de tipo natural (SEQ
ID NO:4) del vector pNUT (Tabcharani JA, Chang XB, Riordan JR, Hanrahan JW. Nature. 1991; 352 (6336):628-31)
en el sitio de clonaciéon multiple de un vector episomal de levadura, bajo el control del promotor GAL1. Ademas, se
subclonaron cuatro mutantes de CFTR diferentes (AF508, G551D, R560T y A561E) del pNUT en el vector episomal
de levadura. Después de transformar los constructos, se indujo la expresion de las isoformas de CFTR mediante el
cultivo de las células en galactosa al 2%. La deteccion especifica de la proteina CFTR y la determinacién del peso
molecular correcto se verificaron por transferencia de tipo Western utilizando un anticuerpo contra CFTR.

Generacion de la plataforma de levadura para la identificacion de moduladores del estrés del RE inducido por la
expresion de CFTR mutante

Se utilizaron los plasmidos episomales que contenian las secuencias de tipo natural y mutantes de CFTR bajo el
control del promotor Gal1 para transformar la cepa de levadura indicadora del estrés del RE. La induccion del estrés
del RE tras la expresién de las proteinas CFTR se validé mediante el cultivo de las células en galactosa al 2% y la
determinacion del aumento de la sefial de fluorescencia verde.

Las cepas generadas se denominaron DISAGGREGATOR | — CFTRWT (DGI-CFTRWT), DISAGGREGATOR | —

CFTRAF508 (DGI-CFTRAF508), DISAGGREGATOR | — CFTRG551D (DGI-CFTRG551D), DISAGGREGATOR | —
CFTRR560T (DGI-CFTRR560T) y DISAGGREGATOR | — CFTRA561 E (DGI-CFTRAS561 E).

14



ES 2415729 T3

LISTADO DE SECUENCIAS
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<130> 5679 PCT

<140> P42481WO
<141> 2008-06-06

<150> GB 0710976.2
<151> 2007-06-07

<160>4
<170> Patentln version 3.3

<210> 1

<211> 141

<212> ADN

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 1

cccgaggaac tggacagegt gtcgaaaaag ttgetttttt atataaagga cacgaaaagg 60
gttctctgga agatataaat atggctatgt aattctaaag attaacgtgt tactgtttta 120
cttttttaaa gtccccaaga g 141
<210> 2
<211> 444

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 2

atggctrctc atcgtctget cctcctetge cttgotggac tggtatttgt gtctgagget 60
ggccctacgg gcaccggtga atccaagtgt cCtctgatgg tcaaagttct agatgotgre 120
cgaggcagtc Cctgocatcaa tgtggeegty catgtrgttca gaaaggetge tgatgacacc 180
tgggagccat ttécctctgg gaaaaccagt gagtctggag agctgcatgg getcacaact 240
gaggaggaat ttgtagaagg gatatacaaa grggaaatag acaccaaatc ttactggaag 300
gcacttggca tcrccccatt ccatgagcat gcagaggtgg tattcacagc caacgactcc 360
ggcccccgee gotacaccat tgecgeectg ctgagocect actcetatte caccacgget 420
gtcgtcacca atcccaagga atga : 444

<210>3

<211> 1152

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 3

atggctgagc ccegccagga gttcgaagtg atggaagatc acgctgggac gtacgggttg 60
ggggacagga aagatcaggg gggctacacc atgcaccaag accaagaggg tgacacggac 120
gctggcectga aagctgaaga agcaggcatt ggagacaccce ccagcctgga agacgaagcet 180
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gctggtcacg
gacaaaaaag
cctccaggcecc
ccaaagacac
agcccegget
cceaccegyg
gccaagagec
aagatcggct
aataagaagc
caégtcccgg
acctccaaot
gtaaaatctg
aatatcacce
cgcgagaacg
grgtctgggg
atggtagact
cagggtttgt

