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DESCRIPCION
Sistema de ensayo para proteinas transportadoras

La invencion proporciona una nueva preparacion de membranas de células de insectos cargadas con colesterol que
tiene un mayor nivel de colesterol en comparacion con los niveles de colesterol fisiolégicos de las membranas de
células de insectos o preparaciones de membranas de células de insectos de control sin carga de colesterol, en
donde dicha preparacion de membranas cargadas con colesterol comprende una proteina transportadora ABC que
tiene una mayor actividad de transporte de sustrato debido al mayor nivel de colesterol de la membrana. La inven-
cion se refiere también a kits de reactivos que comprenden las preparaciones de la invencién. La invencion se refiere
también a métodos para la fabricacién de dicha preparacién y a métodos para medir cualquier tipo de actividad de
los transportadores ABC presentes en las membranas cargadas con colesterol, a métodos para estudiar o analizar
compuestos y la interaccion de los compuestos y los transportadores ABC en este sistema de ensayo, asi como a
métodos para aumentar la actividad de transporte de sustrato de los transportadores ABC aumentando el nivel de
colesterol de las membranas. La invencién proporciona también un sistema de ensayo Util para analizar si las protei-
nas transportadoras ABC pueden ser activadas por colesterol en una membrana de células de insectos.

Técnica anterior
Proteinas transportadoras ABC

Las proteinas de la superfamilia de transportadores casete de unién a ATP (abreviadamente ABC, por la expresion
inglesa ATP binding cassette) forman la mayor familia de proteinas transmembranicas. La mayor parte de ellas son
proteinas transportadoras que utilizan la energia de hidrélisis de ATP para bombear sustratos a través de membra-
nas intra- y extra-celulares. El transporte en la mayoria de los casos es unidireccional; los eucariotas efluyen gene-
ralmente sustratos desde el citoplasma hasta la matriz extracelular. La familia de transportadores incluye muchos
miembros (actualmente se conocen 49 proteinas ABC humanas) que se clasificaron después de un andlisis filogené-
tico en 7 subfamilias (desde ABCA-ABCG) [Dean, M, Rzetsky, A és Allikmets R., "The Human ATP-Binding Cassette
(ABC) Transporter Superfamily”, Genome Res. 2001 11, 1156-1166]. Los transportadores ABC desempefian un
papel fundamental en el mantenimiento de la salud y el funcionamiento del cuerpo. Su deficiencia o mal funciona-
miento pueden conducir a enfermedades, como las enfermedades hereditarias. La investigacién que se centra en su
papel fisiolégico se encuentra todavia en una etapa relativamente temprana.

Dentro de la superfamilia de transportadores ABC, varios transportadores actian como un transportador resistente a
multifArmacos. Los transportadores resistentes a multifarmacos son proteinas transportadoras capaces de extruir
desde la célula por transporte activo una variedad de compuestos xenobiéticos, incluyendo los farmacos. En muchos
casos el aumento de su actividad puede conducir a la resistencia frente a la terapia con farmacos. Se ha demostrado
que varios miembros de la familia de transportadores, por ejemplo, MDR1, MRP1 y ABCG2 (MXR/BCRP) desempe-
flan un papel en el desarrollo de la resistencia a farmacos. Los transportadores influyen significativamente en la
cinética de absorcién de los farmacos, incluso sin sobreexpresion ni amplificacion de la actividad. Como varios far-
macos son sustratos de un transportador multifarmacos, durante el desarrollo de los farmacos es de importancia
crucial excluir del circulo de moléculas candidatas al farmaco potencial las que pueden ser sustratos de dichos
transportadores, ya en una fase temprana (ADME tempranas, siendo ADME un acronimo de "Absorcion, Distribu-
cion, Metabolismo, Excrecion").

Ensayos para el estudio de los transportadores de membranas

Los transportadores de membranas se estudian habitualmente en ensayos celulares 0 a base de membranas. Para
los ensayos de membranas los transportadores de interés se sobreexpresan en sistemas celulares y después de la
expresion de los transportadores, se aislan de estas células preparaciones de membranas. Para la expresion de las
proteinas se aplican con frecuencia sistemas de expresion basados en células de insectos, como el sistema de in-
sectos-Baculovirus. Las células de insectos proceden frecuentemente de las células de ovario de la polilla, Spodop-
tera frugiperda: un ejemplo son las células Sf9.

Por lo tanto, los métodos para la investigacion de los transportadores ABC son particularmente importantes; para
este fin se aplican usualmente ensayos de membranas. Solvo, la firma solicitante es también distribuidora de varios
ensayos de membranas que son adecuados para estudiar las interacciones entre los transportadores y los farmacos
candidatos o principales. Solvo ha desarrollado un ensayo de membranas utilizando membranas procedentes de
células de mamiferos que expresan ABCG2 (MXR-M).

La actividad del transporte se suele medir: i) bien por la tasa de consumo de ATP, ii) 0 se monitoriza el transporte de
sustratos marcados. En los ensayos de ATPasa (i) el transporte en si no se mide directamente, sino por medio de la
estimulacion por el sustrato de la actividad de ATPasa, debido a que los sustratos transportados mejoran la actividad
de la ATPasa por lo que se denominan también activadores. Entre ensayos de transporte (ii) la determinacion del
transporte vesicular es particularmente importante en el estudio de los transportadores. En este ensayo se utilizan
vesiculas inversas de membranas celulares de insectos; y el sustrato es transportado a la vesicula, donde se
acumula y se puede detectar.
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Es de importancia fundamental que los modelos in vitro imiten estrechamente el fenotipo fisiologico.

Las membranas preparadas a partir de sistemas de expresion de seres humanos u otros mamiferos han sido am-
pliamente utilizadas en el campo de los transportadores ABC. Desgraciadamente, estos sistemas de expresion pro-
porcionan generalmente niveles de expresion significativamente menores que son insuficientes para medir la activi-
dad de ATPasa del transportador. Por otra parte, mientras que el transportador que se va a ensayar debe ser sobre-
expresado, otros transportadores expresados por la célula hospedante de mamifero pueden contribuir a un fondo o
dar como resultado un efecto perturbador, en particular, si se solapan las especificidades del sustrato de las protei-
nas transportadoras.

Sistemas de expresion de células de insectos mas robustos proporcionan por lo general mayores tasas de expresion
y tienen la clara ventaja de estar libres de otros transportadores, por lo tanto se puede estudiar uno y sélo un tipo de
proteina transportadora. Los ensayos basados en preparaciones de membranas de células de insectos son particu-
larmente preferidos por ser estables, fiables, faciles de manipular y se ofrecen con frecuencia varios formatos de
ensayo (ATPasa estimulada por sustratos, transporte vesicular y/u oclusion de nucleétidos).

Sin embargo, ensayos basados en preparaciones de células de insectos y en membranas de células de insectos,
eficaces y convenientes por otra parte, muestran ciertas diferencias perturbadoras en comparacion con los ensayos
basados en células de mamiferos, lo que cuestiona su valor como un sistema de ensayos Util y relevante en el desa-
rrollo de farmacos.

Esta documentado que para ciertos transportadores ABC, por ejemplo, en el caso de MDR1 (ABCB1) asi como de
ABCG2, una alta actividad de ATPasa basal hace menos sensibles los ensayos de ATPasa estimulada por sustra-
tos. Se ha sugerido que la actividad de ATPasa basal, medida en ausencia de sustratos afiadidos, puede ser debida
a la activacion por sustratos endégenos, o puede reflejar una actividad de ATPasa parcialmente desacoplada del
transportador [M.M. Gottesman, T. Fojo, S.E. Bates, Multidrug resistance in cancer: role of ATP-dependent transpor-
ters, Nat Rev Cancer 2 (2002) 48-58; G. Szakacs, J.K. Paterson, J.A. Ludwig, C. Booth-Genthe, M.M. Gottesman,
Targeting multidrug resistance in cancer, Nat Rev Drug Discov 5 (2006) 219-234].

Se observé una diferencia sorprendentemente grande en la actividad de los transportadores y en la sensibilidad para
diferentes sustratos (sulfasalazina, topotecan, prazosina, mitoxantrona y metotrexato) entre los ensayos basados en
membranas de células de insectos o de mamiferos. Se observaron una actividad moderada y una disminucion de la
sensibilidad al sustrato para activadores/sustratos para diversos transportadores expresados en membranas de Sf9.
Para ciertos sustratos, el transportador no mostré actividad cuando se midié con vesiculas procedentes de células
de insectos.

Por ejemplo, en el caso del transportador ABCG2 de tipo natural (tn), a pesar de una actividad de ATPasa basal
pronunciada, la estimulacion por el farmaco sustrato en las membranas de las células Sf9 era relativamente peque-
fla. En contraste, en membranas aisladas de células de mamiferos, la actividad de ABCG2-ATPasa podria ser esti-
mulada significativamente por diversos farmacos sustratos. También estd documentado que la actividad de ATPasa
de la proteina ABCG2 de tipo natural no podria ser estimulada por la prazosina, un sustrato de ABCG2 conocido,
cuando se expresa en membranas de células de insectos [Ishikawa, T., Kasamatsu, S., Hagiwara, Y., Mitomo, H.,
Kato, R. and Sumino, Y. (2003) Expression and functional characterization of human ABC transporter ABCG2 va-
riants in insect cells. Drug Metab Pharmacokinet 18: 194-202; Ozvegy, C., Litman, T., Szakacs, G., Nagy, Z., Bates,
S., Varadi, A. and Sarkadi, B. (2001) Functional characterization of the human multidrug transporter, ABCG2, ex-
pressed in insect cells. Biochem Biophys Res Commun 285: 111-117].

Puesto que las proteinas de membrana, cuando se expresan en células Sf9 son subglicosiladas, se supuso que la
pérdida de la glicosilacion puede dar como resultado estas alteraciones de la actividad de ABCG2-ATPasa. Con
respecto a ABCG2 se ha demostrado que la glicosilacién no tiene ningun efecto sobre su actividad, procesamiento o
localizacién en la membrana [K. Mohrmann, M.A. van Eijndhoven, A.H. Schinkel, J.H. Schellens, Absence of N-
linked glycosylation does not affect plasma membrane localization of breast cancer resistance protein
(BCRP/ABCG2), Cancer Chemother Pharmacol 56 (2005) 344-350; N.K. Diop, C.A. Hrycyna, N-Linked glycosylation
of the human ABC transporter ABCG2 on asparagine 596 is not essential for expression, transport activity, or traffic-
king to the plasma membrane, Biochemistry 44 (2005) 5420-5429].

Hasta el momento no se han realizado estudios directos para comparar las caracteristicas bioquimicas de los trans-
portadores expresados en sistemas de Sf9 y humanos.

Por lo tanto, existe la necesidad permanente en la técnica de ensayos de transportadores ABC basados en células
de insectos y en particular basados en preparaciones de membranas de células de insectos que tengan mejor rele-
vancia fisiolégica y/o mejor eficacia.

Los inventores aplicaron una nueva propuesta cuando trataron de cargar membranas de células de insectos con
colesterol.

Interaccidn del colesterol con los transportadores ABC
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En cuanto a la interaccion del colesterol con los transportadores ABC especificos, se ha sugerido anteriormente que
MDR1 (ABCB1, P-glicoproteina o P-gp) se encuentra en el dominio de balsa/caveola y su actividad bajo ciertas
condiciones depende del colesterol y se ha mostrado que este proceso es paralelo a la desaparicion y aparicion de
caveolina-1 en fracciones de membrana agotadas y repletas, respectivamente [Troost J, Lindenmaier H, Haefeli WE,
Weiss J. "Modulation of cellular cholesterol alters P-glycoprotein activity in multidrug-resistant cells" Mol Pharmacol.
2004 Nov; 66(5):1332-9]. Aparentemente en la técnica anterior, nada sugeria, a nuestro conocimiento, que el efecto
del colesterol se produciria en preparaciones de membranas de células de insectos, cuya composicion de membra-
na es diferente.

En relacién con este fendmeno, Kamau SW y colaboradores (In Vitro Cell Dev Biol Anim, 2005 41(7) 207-16) han
encontrado que el agotamiento de colesterol influye sobre la composicion del lipido de membrana, modula la locali-
zacion de P-gp y provoca su pérdida de funcién. La cantidad de P-gp en la membrana disminuyé como resultado del
agotamiento de colesterol y se trasladé de la fraccion de "balsa" a la fraccion que tiene mayor densidad.

En la solicitud de patente de EE.UU. 6855812, Hanscom y colaboradores describen procedimientos basados en la
P-glicoproteina. Aunque eran conscientes de que el colesterol influia sobre la expresion de los transportadores ABC
especificos, no obstante no sugirieron ninguna diferencia en sus actividades y guardaron silencio sobre la aplicacién
de colesterol para aumentar la actividad de los transportadores ABC o la eficiencia de los ensayos de membranas.

De hecho, MDRL1 es el transportador ABC en el que el efecto del colesterol sobre la actividad del transportador ha
sido investigado de una manera mas detallada y se ha encontrado que un aumento del nivel de colesterol daba
como resultado un aumento de la actividad de ATPasa basal y que la actividad de ATPasa no estimulada por sustra-
to disminuiria la sensibilidad de un ensayo de transporte de sustrato [Garrigues, A., Escargueil, A.E. and Orlowski, S.
(2002) The multidrug transporter, P-glycoprotein, actively mediates cholesterol redistribution in the cell membrane.
Proc Natl Acad Sci USA. 99: 10347-10352]. Se ha sugerido que el colesterol es un sustrato de ABCB1, una conclu-
sion cuestionada Ultimamente [Le Goff, W., Settle, M., Greene, D.J., Morton, R.E. and Smith, J.D. (2006) Reevalua-
tion of the role of the multidrug-resistant P-glycoprotein in cellular cholesterol homeostasis. J Lipid Res 47: 51-58].

Szakacs, Gergely et al. [Szakacs G., Langmann T., Ozvegy Cs., Orsé E., Schmitz G., Varadi A. and Sarkadi B.
(2001) "Characterization of the ATPase Cycle of Human ABCAL: Implications for Its Function as a Regulator Rather
Than an Active Transporter" BBRC 288, 1258-1264] no han detectado ninguna actividad de ATPasa significativa en
las membranas de Sf9 que contenian ABCAL. Los inventores también observaron que "no habia ninglin cambio en
la actividad de ATPasa cuando se afiadieron colesterol (10-100 pg/mL), liposomas de diversas mezclas de coleste-
rol-lipidos (suspensiones de 1 mg/mL de liposomas...) a las membranas aisladas que contenian ABCAL. Por lo tan-
to, las preparaciones de membranas de células de insectos de este documento no muestran un aumento en la acti-
vidad de transporte de sustrato.

Se ha propuesto también para otros transportadores, que estan localizados al menos parcialmente en sistemas de
balsa/caveola. Yunomae y colaboradores sugirieron que el efecto inhibidor de dimetil-beta-ciclodextrina sobre la
funcién de P-gp y de MRP2 podria ser atribuido a la liberacién de estos transportadores de las membranas apicales
al medio como efectos secundarios por el agotamiento de colesterol en las caveolas mientras que no se producia
ningun efecto sobre los niveles de mRNA. Por lo tanto, no se observd ningun efecto directo del colesterol sobre la
actividad [Yunomae K, Arima H, Hirayama F, Uekama K. Involvement of cholesterol in the inhibitory effect of dimet-
hyl-betacyclodextrin on P-glycoprotein glycoprotein and MRP2 function in Caco-2 cells. FEBS Lett. 2003 Feb 11;
536(1-3):225-31].

Entre los otros transportadores de membrana se investigé principalmente el transportador de colesterol ABCAL co-
nocido (ABC1). Feng, Bo y Tabas, Ira (J. Biol. Chem. 2002 277(48) 43271-43280) han descrito que el eflujo de co-
lesterol y fosfolipidos mediado por ABCA1 era inducido inicialmente en macréfagos cargados con colesterol, sin
embargo, es inhibido mas tarde con la acumulacién de colesterol libre (no esterificado) (cuyo proceso va en paralelo
con la progresién de las lesiones ateroscleréticas) y también disminuye el nivel de proteina ABCA1.

Diversas solicitudes de patentes [por ejemplo WO 00/18912 (Schmitz G and Klucken J.), la patente de EE.UU.
2004/0096851 (Wang N. et al.), la patente de EE.UU. 6617122 (Hayden M.R. et al.)] describen el efecto del coleste-
rol sobre la expresion de diferentes transportadores ABC. Segun nuestro conocimiento, sin embargo, ninguna de
estas patentes describe ni incluso menciona que el colesterol propiamente dicho mejoraria la actividad de transporte.