tgacccaage
ccaagggggc
agaagggcea
cacccagcete
ccecaggeac
agcccaagaa
geetgcagac
ccactgagaa
tggatcttag
gaggcggeag
gtggctcatt
agaagcttga
acgtecectog
ccaaagccaa
acacgtctcc
cgceccaget

ga

<210> 4

<211> 2460

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 4

atgcagaggt
agaccaattt
ccttetgttg
ctggcttcaa
trtatgeect
ttactgggaa
atttatctag
gccatttttg
tataagaaga
gttagtctcc
gtgtgoatcg
gcgtctgect
gggagaatga

cgectctgga
tgaggaaagg
attctgctga
agaaaaatcc
atggaatctt
gaatcatagc
gcataggctt
gcctteatca
cTttaaagcet
tttccaacaa
cteetttgea
tctgtggact
tgatgaagta
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tcgcatggtc
tgatggtaaa
ggccaacgec
tggtgaacct
teceggeage
ggtggcagtg
agcceecgtg
cctgaagcac
caacgtccag
tgtgcaaata
aggcaacatce
cttcaaggac
cggaggaaat
gacagaccac
acggcatcte

cgeccacgeta

aaaggccagc
atacagacag
caatctatct
taaactcatt
tttatattta
ttcctatgac
atgcctectc
cattggaatg
gtcaageccot
cctgaacaaa
agtggcactc
tggtttcctg
cagagatcag

agtaaaagca
acgaagatcg
accaggattc
ccaaaatcag
cgcteecgea
gtccgtactc
cccatgecag
<agccgggag
tccaagtgtg
gtctacaaac
catcataaac
agagtccagt
aaaaagattg
gg99gcggaga
agcaatgtct

gctgacgagg

gttgtctcca
cgcctggaat
gaaaaattgg
aatgcecttc
ggggaagtca
ccggataaca
trrattgtga
cagatgagaa
gttctagata
tttgatgaag
ctcatgggge
atagtccttg
agagcrygga

16

aagacgggac
ccacaccgeg
cagcaaaaac
gggatcgcag
cecegteect
cacccaagtc
acctgaagaa
gcgggaaggt
gctcaaagga
cagttgacct
caggaggtag
cgaagattgg
aaacccacaa
tcgtgtacaa
cctoccaccgg

tgrcrgecte

aactrrrert
tgtcagacat
aaagagaatg
ggcgatgrtt
ccaaagcagt
aggaggaacyg
ggacactgct
tagctatgtt
aaataagtat
gacttgcatt
taatctggga
cceterttca

agatcagtga

tggaagcgat
gagagcagec
ccegeceget
cggctacage
tccaacccca
geegtetrec
tgtcaagtcc
gcagataatt
taatatcaaa
gagcaaggtg
ccaggtggaa
gtccctggac
gctgacctte
gtcgecagtg
cagc;tcgac

cctggecaag

cagctggace
ataccaaatcg
ggatagagag
tttctggaga
acagcctetc
ctcratcgeg
cctacaccca
tagtttgatt
tggacaactt
ggcacattte
gttgttacag
ggctgggcta
aagacttgtg

240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
800
960
1020
1080
1140
1152

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780



attacctcag
atggaaaaaa
tatgtgagat
tctgtgettc
tcattctgca
tggtatgact
aagacattgg
tgggaggagg
acttctaatg
ctgaaégata
ggagcaggca
aaaattaage
accattaaag
atcaaagcat
cttggagaag
gcagtataca
ttaacagaaa
attttggtca
gaaggtagca
agctcaaaac
atcctaactg
gaaacaaaaa
attctcaatc
atgaatggca
gattctgage
crtcaggcac
caéaacattc