En la patente de EE.UU. 2004/0185456, los autores (Denefle P. y co.) en el ejemplo 17 de la descripcion se descri-
ben ensayos para la identificacion de agonistas y antagonistas de la proteina ABC1. Se aplican vesiculas que con-
tienen los sustratos de la proteina (por ejemplo, colesterol y fosfolipido). Sin embargo, no se hacen indicaciones
sobre el efecto de los sustratos antes mencionados sobre la actividad de ABC1.

Janvilisri Tavan. et al. [Janvilisry T., Vener H., Shaki S., Reuteri G, Balakrishnan L., and Veen. van H. W., (2003)
"Sterol Transport by the human Breast Cancer Resistance Protein (ABCG2) Expressed in Lactobacillus lactis" J. Biol.
Chem. 278(23) 20645-20651] ensefian que los esteroles, estradiol y colesterol, estimulaban la actividad de ATPasa
asociada a BCRP; sin embargo, la presencia de estradiol inhibia significativamente el transporte mediado por BCRP
de un sustrato en L-lactis. Por lo tanto, de hecho el efecto de los esteroles era inhibidor de la actividad de transporte
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de sustratos.

Por lo tanto, la Unica observacion en la técnica con respecto al efecto del colesterol sobre la actividad de una protei-
na transportadora ABC, incluso si los resultados son algo contradictorios, se refiere a MDR1. No obstante, en todos
estos experimentos parece que los autores utilizaron células de mamifero o membranas preparadas a partir de ellas.
Por otra parte, como se mencioné anteriormente, ninguno de los autores se refiere a la posible aplicacion de coleste-
rol para mejorar la actividad de los transportadores ABC, ni siquiera sugiere la necesidad de dicho procedimiento.

En un esfuerzo para mejorar el comportamiento de la membrana de células de insectos, los inventores decidieron
comenzar con el unico transportador ABC del que esta documentado en la técnica que tiene posiblemente una ca-
pacidad de transporte sensible al colesterol, es decir, MDR1. Encontraron que la modulacién del colesterol de la
membrana sélo tenia un efecto insignificante sobre la actividad del transportador multifarmaco MDR1. Necesaria-
mente se llego a la conclusion de que no era posible ninguna mejora de los ensayos basados en preparaciones de
células de insectos o de membranas de células de insectos de los transportadores ABC aumentando la carga de
colesterol de las membranas de células de insectos.

A pesar de los resultados desalentadores, los inventores fueron capaces inesperadamente de realizar preparaciones
de membranas de células de insectos y células de insectos cargadas con colesterol que comprendian transportado-
res ABC que habian aumentado la actividad de transporte en dichas membranas cargadas con colesterol en compa-
racion con las membranas de células de insectos que comprendian el nivel normal de colesterol.

En particular, los inventores encontraron inesperadamente que células de insectos o las preparaciones de membra-
nas derivadas de ellas, construidas por sistemas de expresion en insectos que expresan transportadores ABC, como
ABCG2 o BSEP (ABCB11) de tipo natural, pueden aumentar la actividad del transportador y/o su sensibilidad a
ligandos aumentando el contenido de colesterol de la membrana. Los inventores encontraron que tipicamente la
carga de colesterol inducia la activacion de los sistemas de ensayo basados en las membranas de las células Sf9
tanto en los ensayos de ATPasa estimulada por sustratos como en los ensayos de transporte vesicular.

Breve descripcién de la invencion

La invencién se refiere a una preparacion de membranas de células de insectos o preparacion de células de insec-
tos cargada con colesterol para el estudio de la interaccion de un compuesto y una proteina transportadora ABC
(casete de union a ATP) por determinacion de la actividad de dicha proteina transportadora ABC,

comprendiendo dicha preparacion un mayor nivel de colesterol en la membrana en comparacion con el nivel de
colesterol fisioldgico del mismo tipo de membrana de células de insectos, comprendiendo dicha preparacion de
membranas de células de insectos o preparacion de células de insectos una proteina transportadora ABC, en donde
dicha proteina transportadora ABC es ABCG2 (proteina transportadora ABC G2) o ABCB11 (proteina transportadora
ABC B11),

teniendo dicha ABCG2 o ABCB11 una mayor actividad de transporte de sustrato en comparacién con la actividad de
transporte de sustrato de dicha proteina ABCG2 o ABCBL11 si esta presente en el mismo tipo de membrana de célu-
las de insectos con un nivel de colesterol fisiol6gico.

El término colesterol implica en la presente memoria un derivado de colesterol.
Preferiblemente, en las preparaciones de la invencion, el nivel de colesterol es:

- al menos 50%, preferiblemente al menos 60%, mas preferiblemente al menos 80% del nivel de colesterol co-
rrespondiente a una membrana de célula de mamifero,

- al menos 2 veces, preferiblemente al menos 3 veces, mas preferiblemente al menos 4 veces, muy preferible-
mente al menos 6 veces el nivel de colesterol fisiol6gico de una membrana de célula de insecto,

- calculado como el contenido de colesterol con relacion al contenido total de proteinas y es al menos 25 pug/mg
de proteinas totales, preferiblemente al menos 50 pg/mg de proteinas totales.

Preferiblemente, la actividad de transporte de sustrato o la sensibilidad al sustrato de la proteina ABCG2 o ABCB11
se analiza por: a) un ensayo de transporte vesicular y/o b) un de ensayo de ATPasa estimulada por sustrato. Prefe-
riblemente, la actividad de transporte de sustrato o la sensibilidad al sustrato de la proteina ABCG2 o ABCB11 es de
manera significativa, preferiblemente al menos 1,5 veces, preferiblemente al menos 2 veces, mas preferiblemente al
menos 3 veces, muy preferiblemente al menos 5 veces o incluso 10 veces mayor que la actividad de transporte de
sustrato o la sensibilidad al sustrato de dicha proteina ABCG2 o ABCB11 si esta presente en una preparacion de
membranas de células de insectos de control del mismo tipo con un nivel de colesterol fisiol6gico.

De acuerdo con una realizacion adicional, la invencién se refiere a un kit de reactivos para determinar la actividad de
una proteina ABCG2 o ABCB11, comprendiendo dicho Kit:

- la preparacion de acuerdo con la invencion, y/o
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- medios para expresar dicha ABCG2 o ABC11 en células de insectos y medios para cargar las células de insec-
tos con colesterol y opcionalmente medios para preparar una preparacion de membranas de células de insec-
tos, y

- si se desea, cualquiera de los siguientes: sustratos de la proteina ABCG2 o ABC11, ATP, colesterol, tampones,
reactivos, controles, inhibidores o activadores de la proteina ABCG2 o ABCB11.

La invencion se refiere ademas a un método para la fabricacién de una preparacién de células de insectos o una
preparacion de membranas de células de insectos que comprende una proteina ABCG2 o ABCB11 que tiene mayor
actividad de transporte de sustrato o sensibilidad al sustrato, para uso en un ensayo de la proteina ABCG2 o ABC11,
en la que dicho método comprende:

- proporcionar una proteina ABCG2 o ABCB11 que tiene actividad de transporte de sustrato o sensibilidad al sus-
trato en una preparacion de células de insectos o una preparacion de membranas de células de insectos,

- cargar la preparacion de células de insectos o la preparacion de membranas de células de insectos con coleste-
rol aumentando de este modo el nivel de colesterol de la preparacion de células de insectos o la preparacion de
membranas de células de insectos,

- analizar la preparacion de células de insectos o la preparacion de membranas de células de insectos cargada
con colesterol obtenida para determinar el aumento de la actividad de transporte o de la sensibilidad al sustrato
de la proteina ABCG2 o ABCB11 en comparacion con la misma actividad en una preparacion de células de in-
sectos 0 una preparacion de membranas de células de insectos no cargada con colesterol del mismo tipo.

En una variante preferida del método de la invencion:

- la preparacion de membranas celulares se prepara a partir de células de insectos que comprenden la proteina
ABCG2 o0 ABCB11, y

- la preparacion de membranas celulares se incuba con un complejo de ciclodextrina y colesterol, y
- se retira el complejo que no se ha unido.