aacttgactg

aaatgattga
tgattgaaaa
acttcaatag
cctatgcact
ttgttcrgeg
ctcttggage
aatataactt
gatttgggga
gtgatgacag
ttaatttcaa
agacttcact
acagtggaag
aaaatatcat
gccaactaga
gtggaatcac
aagatgctga
aagaaatatt
cttctaaaat
gctattrtta
tcatgggatg
agaccttaca
aacaatctet
caatcaactc
tcgaagagga
agggagaggc
gaaggaggca
iccgﬁaagac

aactggatat
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aaatatccaa
Cttaagacaa
ctcagecttc
aatcaaagga
catggcggtc
aataaacaaa
aacgactaca
attatttgag
cctcticttc
gatagaaaga
tctaatggty
aatttcattc
ctrtggtgre
agaggacatc
actgagtgga
ttrgtattta
tgaaagctgt
ggaacattta
tgggacattt
tgatrctrte
ccgttteeca
taaacagact
tatacgaaaa
ttctgatgag
gatactgcct
gtctgtcctg
aacagcatcc

atattcaaga

tctgttaagg
acagaactga
ttcttctcag
atcatcctec
actcggeaat
atacaggatt
gaagtagtga
aaagcaaaac
agtaatttct
ggacagttgt
attatgggag
tgttctcagt
tcctatgatg
tccaagtttg
ggtcaacgag
ttagactcte
gtctgtaaac
aagaaagctg
tcagaactce
gaccaattta
ttagaaggag
ggagagtttg
ttttccattg
ccttragaga
cgcatcageg
aacctgatga
acacgaaaag

aggtratcte
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catactgctg
aactgactcg
ggrrctrrgt
ggaaaatatt
ttccctggge
fcttacaaaa
tggagaatgt
aaaacaataa
cacttcttgg
tggcggrtge
aactggagec
ttrcctggat
aatatagata
cagagaaaga
caagaatttc
ctttfggata
tgatggctaa
acaaaatatt
aaaatctaca
gtgcagaaag
atgctcctgt
gggaaaaaag
tgcaaaagac
gaaggcgtc
tgatcageac
cacactcagt
tgtcactggce

aagaaactgg

ggaagaageca
gaaggcagec
ggtgttttta
caccaccate
tgtacaaaca
gcaagaatat
aacagcctte
caatagaaaa
tactcctgte
tggatccact
ttcagagggt
tatgectgge
cagaagcgte
caatatagtt
tttagcaaga
cctagatgtt
caaaactagg
aattttgeat
gccagacttt
aagaaattca
ctcctggaca
gaagaattct
tcccttacaa
cttagtacca
tggccccacg
taaccaaggt
ccectcaggea

cttggaaata

840
900
960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460
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REIVINDICACIONES

1. Una célula de levadura que comprende un elemento sensor del estrés del reticulo endoplasmatico (RE)
ligado operablemente a un elemento indicador y que comprende un gen exdgeno que codifica una proteina que
induce el estrés del RE, donde el elemento sensor del estrés del RE es una secuencia de ADN del elemento de
respuesta a la proteina desplegada KAR2.

2. La célula tal como se reivindica en la reivindicaciéon 1, donde el gen exdégeno codifica un péptidg3Ael
factor natriurético atrial, regulador transmembrana de la fibrosis quistica (CFTR), receptor insulinico, Presenilina 1
(PS1), transtiretina incluidos mas de 45 mutantes, enteros o fragmentos, apolipoproteina Al, superéxido dismutasa 1
(SOD1), receptor de lipoproteinas de baja densidad (LDLR), gelsolina, tau incluido el tipo natural o el mutante, B-
galactosidasa, (2-microglobulina, L2-microglobulina, cistatina ¢, lisozima, cadena a-A del fibrindgeno,
apolipoproteina Al, apolipoproteina All, FAH, huntingtina (Htt), cadena ligera de la inmunoglobulina, insulina,
calcitonina, a-sinucleina incluido el tipo natural o el mutante, parkina, proteina proteolipidica 1 (PLP1), cadenas
ligeras de Ig incluida la cadena entera o fragmentos, amiloide sérico A incluido el amiloide entero o un fragmento de
76 residuos, hemoglobina, receptor androgénico, ataxinas, proteina pridnica (PrP), proteina precursora del amiloide
(APP), amilina, PERK, WFS1 o alfa 1-antitripsina (AIAT).

3. La célula de la reivindicacién 1 o reivindicacion 2, donde la secuencia de ADN del elemento de respuesta a
la proteina desplegada KAR2 es la secuencia de acido nucleico expuesta en la SEQ ID NO:1.

4. Un método para cribar un agente candidato por su habilidad para modular el estrés del RE que comprende
los siguientes pasos:

a) poner en contacto una célula tal como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 1-3 con un agente
candidato y

b) determinar el efecto del agente candidato en el nivel de expresion del elemento indicador.

5. Un método para producir una célula tal como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 1-3 que

comprende la introduccién de una secuencia nucleotidica que codifica un elemento sensor del estrés del RE, una
secuencia nucleotidica que codifica un elemento indicador y una secuencia nucleotidica que codifica un gen
exdgeno en una célula.
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SEQID 1 (141bp)
CCCGAGGAACTGGACAGCGTGTCGAAAAAGTTGCTTTTTTATATAAAGGA
CACGAAAAGGGTTCTCTGGAAGATATAAATATGGCTATGTAATTCTAAAG
ATTAACGTGTTACTGTTTTACTTTTTTAAAGTCCCCAAGAG

FIG. 1

SEQ ID 2 (444 bp) NM_000371
ATGGCTTCTCATCGTCTGCTCCTCCTCTGCCTTGCTGGACTGGTATTTGTG
TCTGAGGCTGGCCCTACGGGCACCGGTGAATCCAAGTGTCCTCTGATGGT
CAAAGTTCTAGATGCTGTCCGAGGCAGTCCTGCCATCAATGTGGCCGTGC
ATGTGTTCAGAAAGGCTGCTGATGACACCTGGGAGCCATTTGCCTCTGGG
AAAACCAGTGAGTCTGGAGAGCTGCATGGGCTCACAACTGAGGAGGAAT
TTGTAGAAGGGATATACAAAGTGGAAATAGACACCAAATCTTACTGGAA
GGCACTTGGCATCTCCCCATTCCATGAGCATGCAGAGGTGGTATTCACAG
CCAACGACTCCGGCCCCCGCCGCTACACCATTGCCGCCCTGCTGAGCCCC
TACTCCTATTCCACCACGGCTGTCGTCACCAATCCCAAGGAATGA