En una variante adicional del método:
- la proteina ABCG2 o0 ABCBL11 se expresa en células de insectos,

- las células de insectos bien antes o durante la expresion de la proteina ABCG2 o ABCB11 se incuban con un
complejo de ciclodextrina y colesterol,

- se retira el complejo que no se ha unido, y

- se prepara una preparacion de membranas celulares a partir de células de insectos.
En una variante muy preferida del método:

- la proteina ABCG2 o0 ABCB11 se expresa en células de insectos,

- la preparacion de membranas celulares se prepara a partir de células de insectos, que comprende al menos las
siguientes etapas:

i) aislamiento de las membranas,

ii) homogeneizacion,

iii) incubacion de la preparacién homogeneizada con un complejo de ciclodextrina y colesterol; y
iv) ultracentrifugacion.

Muy preferiblemente, el aumento de la actividad de transporte de sustrato de la proteina ABCG2 o ABCB11 se anali-
za por:

a) un ensayo de transporte vesicular y/o
b) un ensayo de ATPasa estimulada por sustrato.

La invencion se refiere también a una preparaciéon de células de insectos o a una preparacion de membranas de
células de insectos que comprende un aumento del nivel de colesterol en comparacion con el nivel de colesterol
fisiolégico de las membranas de células de insectos y una proteina ABCG2 o ABCB11 de mayor actividad de trans-
porte de sustrato o sensibilidad al sustrato en comparacion con la actividad de transporte de sustrato o sensibilidad
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al sustrato de dicha proteina ABCG2 o ABCB11 en una membrana de células de insectos con contenido de coleste-
rol fisioldgico, en el que dicha preparacién de células de insectos o dicha preparacion de membranas de células de
insectos se obtiene por el método de la invencion.

La invencién se refiere también a un método para aumentar la actividad de ABCG2 o ABCB11 aumentando el con-
tenido o nivel de colesterol de una membrana que comprende la proteina ABCG2 o ABCB11. En este método, se
pueden aplicar cualquiera de los métodos descritos en la presente memoria.

La invencion se refiere también a un método de ensayo para el estudio de la interaccién de un compuesto y una
proteina ABCG2 o ABCB11 determinando la actividad de dicha proteina ABCG2 o ABCB11, en el que dicho método
de ensayo comprende las etapas de:

- proporcionar una proteina ABCG2 o ABCB11 activa a una célula de insecto 0 a una preparacion de membranas
de células de insectos,

- poner en contacto un compuesto con la proteina ABCG2 o ABCB11,

- medir cualquier actividad de la proteina ABCG2 o ABCB11 en presencia y en ausencia de dicho compuesto,
- comparar los valores de la actividad obtenidos en presencia y en ausencia del compuesto,

en donde

la preparacion de células de insectos o la preparacién de membranas de células de insectos tiene un mayor nivel
de colesterol en comparacién con el nivel de colesterol fisioldgico de las membranas de células de insectos.

La invencién se refiere también a un método para analizar la interaccion simultanea de al menos dos compuestos y
una proteina ABCG2 o ABCB11 determinando la actividad de la proteina transportadora, comprendiendo dicho mé-
todo al menos las etapas de:

- proporcionar una proteina ABCG2 o ABCB11 activa a una célula de insecto o a una preparacion de membranas
de células de insectos,

- poner en contacto un primer compuesto con la proteina ABCG2 o ABCB11,
- medir una actividad de la proteina ABCG2 o ABCB11 en presencia y en ausencia de dicho primer compuesto,
- comparar los valores de la actividad obtenidos en presencia y en ausencia de dicho primer compuesto,

- poner en contacto un segundo compuesto con la proteina ABCG2 o ABCB11 en presencia del primer compues-
to,

- medir la actividad de la proteina ABCG2 o ABCB11 en presencia del primer y del segundo compuesto simulta-
neamente,

- comparar los valores de la actividad obtenidos en presencia y en ausencia del segundo compuesto,
- evaluar el efecto del segundo compuesto sobre la actividad en presencia del primer compuesto,
en donde

la preparacion de células de insectos o la preparacién de membranas de células de insectos tiene un mayor nivel
de colesterol en comparacién con el nivel de colesterol fisiolégico de una membrana de células de insectos.

En un método de ensayo preferido de la invencién, se determina al menos una de las siguientes:

- la actividad de transporte de sustrato de la proteina ABCG2 o ABCBL11, preferiblemente la actividad de ATPasa
estimulada por sustrato de la ABCG2 o ABCBL11, y/o el transporte vesicular de un sustrato por ABCG2 o
ABCB11,

- la oclusién/atrapamiento de nucleétidos por ABCG2 o ABCB11,
- la actividad de ATPasa basal de ABCG2 o ABCB11.

En otro método de ensayo preferido de la invencion se usa una preparacion de células de insectos o0 una prepara-
cion de membranas de células de insectos de acuerdo con la invencion y/o se prepara la preparaciéon de células de
insectos o una preparacién de membranas de células de insectos de acuerdo con cualquiera de los métodos de
preparacion de la invencién.

La invencion se refiere también a un uso de colesterol para aumentar la actividad de una proteina ABCG2 o ABCB11
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incrustada en una membrana de células de insectos en una preparacion de células de insectos o en una preparacion
de membranas de células de insectos. Preferiblemente, la proteina ABCG2 o ABCB11 se analiza por: a) un ensayo
de transporte vesicular y/o b) un ensayo de ATPasa estimulada por sustrato. Preferiblemente, el colesterol se utiliza
en forma de un complejo de colesterol y una ciclodextrina.

De acuerdo con una realizacién preferida, la ABC transportada aplicada en la presente invencién es diferente de
MDR1 (ABCB1).

De acuerdo con una realizacion preferida de la invencién el transportador, preferiblemente ABCG2 o ABCB11, com-
prende una region de union al colesterol. En una realizacién preferida, ABCG2 o ABCB11 utiles de acuerdo con la
invencion es capaz de interactuar con el colesterol en su regién implicada en la catalisis y el transporte. En una rea-
lizacién preferida adicional, el colesterol aumenta la oclusién de nucleétidos con relaciéon a la ABCG2 o ABCB11.

La invencion proporciona también un sistema de ensayo Util para analizar si la proteina ABCG2 o ABCB11 puede
ser activada por colesterol en una membrana de células de insectos. En esta realizacién de la invencion cualquier
ensayo o método de medicién para detectar o determinar una actividad de ABCG2 o ABCB11, estando relacionada
o correspondiendo dicha actividad a la actividad de transporte de sustrato de la proteina, es util para decidir si la
adicion de colesterol ha aumentado la actividad de ABCG2 o ABCB11, y se puede aplicar. Preferiblemente, de
acuerdo con este método de ensayo se proporciona ABCG2 o ABCB11 a una preparacion de células de insectos o a
una preparacion de membranas de células de insectos cargada con colesterol y una preparacion de control respecti-
va no cargada con colesterol, y se comparan los valores de actividad obtenidos para la preparacion cargada con
colesterol y para la preparacién de control, y si el primero es mayor, con preferencia significativamente mayor, prefe-
riblemente al menos 1,5 veces, preferiblemente al menos 2 veces, mas preferiblemente al menos 3 veces, muy pre-
feriblemente al menos 5 veces mayor que el obtenido para la muestra de control, ABCG2 o ABC11 es (til en la pre-
sente invencion.

Definiciones

Un derivado de colesterol tiene una estructura quimica que puede obtenerse por sustitucién o adicién del colesterol y
conserva una 0 mas de las siguientes caracteristicas del colesterol: unién al dominio de unién del colesterol de
ABCG2 o ABCBL11, influencia sobre la fluidez de las membranas, acumulacién en regiones de las membranas con
mayores contenidos de colesterol que en su medio circundante (balsas o caveolas). Dichos derivados de colesterol
son por ejemplo, 2,2-hidroxi-colesterol, 20,22-dihidroxicolesterol, 25-hidroxicolesterol, variantes ceto y derivados con
halégeno o pseudohalégeno, etc.

Los derivados de colesterol que usan una metodologia de deteccién adecuada se pueden detectar o se pueden
cuantificar con colesterol. Por ejemplo, el método aplicado puede ser cromatografia, donde el colesterol y el analogo
de colesterol se eluyen parcial o completamente juntos; o un método espectroscépico en el que se solapan un com-
ponente caracteristico del espectro del colesterol y del analogo de colesterol.