FIG.2
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SEQ ID 3 (1152 bp) NM_016843
ATGGCTGAGCCCCGCCAGGAGTTCGAAGTGATGGAAGATCACGCTGGGAC
GTACGGGTTGGGGGACAGGAAAGATCAGGGGGGCTACACCATGCACCAA
GACCAAGAGGGTGACACGGACGCTGGCCTGAAAGCTGAAGAAGCAGGCA
TTGGAGACACCCCCAGCCTGGAAGACGAAGCTGCTGGTCACGTGACCCAA
GCTCGCATGGTCAGTAAAAGCAAAGACGGGACTGGAAGCGATGACAAAA
AAGCCAAGGGGGCTGATGGTAAAACGAAGATCGCCACACCGCGGGGAGC
AGCCCCTCCAGGCCAGAAGGGCCAGGCCAACGCCACCAGGATTCCAGCA
AAAACCCCGCCCGCTCCAAAGACACCACCCAGCTCTGGTGAACCTCCAAA
ATCAGGGGATCGCAGCGGCTACAGCAGCCCCGGCTCCCCAGGCACTCCCG
GCAGCCGCTCCCGCACCCCGTCCCTTCCAACCCCACCCACCCGGGAGCCC
AAGAAGGTGGCAGTGGTCCGTACTCCACCCAAGTCGCCGTCTTCCGCCAA
GAGCCGCCTGCAGACAGCCCCCGTGCCCATGCCAGACCTGAAGAATGTCA
AGTCCAAGATCGGCTCCACTGAGAACCTGAAGCACCAGCCGGGAGGCGG
GAAGGTGCAGATAATTAATAAGAAGCTGGATCTTAGCAACGTCCAGTCCA
AGTGTGGCTCAAAGGATAATATCAAACACGTCCCGGGAGGCGGCAGTGTG
CAAATAGTCTACAAACCAGTTGACCTGAGCAAGGTGACCTCCAAGTGTGG
CTCATTAGGCAACATCCATCATAAACCAGGAGGTGGCCAGGTGGAAGTAA
AATCTGAGAAGCTTGACTTCAAGGACAGAGTCCAGTCGAAGATTGGGTCC
CTGGACAATATCACCCACGTCCCTGGCGGAGGAAATAAAAAGATTGAAAC
CCACAAGCTGACCTTCCGCGAGAACGCCAAAGCCAAGACAGACCACGGG
GCGGAGATCGTGTACAAGTCGCCAGTGGTGTCTGGGGACACGTCTCCACG
GCATCTCAGCAATGTCTCCTCCACCGGCAGCATCGACATGGTAGACTCGC
CCCAGCTCGCCACGCTAGCTGACGAGGTGTCTGCCTCCCTGGCCAAGCAG
GGTTTGTGA

FIG.3
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SEQ ID 4 (4443 bp) NM_000492
ATGCAGAGGTCGCCTCTGGAAAAGGCCAGCGTTGTCTCCAAACTTTTTTT
CAGCTGGACCAGACCAATTTTGAGGAAAGGATACAGACAGCGCCTGGAA
TTGTCAGACATATACCAAATCCCTTCTGTTGATTCTGCTGACAATCTATCT
GAAAAATTGGAAAGAGAATGGGATAGAGAGCTGGCTTCAAAGAAAAATC
CTAAACTCATTAATGCCCTTCGGCGATGTTTTTITCTGGAGATTTATGTTCT
ATGGAATCTTTTTATATTTAGGGGAAGTCACCAAAGCAGTACAGCCTCTC
TTACTGGGAAGAATCATAGCTTCCTATGACCCGGATAACAAGGAGGAAC
GCTCTATCGCGATTTATCTAGGCATAGGCTTATGCCTTCTCTTITATTGTGA
GGACACTGCTCCTACACCCAGCCATTTTTGGCCTTCATCACATTGGAATG
CAGATGAGAATAGCTATGTTTAGTTTGATTTATAAGAAGACTTTAAAGCT
GTCAAGCCGTGTTICTAGATAAAATAAGTATTGGACAACTTGTTAGTCTCC
TTTCCAACAACCTGAACAAATTTGATGAAGGACTTGCATTGGCACATTTC
GTGTGGATCGCTCCTTTGCAAGTGGCACTCCTCATGGGGCTAATCTGGGA
GTTGTTACAGGCGTCTGCCTTCTGTGGACTTGGTTTCCTGATAGTCCTTGC
CCTTTITCAGGCTGGGCTAGGGAGAATGATCGATGAAGTACAGAGATCAG
AGAGCTGGGAAGATCAGTGAAAGACTTGTGATTACCTCAGAAATGATTG
AAAATATCCAATCTGTTAAGGCATACTGCTGGGAAGAAGCAATGGAAAA
AATGATTGAAAACTTAAGACAAACAGAACTGAAACTGACTCGGAAGGCA
GCCTATGTGAGATACTTCAATAGCTCAGCCTTCTTCTTCTCAGGGTTCTTIT
GTGGTGTTTTTATCTGTGCTTCCCTATGCACTAATCAAAGGAATCATCCTC
CGGAAAATATTCACCACCATCTCATTCTGCATTGTTCTGCGCATGGCGGT
CACTCGGCAATTTCCCTGGGCTGTACAAACATGGTATGACTCTCTTGGAG
CAATAAACAAAATACAGGATTTCTTACAAAAGCAAGAATATAAGACATT
GGAATATAACTTAACGACTACAGAAGTAGTGATGGAGAATGTAACAGCC
TTCTGGGAGGAGGGATTTGGGGAATTATTTGAGAAAGCAAAACAAAACA
ATAACAATAGAAAAACTTCTAATGGTGATGACAGCCTCTICTTCAGTAAT
TTCTCACTTCTTGGTACTCCTGTCCTGAAAGATATTAATTTCAAGATAGAA
AGAGGACAGTTGTTGGCGGTTGCTGGATCCACTGGAGCAGGCAAGACTT
CACTTCTAATGGTGATTATGGGAGAACTGGAGCCTTCAGAGGGTAAAATT
AAGCACAGTGGAAGAATTTCATTCTGTTCTCAGTTTTCCTGGATTATGCCT
GGCACCATTAAAGAAAATATCATCTITGGTGTTTCCTATGATGAATATAG
ATACAGAAGCGTCATCAAAGCATGCCAACTAGAAGAGGACATCTCCAAG
TTTGCAGAGAAAGACAATATAGTTCTTGGAGAAGGTGGAATCACACTGA
GTGGAGGTCAACGAGCAAGAATTTCTTTAGCAAGAGCAGTATACAAAGA
TGCTGATTTGTATITATTAGACTCTCCTTTTGGATACCTAGATGTTTTAAC
AGAAAAAGAAATATTTGAAAGCTGTGTCTGTAAACTGATGGCTAACAAA
ACTAGGATTTTGGTCACTTCTAAAATGGAACATTTAAAGAAAGCTGACAA
AATATTAATTTTGCATGAAGGTAGCAGCTATTTTTATGGGACATTTTCAG
AACTCCAAAATCTACAGCCAGACTTTAGCTCAAAACTCATGGGATGTGAT
TCTTTCGACCAATTTAGTGCAGAAAGAAGAAATTCAATCCTAACTGAGAC
CTTACACCGTTTCTCATTAGAAGGAGATGCTCCTGTCTCCTGGACAGAAA
CAAAAAAACAATCTTTTAAACAGACTGGAGAGTTTGGGGAAAAAAGGAA
GAATTCTATTCTCAATCCAATCAACTCTATACGAAAATTTTCCATTGTGCA
AAAGACTCCCTTACAAATGAATGGCATCGAAGAGGATTCTGATGAGCCTT
TAGAGAGAAGGCTGTCCTTAGTACCAGATTCTGAGCAGGGAGAGGCGAT
ACTGCCTCGCATCAGCGTGATCAGCACTGGCCCCACGCTTCAGGCACGAA