El contenido de colesterol de una membrana significa el contenido de colesterol detectable global o la cantidad re-
unida de colesterol y derivado de colesterol, medido el contenido de colesterol por cualquier método apropiado para
detectar - preferentemente cuantitativamente - colesterol por el que se pueden determinar juntos el colesterol y todos
los derivados de colesterol.

Cargar con colesterol significa aumentar el contenido de colesterol o el nivel de colesterol de una membrana, inclu-
yendo el contenido o nivel de derivado de colesterol.

Una membrana o célula cargada con colesterol es una membrana o célula que ha sido sometida a carga de coleste-
rol para aumentar su contenido de colesterol.

El contenido o nivel de colesterol fisiolégico de una membrana celular - tal como membrana o preparaciones de
membrana de células vivas significa el contenido de colesterol que se desarrolla en la membrana celular o en cua-
lesquiera preparaciones de membranas procedentes de dichas células, sin carga ni agotamiento de colesterol indu-
cido artificialmente, por ejemplo durante el cultivo celular - en un medio sin colesterol o sin complementar el coleste-
rol, incluyendo, como anteriormente, analogos de colesterol y derivados de colesterol. Esta definicion incluye tam-
bién dominios de membranas. Por ejemplo, el contenido de colesterol fisiol6gico de las membranas de insectos,
dependiendo del tipo de células, es alrededor de una décima parte en comparacion con las membranas de células
de mamiferos.

Una proteina transportadora ABCG2 o ABCB11 tiene "actividad de transporte de sustrato” cuando, en condiciones
apropiadas, es capaz de transportar un sustrato de dicho transportador a través de la membrana biolégica en la que
esta presente dicho transportador. Por lo tanto, la actividad de transporte de sustrato es una propiedad biolégica
inherente de la proteina transportadora ABC independientemente del hecho de si es posible medir o detectar dicha
actividad. La actividad de transporte de sustrato de una proteina transportadora ABC puede ser detectada o medida
tipicamente por uno o mas de los siguientes ensayos: ensayo de transporte celular o vesicular, en el que por lo ge-
neral es posible mostrar directamente el transporte del sustrato, o ensayo de ATPasa estimulada por sustrato que es
tipicamente, si se ajustan adecuadamente las condiciones de ensayo, indicativo del transporte de sustrato. Mas
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frecuentemente se utilizan ensayos de ATPasa sensible al vanadato o sensible a un inhibidor. La sensibilidad al
sustrato se refiere especificamente a la actividad medida por el ensayo de ATPasa estimulada por sustrato.

Breve descripcion de las figuras

Fig. 1: El contenido de colesterol modula la actividad de ATPasa sensible al vanadato en preparaciones de membra-
nas de ABCG2-Sf9 (a partir de células Sf9) y ABCG2-M (a partir de células de mamiferos; en ciertas figuras: MXR-
M).

Fig. 1.A: Actividad de ATPasa sensible al vanadato de membranas de insectos que contienen ABCG2 activa
[ABCG2-Sf9 (A)] en presencia de diferentes concentraciones de sustratos. Fig. 1.B: Actividad de ATPasa sensible al
vanadato de membranas de células de mamifero que contienen ABCG2 activa [ABCG2-M (B)] en presencia de dife-
rentes concentraciones de sustratos. Las preparaciones de membranas que contienen 20 pug de proteina de mem-
brana se incubaron a 37°C durante 40 minutos con diferentes concentraciones de compuestos de ensayo y luego se
determind la actividad de ATPasa sensible al vanadato. Fig. 1.C: Se cargaron con colesterol membranas de ABCG2-
Sf9 (A) y ABCG2-M (m) por tratamiento con complejo cholesterol @RAMEB. Se determiné el contenido de colesterol
en las membranas por el método de colesterol-oxidasa. Las concentraciones en el eje X representan la concentra-
cion total de colesterol en el medio de incubacion. Fig. 1.D: El agotamiento de colesterol mediado por ciclodextrina
de las membranas de ABCG2-Sf9 (A) y ABCG2-M (m) se realiz6 por incubacién de las membranas durante 30 minu-
tos a 37°C en presencia de RAMEB a las concentraciones indicadas en la figura. Fig. 1.E y Fig. 1.F: Optimizacion de
la carga de colesterol. Se monitorizaron las actividades basal (e) y estimulada con sulfasalazina (A) después de
completar el procedimiento de carga. Para optimizar el tiempo de incubacién (E) se incubaron membranas de
ABCG2-Sf9 en presencia de cholesterol @RAMEB (colesterol total 2 mM en el medio de incubacién) durante los
tiempos indicados en la figura. Para la optimizacion de la carga de colesterol (F) se incubaron membranas de
ABCG2-Sf9 en presencia de diversas concentraciones de colesterol durante 1 hora. Los datos de actividad de
ABCG2-ATPasa representan la media + desviacion tipica (D.T.) de las mediciones por duplicado.

Fig. 2: Activacion de membranas de Sf9 cargadas con colesterol que contienen ABCG2. Células ABCG2-Sf9 se
cargaron con colesterol usando cholesterol @RAMEB (colesterol total 1 mM) durante 30 minutos a 37°C. El agota-
miento de colesterol de las membranas de ABCG2-M se realizé a 37°C, durante 30 minutos, utilizando RAMEB 8
mM. - Fig. 2.A: Vesiculas de membranas de Sf9 activadas por sulfasalazina. Curva superior: vesiculas cargadas con
colesterol; curva inferior: control no tratado. Fig. 2.B: Activaciéon de vesiculas procedentes de membranas de mami-
feros por sulfasalazina. La curva inferior muestra la actividad residual de las células de mamifero después del ago-
tamiento de colesterol por ciclodextrina. La curva superior muestra las células de control no tratadas.

Fig. 2.C, D, E, F: Para analizar la estimulaciéon por sustrato, por topotecan y por prazosina, se determiné la activa-
cion de ABCG2-ATPasa de membranas de ABCG2-Sf9 cargadas con colesterol (A) y de control (e)(C y E) asi como
de membranas de ABCG2-M agotadas de colesterol (A) y de control (e) (D y F) por tratamiento (40 minutos, 37°C)
con topotecan (C y D) y prazosina (E y F). Los datos representan la media + D.T. de los triplicados.

Fig. 3: Dependencia de colesterol del transporte vesicular usando ABCG2 que contiene membranas de Sf9 — Fig.
3.A: Actividad de transporte después y antes de la carga de colesterol. Concentraciéon de estrona-3-sulfato, 0,0465
MM, contenido de proteina 25 pg/pocillo, tiempo de incubacién 1 minuto. (Sélo se utilizd estrona-3-sulfato marcado
con tritio cuando se establecio el experimento, lo que explica la menor concentracién en comparacién con el experi-
mento mostrado en la Fig. 5). Fig. 3.B: Aumento de la absorcion de metotrexato por vesiculas tratadas con colesterol
(disefio experimental: metotrexato 100 uM; contenido de proteina 50 ug/pocillo; tiempo de incubacién 12 minutos).

En la Fig. 3.C se muestra el contenido de colesterol de las vesiculas utilizadas en los experimentos.

Fig. 4: Efecto de la carga de colesterol sobre la actividad de transporte vesicular de membranas de ABCG2-Sf9 que
contenian ABCG2. Se midio la cantidad de compuestos radiomarcados retenida por las vesiculas inversas a diferen-
tes concentraciones de farmaco, como se indica en la figura.

Fig. 4.A: Actividad de transporte vesicular (absorcion de metotrexato) en funcién de la concentracion de metotrexato
(curva de concentracion de metotrexato, contenido de proteina 50 pg/pocillo, tiempo de incubacién 12 minutos).

Fig. 4.B: La absorcion de prazosina por las vesiculas de membranas inversas cargadas con colesterol (A) y de
control (e) se realizé a 37°C durante 20 minutos. Los datos se calcularon como una diferencia entre la absorcién
vesicular medida en presencia y ausencia de ATP. Los datos representan la media + D.T. de los duplicados.

Fig. 5: Estudio de la preparacion de la membrana de ABCG2-Sf9 cargada con colesterol. Comparacion del transpor-
te vesicular de estrona-3-sulfato de membranas cargadas y no cargadas con colesterol (estrona-3-sulfato 1 uM,
contenido de proteina 25 pg/pocillo, tiempo de incubacién 1 minuto).