GGAGGCAGTCTGTCCTGAACCTGATGACACACTCAGTTAACCAAGGTCAG
AACATTCACCGAAAGACAACAGCATCCACACGAAAAGTGTCACTGGCCC
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CTCAGGCAAACTTGACTGAACTGGATATATATTCAAGAAGGTTATCTCAA
GAAACTGGCTTGGAAATAAGTGAAGAAATTAACGAAGAAGACTTAAAGG
AGTGCTTTTTTGATGATATGGAGAGCATACCAGCAGTGACTACATGGAAC
ACATACCTTCGATATATTACTGTCCACAAGAGCTTAATTTTTGTGCTAATT
TGGTGCTTAGTAATTTTTCTGGCAGAGGTGGCTGCTTCTTTGGTIGTGCTG
TGGCTCCTTGGAAACACTCCTCTTCAAGACAAAGGGAATAGTACTCATAG
TAGAAATAACAGCTATGCAGTGATTATCACCAGCACCAGTTCGTATTATG
TGTTTTACATTTACGTGGGAGTAGCCGACACTTTGCTTGCTATGGGATTCT
TCAGAGGTCTACCACTGGTGCATACTCTAATCACAGTGTCGAAAATTTTA
CACCACAAAATGTTACATTCTGTTCTTCAAGCACCTATGTCAACCCTCAA
CACGTTGAAAGCAGGTGGGATTCTTAATAGATTCTCCAAAGATATAGCAA
TTTTGGATGACCTTCTGCCTCTTACCATATTTGACTTCATCCAGTTGTTATT
AATTGTGATTGGAGCTATAGCAGTTGTCGCAGTTTTACAACCCTACATCTT
TGTTGCAACAGTGCCAGTGATAGTGGCTTTTATTATGTTGAGAGCATATTT
CCTCCAAACCTCACAGCAACTCAAACAACTGGAATCTGAAGGCAGGAGT
CCAATTTTCACTCATCTTGTTACAAGCTTAAAAGGACTATGGACACTTCGT
GCCTTCGGACGGCAGCCTTACTTTGAAACTCTGTTCCACAAAGCTCTGAA
TTTACATACTGCCAACTGGTTCTTGTACCTGTCAACACTGCGCTGGTTCCA
AATGAGAATAGAAATGATTTTTGTCATCTTCTTCATTGCTGTTACCTTCAT
TTCCATTTTAACAACAGGAGAAGGAGAAGGAAGAGTTGGTATTATCCTG
ACTTTAGCCATGAATATCATGAGTACATTGCAGTGGGCTGTAAACTCCAG
CATAGATGTGGATAGCTTGATGCGATCTGTGAGCCGAGTCTTTAAGTTCA
TTGACATGCCAACAGAAGGTAAACCTACCAAGTCAACCAAACCATACAA
GAATGGCCAACTCT CGAAAGTTATGA’ITA'ITGAGAATTCACACGTGAAGA
'AAGATGACATCTGGCCCTCAGGGGGCCAAATGACTGTCAAAGATCTCAC
AGCAAAATACACAGAAGGTGGAAATGCCATATTAGAGAACATTTCCTTCT
CAATAAGTCCTGGCCAGAGGGTGGGCCTCTTGGGAAGAACTGGATCAGG
GAAGAGTACTTTGTTATCAGCTTTTTTGAGACTACTGAACACTGAAGGAG
AAATCCAGATCGATGGTGTGTCTTGGGATTCAATAACTTTGCAACAGTGG
AGGAAAGCCTTTGGAGTGATACCACAGAAAGTATTTATTTITTCTGGAAC
ATTTAGAAAAAACTTGGATCCCTATGAACAGTGGAGTGATCAAGAAATA
TGGAAAGTTGCAGATGAGGTTGGGCTCAGATCTGTGATAGAACAGTTTCC
TGGGAAGCTTGACTTTGTCCTTGTGGATGGGGGCTGTGTCCTAAGCCATG
GCCACAAGCAGTTGATGTGCTTGGCTAGATCTGTTCTCAGTAAGGCGAAG
ATCTTGCTGCTTGATGAACCCAGTGCTCATTTGGATCCAGTAACATACCA
AATAATTAGAAGAACTCTAAAACAAGCATTTGCTGATTGCACAGTAATTC
TCTGTGAACACAGGATAGAAGCAATGCTGGAATGCCAACAATTTTTGGTC
ATAGAAGAGAACAAAGTGCGGCAGTACGATTCCATCCAGAAACTGCTGA
ACGAGAGGAGCCTCTTCCGGCAAGCCATCAGCCCCTCCGACAGGGTGAA
GCTCTTTCCCCACCGGAACTCAAGCAAGTGCAAGTCTAAGCCCCAGATTG
CTGCTCTGAAAGAGGAGACAGAAGAAGAGGTGCAAGATACAAGGCTTTA
G

FIG4
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Fluorescencia normalizada

Fluorescencia normalizada
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