Fig. 6: Cambio de actividad de ATPasa sensible al vanadato de una preparacién de membrana de Sf9 que contiene
ABCG2 de tipo natural como resultado de preincubacion durante 10 minutos con colesterol-ciclodextrina 1 mM. La
actividad basal es la actividad medida sin sustratos. En presencia de Ko143, un inhibidor especifico de ABCG2 casi
no pudo detectarse ninguna actividad. Se aplicaron tres sustratos diferentes en las concentraciones dadas para
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investigar el efecto del colesterol (EKI, ZD1839, prazosina).

Fig. 7: El efecto de diferentes sustratos e inhibidores de ABCG2 sobre la actividad de ATPasa de membranas de Sf9
preincubadas con colesterol (10 minutos, colesterol-ciclodextrina 1 mM) en funcion de la concentracion.

Fig. 8: Actividad de ATPasa sensible al vanadato de preparaciones de membranas de Sf9 que contienen ABCG2 de
tipo natural cuando la carga con colesterol se realiza durante la etapa de infecciéon por baculovirus. 24 horas des-
pués de la infeccién se afiadié al medio la cantidad dada de complejo cholesterol @RAMEB y se incubé a continua-
cion durante 48 horas mas. La figura representa los datos de las preparaciones de membranas que no se trataron ni
se incubaron con colesterol-ciclodextrina a 3 concentraciones diferentes. Colesterol-ciclodextrina 1 mM provocd la
disminucion de la expresién del transportador. El contenido de colesterol mas alto de la preparacion de membranas
no excedié 16 ug/mg de proteina. Se analizé el efecto de dos sustratos (EKI, prazosina) y un inhibidor especifico
(Ko143) a las concentraciones dadas.

Fig. 9: la Fig. 9.A muestra la actividad de ATPasa sensible al vanadato de preparacion de membranas de Sf9 que
contienen ABCG2 de tipo natural cuando la carga de colesterol se realiza durante el proceso de preparacion de las
membranas, después de homogeneizacion. La Fig. 9.B muestra el aumento del contenido de colesterol de las mem-
branas en funcion de la concentracion de colesterol-ciclodextrina. Se analizo el efecto de dos sustratos (EKI, prazo-
sina) y un inhibidor especifico (Ko143) a las concentraciones dadas.

Fig. 10: Efecto de la carga de colesterol o sitosterol sobre el transporte dependiente de ATP de MTX en vesiculas de
membranas de Sf9 inversas. La absorcion de MTX se midié a concentracién de MTX 100 uM durante 5 minutos a
37°C en vesiculas de membranas que contenian el transportador ABCG2 humano de tipo natural o R482G-ABCG2
G).

Columnas oscuras: transporte de MTX vesicular sin inhibidor, columnas rayadas: transporte de MTX en presencia
del inhibidor especifico de ABCG2, Ko143 (1 uM).

La parte 1 demuestra la absorcion de MTX por las vesiculas de control sin carga (que contienen 8 ug de coleste-
rol/mg de proteina de membrana), la parte 2 muestra la absorcién de MTX por las vesiculas pre-tratadas con coles-
terol-ciclodextrina (C-CD) (que contienen 56 g de colesterol/mg de proteina de membrana) y la parte 3 muestra la
absorcion de MTX por vesiculas vacias tratadas previamente con ciclodextrina (CD) (que contienen 5 ug de coleste-
rol/mg de proteina de membrana). La parte 4 muestra el efecto de la carga de sitosterol sobre la absorcion de MTX
dependiente de ATP por las vesiculas de membranas de Sf9, cuando las vesiculas se pre-trataron con sitosterol-
beta-ciclodextrina (S-CD), de manera similar a los pre-tratamientos con CD o C-CD.

Se presentan los valores medios £ D.T. El asterisco indica diferencias significativas.

Fig. 11: Efecto de la carga de colesterol sobre la absorcion de MTX y ESG dependiente de ATP por vesiculas de
membranas de Sf9.

La absorcién de MTX y ESG se midié durante 5 minutos a 37°C a ATP 5 mM en vesiculas de membranas que con-
tenian el transportador ABCG2 humano de tipo natural, 0 R482G-ABCG2 (G). Durante este periodo de tiempo la
absorcion de los farmacos fue lineal. Se presentan los valores medios + D.T.

Fig. 11.A: Dependencia de la concentracion de MTX de la absorcién de MTX. La absorcion especifica de ABCG2
para cada concentracion de sustrato se calculd restando el valor obtenido en presencia del inhibidor de ABCG2
Ko143 1 uM.

m — absorcion de MTX por vesiculas de control (8 pg de colesterol/mg de proteina de membrana), que contiene el
transportador ABCG2 humano de tipo natural,

e — absorcion de MTX por vesiculas cargadas de colesterol (56 ug de colesterol/mg de proteina de membrana), que
contiene el transportador ABCG2 humano de tipo natural,

A — absorcion de MTX por vesiculas de control (8 ug de colesterol/mg de proteina de membrana), que contiene el
transportador R482G ABCG2 (G) humano,

A — absorciéon de MTX por vesiculas cargadas con colesterol (62 pg de colesterol/mg de proteina de membrana),
que contiene el transportador R482G ABCG2 (G) humano.

Fig. 11.B: Dependencia de la concentracion de ESG de la absorcion de ESG.

m — absorcion de ESG por vesiculas de control (8 pg de colesterol/mg de proteina de membrana), que contiene el
transportador ABCG2 humano de tipo natural,

o — absorcién de ESG por vesiculas de control (8 pug de colesterol/mg de proteina de membrana), que contiene el
transportador ABCG2 humano de tipo natural, en presencia de Ko143 1 uM,
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e — absorciéon de ESG por vesiculas cargadas con colesterol (56 g de colesterol/mg de proteina de membrana), que
contiene el transportador ABCG2 humano de tipo natural,

o — absorcion de ESG por vesiculas cargadas de colesterol (56 pg de colesterol/mg de proteina de membrana), que
contiene el transportador ABCG2 humano de tipo natural, en presencia de Ko143 1 pM.

Fig. 11.C: Estimulacion relativa del transporte de MTX y ESG por carga de colesterol en vesiculas de membranas de
Sfo.

La absorcion de MTX (o) se midié a una concentracién de MTX 50 uM, mientras que el transporte de ESG (o) se
midié a ESG 25 uM, durante 5 minutos a 37°C, en vesiculas de membranas de Sf9 que contenian ABCG2 humana
de tipo natural. Las membranas de la misma preparacién celular, que contenian idéntica cantidad de ABCG2, se
cargaron previamente por concentraciones variables de C-CD para contener diferentes niveles de colesterol. En la
figura para cada punto de dato se presentan los valores medios + D.T.

Fig. 12: Efecto de la carga del colesterol sobre la actividad de ATPasa de ABCG2 en preparaciones de membranas
de Sf9 aisladas.

Fig. 12.A: Efecto de la carga de colesterol sobre la actividad de ATPasa sensible al vanadato en preparaciones de
membranas de Sf9 aisladas. Se midio la actividad de ATPasa en las vesiculas durante 20 minutos a 37°C en mem-
branas que contenian ABCG2 humana de tipo natural, R482G-ABCG2 (R482G) o el transportador R482T-ABCG2
(R482T).

Se examind la actividad de ATPasa basal y los efectos de dos sustratos potenciales del transportador ABCG2. La
prazosina se aplicé a una concentracion de 20 uM, se utilizé EKI a una concentracion de 1 uM. El efecto de Ko143,
un inhibidor especifico de ABCG2, se midié a una concentracién de 1 pM. Se presentaron los valores medios + D.T.
Las membranas de control contenian 8 ug de colesterol/mg de proteina de membrana, mientras que las membranas
cargadas con colesterol contenian 56 pg de colesterol/mg de proteina de membrana en el caso de ABCG2 de tipo
natural, 62 pg de colesterol/mg de proteina de membrana en el caso de la ABCG2-R48G y 65 pug de colesterol/mg
de proteina de membrana en el caso de la variante ABCG2-R482 T.

Columnas vacias: actividad de ATPasa basal, columnas en negro: EKI 1uM, columnas en gris claro: prazosina 20
MM, columnas rayadas: Ko143 1 uM.

Fig. 12.B and Fig. 12.C: Dependencia de la concentracion del efecto estimulador de diferentes farmacos sobre la
actividad de ATPasa de ABCG2 en preparaciones de membranas de células Sf9 de control (B) y cargadas con co-
lesterol (C). La actividad de ATPasa se midi6 durante 20 minutos a 37°C en membranas que contenian ABCG2
humana de tipo natural, sin carga de colesterol (panel izquierdo) o cargadas con colesterol (panel derecho). La acti-
vidad de ATPasa especifica de ABCG2 se determind como la fraccion de la actividad sensible al Ko143. La carga de
colesterol por C-CD se consiguié como se describe en los métodos. Cada farmaco se analiz6 en al menos dos pre-
paraciones de membranas independientes, los valores medios + D.T. se presentan en un experimento representati-
vo con mediciones por triplicado. Las membranas de control contenian 8 pug de colesterol/mg de proteina de mem-
brana, mientras que las vesiculas de membranas cargadas con colesterol contenian 42 ug de colesterol/mg de pro-
teina de membrana.

o - Quercetina, e - EKI-785, A - Iressa, ¥ - Prazosina, ¢ - Topotecan, [ Flavopiridol, X - SN-38

Fig. 13: Efecto de la carga de colesterol sobre la formacién del compuesto intermedio catalitico (atrapamiento de
nucleétidos) de ABCG2 humana en preparaciones de membranas de Sf9 aisladas.

Se midié el atrapamiento de 8-azido-nucleotidos por la proteina ABCG2 humana de tipo natural, expresada en
membranas de células de Sf9, como se describe en el apartado Métodos, en presencia de Co-8-azido-ATP 2,5 uM
(que contenia alfa-32P-8-azido-ATP) a 37°C durante 2 minutos. Después de irradiacién de UV, electroforesis en gel y
electrotransferencia, las bandas marcadas se visualizaron por Phospho-Imager. La flecha indica la posicion de la
proteina ABCG?2 identificada por inmunotransferencia.

Membranas de células Sf9 aisladas, que contenian la misma cantidad de proteina ABCG2 de tipo natural se carga-
ron con colesterol por pre-incubacién con C-CD 4 mM, como se describe en los métodos. Las vesiculas de membra-
nas cargadas con colesterol contenian 50 pg de colesterol/mg de proteina de membrana, mientras que las membra-
nas de control contenian 8 pug de colesterol/mg de proteina de membrana. En el ensayo la concentracion de EKI o
Ko143 fue 1 uM y la concentracion de prazosina fue 20 uM. La figura muestra un experimento representativo.

Fig. 14: Actividad de ATPasa basal sensible al vanadato de vesiculas de membranas de insectos con Bsep (bomba
exportadora de sales biliares) de ratén no tratadas y tratadas con colesterol.

Fig. 14.A: Efecto del taurocolato (L), glicocolato (m) y tauroquenodesoxicolato (A) sobre la membrana con Bsep de
raton no tratada en el ensayo de ATPasa sensible al vanadato en vesiculas de membranas cargadas con colesterol.
La linea base esta también indicada (m).
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Fig. 14.B: Efecto del taurocolato (L), glicocolato (m) y tauroquenodesoxicolato (A) sobre la membrana con Bsep de
ratén tratada en el ensayo de ATPasa sensible al vanadato. La linea base esta también indicada (m).

Fig. 15: Efecto de la carga de colesterol de vesiculas de membranas inversas sobre la actividad de transporte vesi-
cular de taurocolato (TC) de transportadores con Bsep humanos/de ratdn/de rata; cargado con colesterol (m), de
control (01).

Fig. 15.A: Efecto del colesterol sobre la actividad del transportador con Bsep de rata; cargado con colesterol (m), de
control (00).

Fig. 15.B: Efecto del colesterol sobre la actividad del transportador con Bsep humano; cargado con colesterol (m), de
control (00).

Fig. 15.C: Efecto del colesterol sobre la actividad del transportador con Bsep de ratén; de control (m), cargado con
colesterol ().

Descripcion detallada de la invencion

Muchos ensayos utilizados para estudiar los efectos de los transportadores de farmacos se basan en las membra-
nas purificadas de células de insectos o algunas veces en las células de insectos propiamente dichas. Los sistemas
virales utiles para infectar células de insectos son bien conocidos en la técnica. Sin embargo, se deben utilizar cua-
lesquiera sistemas de expresién heterélogos, con una actitud prudente en cuanto a un medioambiente diferente del
medioambiente natural de la proteina heteréloga que justifiquen estudios de correlacién y validacién. Sin embargo,
pocos estudios abordan directamente este problema.

Cuando trataron de acercar los ensayos basados en células de insectos de proteinas transportadoras ABC a los
ensayos basados en células de mamiferos y posiblemente reducir las diferencias recogidas en la técnica, los inven-
tores plantearon la hipotesis de que la glicosilacion alterada de vesiculas de membranas de plasma humano y de
insectos podria ser responsable de las diferencias observadas en el perfil de activacion de dichos transportadores,
tal como la falta de transporte de sustratos o el aumento de la actividad de ATPasa basal. Sin embargo, la desglico-
silaciéon de ABCG2 humana de tipo natural, expresada en membranas de ABCG2-M humanas no afecté a la activi-
dad de ATPasa.

Otra diferencia puede residir en la diferente composicion de las membranas. Por ejemplo, el contenido de colesterol
de las membranas procedentes de células Sf9 es bajo, como se ha descrito anteriormente en la bibliografia [Gimpl.
G et al., Biochemistry 34(42), 13794-801 (1995); Kopanchuk S és Ringen A, Proc Estonian Acad Sci Chem, 50(4),
229-240] y los inventores encontraron que contenian 20% del medido en las membranas de mamiferos.

La modulacién con colesterol de MDR1 (ABCB1) esta documentada en la bibliografia. Sin embargo, parece que los
inventores fueron los primeros en sugerir que en dichos sistemas de ensayo basados en células de insectos (inclu-
yendo vesiculas de membranas) aumentando el contenido de colesterol de la membrana de células de insectos se
puede llegar a obtener actividades transportadoras mas similares a las obtenidas en células de mamiferos.

Por lo tanto, los inventores han examinado los efectos del colesterol en la membrana sobre la proteina MDR1 huma-
na expresada en células intactas o en preparaciones de membranas de células Sf9 con varios ajustes experimenta-
les y encontraron que en las condiciones utilizadas también en el presente estudio, era insignificante el efecto del
nivel de colesterol en la membrana sobre estos transportadores. Mas estrechamente, se encontré que la actividad
basal de la MDR1-ATPasa aumentaba ligeramente, mientras que la actividad maxima de ATPasa estimulada por
verapamilo, medida a verapamilo 50 uM, no cambiaba practicamente en membranas de Sf9 cargadas con colesterol.

De este modo, no obstante, los inventores crearon un sistema de ensayo fiable en el que en realidad puede ser
analizada cualquier proteina transportadora ABC que se pueda expresar en células de insectos en forma activa en
cuanto a si su actividad se puede aumentar por carga de colesterol (o analogo de colesterol) de la células de insec-
tos o vesiculas de membranas de células de insectos, dependiendo del formato del ensayo. En la presente memoria
se entiende preferiblemente que la forma activa es capaz de transportar al menos un sustrato de dicho transportador
ABC, incluso si este transporte no es detectable en sistemas o formatos de ensayo tradicionales de células de insec-
tos 0 membranas de células de insectos.

Por lo tanto, a pesar del resultado negativo con el Gnico transportador que hasta el momento se sabe que es sensi-
ble al colesterol, los inventores continuaron la experimentacion y encontraron que las membranas de células de
insectos de mayor nivel de colesterol proporcionan un mejor medioambiente para otros transportadores ABC, tales
como ABCG2 y ABCB11.

La proteina ABCG2 es uno de los mas importantes transportadores multifarmarcos implicados en la ADME de far-
macos.

Estudios directos de transporte vesicular realizados en preparaciones de células de insectos indicaron que la veloci-
dad de transporte maxima de ABCG2 se puede aumentar incluso hasta 20 veces aumentando los niveles de coleste-
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rol de las membranas. Los inventores encontraron que utilizando diversos complejos de ciclodextrina y vesiculas
lipidicas, este efecto sobre ABCG2 era selectivo para alteraciones en el colesterol de las membranas. Resultados de
los ensayos de ATPasa estimulada con sustrato confirmaron este hallazgo.

Se ha demostrado que la actividad de ATPasa de membranas sensible al vanadato o a un inhibidor en preparacio-
nes de membranas de células que expresan el transportador ABC esta correlacionada con la actividad de transporte
de estas proteinas [B. Sarkadi, L. Homolya, G. Szakacs, A. Varadi, Human multidrug resistance ABCB and ABCG
transporters: participation in a chemoimmunity defense system, Physiol Rev 86 (2006) 1179-1236].

Se encontré un comportamiento similar con ABCB11, como se muestra en esta memoria. ABCB11 (o BSEP, bomba
exportadora de sales biliares) es el transportador principal de sales biliares del higado. Se ha demostrado que la
inhibicion de BSEP puede perjudicar el transporte de acidos biliares en la bilis y por lo tanto puede contribuir a la
hepatotoxicidad inducida por farmacos.

Este efecto del colesterol de la membrana estaba ausente en el caso de la variante mutante R482G del transporta-
dor.

Basandose en estos descubrimientos y la ensefianza técnica proporcionada en esta memoria, motiva y permite a los
expertos en la técnica analizar mas transportadores ABC. Los expertos en la técnica decidiran facilmente si otra
proteina transportadora ABC dada analizada es una proteina transportadora que tiene una mayor actividad de trans-
porte de sustrato en comparacién con la actividad de transporte de sustrato de dicha proteina transportadora ABC si
esta presente en el mismo tipo de membrana de células de insectos que tiene un nivel de colesterol fisiolégico, como
se ensefia en la presente memoria.

En la presente memoria se describen sistemas de ensayo para analizar transportadores ABC, tales como ensayos
de transporte vesicular y ensayos de ATPasa estimulada por sustrato junto con métodos para la carga de colesterol.
Muchos detalles técnicos preferidos de dichos ensayos son bien conocidos en la técnica [véase por ejemplo, aunque
no exclusivamente, B. Sarkadi, E.M. Price, R.C. Boucher, U.A. Germann, G.A. Scarborough, Expression of the
human multidrug resistance cDNA in insect cells generates a high activity drug-stimulated membrane ATPase, J Biol
Chem 267 (1992) 4854-4858; M. Muller, E. Bakos, E. Welker, A. Varadi, U.A. Germann, M.M. Gottesman, B.S. Mor-
se, |.B. Roninson, B. Sarkadi, Altered drug-stimulated ATPase activity in mutants of the human multidrug resistance
protein, J Biol Chem 271 (1996) 1877-1883; C. Ozvegy, A. Varadi, B. Sarkadi, Characterization of drug transport,
ATP hydrolysis, and nucleotide trapping by the human ABCG2 multidrug transporter. Modulation of substrate specifi-
city by a point mutation, J Biol Chem 277 (2002) 47980-47990, que se incorporan como referencia en la presente
invencion].

En la descripcién se proporcionan mas indicaciones en cuanto al modo de accién del colesterol sobre los transporta-
dores ABC. Aunque este mecanismo pertenece al ambito tedrico y por lo tanto no pretende limitar el alcance de la
invencion, los resultados analizados a continuacion pueden ayudar a los expertos a encontrar mas transportadores
ABC que sean Utiles en las preparaciones de células de insectos o las preparaciones de membranas de células de
insectos de la invencion.

En particular, la carga de colesterol afecté principalmente a la actividad enzimatica con relativamente poco efecto
sobre la afinidad a ABCG2. Por lo tanto, no se ven afectados los datos del transporte vesicular generados en el
pasado utilizando membranas de plasma preparadas a partir de células de insectos con el objetivo de identificar
sustratos de ABCG2, asi como las especificidades de los sustratos, pero los datos anteriores de ABCG2-ATPasa
obtenidos en sistemas de células de insectos pueden haber dado resultados negativos falsos especialmente para
sustratos de alta afinidad. Esto apoya la idea de que las membranas de ABCG2-Sf9 cargadas con colesterol son los
sistemas de ensayo de eleccion para estudiar las interacciones farmaco - ABCG2 con alto rendimiento.

Los inventores no han observado ningun signo de inhibicién del transporte de ABCG2 ejercido por el colesterol en
sus estudios, cuestionando la naturaleza del sustrato de colesterol. Alternativamente, el colesterol puede actuar
como un regulador alostérico para la funcion de ABCG2. Se requieren mas estudios para dilucidar el mecanismo de
potenciacion mediado por el colesterol de la actividad de ABCG2-ATPasa y del transporte vesicular. Por otra parte,
se encontr6 que la localizacién de membranas de ABCG2 no cambiaba en el curso de estos experimentos de modu-
lacién por colesterol.

También se ha estudiado la formacion dependiente de vanadato de un nucleétido atrapado por ABCG2, que refleja
el compuesto intermedio catalitico en los transportadores ABC en preparaciones de membranas de células Sf9 ais-
ladas [C. Ozvegy, A. Varadi, B. Sarkadi, Characterization of drug transport, ATP hydrolysis, and nucleotide trapping
by the human ABCG2 multidrug transporter. Modulation of substrate specificity by a point mutation, J Biol Chem 277
(2002) 47980-47990]. En los experimentos de los inventores, se encontré6 que en las membranas de células Sf9
enriquecidas en colesterol, los sustratos transportados produjeron un aumento de la velocidad de formacion del
compuesto intermedio catalitico también en ABCG2 de tipo natural. Este descubrimiento indica que el colesterol
aumenta la velocidad de formacion de un compuesto intermedio catalitico y mejora la renovacion de ABCG2 depen-
diente del farmaco sustrato.
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En este estudio los inventores observaron que el efecto del colesterol de la membrana era especifico para la protei-
na ABCG2 de tipo natural que contiene una Arg (R) en la region de la membrana intracelular propuesta del tercer
bucle transmembréanico de la proteina. La sustitucion de esta Arg por Gly o Thr altera significativamente la especifi-
cidad del sustrato de ABCG2 y parece que elimina su modulacién por colesterol. Los presentes experimentos indi-
can que estas variantes mutantes de ABCG2 pueden mostrar una actividad de transporte significativamente mayor
s6lo en las membranas de las células Sf9 con bajo contenido de colesterol y a mayores niveles de colesterol en la
membrana la proteina de tipo natural pueden alcanzar una capacidad de transporte que se aproxima a la de las
variantes mutantes.

Estos descubrimientos excluyen una estabilizacion o modulacion no especifica de esta proteina por el colesterol y
sugieren que el colesterol puede interactuar con una region implicada en la regién catalitica/de transporte de
ABCG2. Por lo tanto, esta region puede tener un papel especial de esta region de la proteina tanto en el reconoci-
miento del sustrato como en la modulacién de ABCG2 por colesterol.

Por lo tanto, en una realizacion de la invencién se aconseja a los expertos en la técnica que busquen transportado-
res ABC que sean capaces de interactuar con el colesterol en su region implicada en la catalisis y el transporte.
Ademas, se prefiere que el colesterol aumente la velocidad de renovacion, es decir, aumente la actividad enzimatica
(opcionalmente descrita por Vimax) con relativamente poco efecto sobre la afinidad del sustrato a ABCG2 (opcional-
mente descrita por una pequefia variacion en Kp).

Ejemplos
1. Métodos experimentales
A menos que se indique otra cosa, se aplicaron los siguientes métodos.

Productos quimicos y bioquimicos: El [3H]-metotrexato se comprd a Moravek Biochemicals (Brea, CA, USA). El [3H]-
estrona-3-sulfato y la [3H]-prazosina se compraron a Perkin EImer/NEN (Boston, MA, USA). El topotecan se compré
a LKT Laboratories (St. Paul, MN, USA). El anticuerpo contra ABCG2 se compré a Abcam (Cambridge, UK). La B-
ciclodextrina metilada aleatoriamente (RAMEB) y el complejo de colesterol de RAMEB [cholesterol @RAMEB (Piel et
al., 2006), contenido de colesterol 4,74%] fue proporcionado por Cyclolab (Cyclodextrin Research & Development
Laboratory) (Budapest, Hungary). Kol34 y Kol43 (Allen et al., 2002) fueron amables obsequios del Prof. GJ Koomen
(National Cancer Institute, Amsterdam). Los otros reactivos se compraron a Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) a
menos que en el texto se indique lo contrario.

Expresion de proteinas en células de insectos: Para la expresion de las células Sf9, se clonaron los cDNA de
ABCG2 humano y sus variantes mutantes en vectores de transferencia de baculovirus recombinantes, las células de
insectos se cultivaron en infectaron con los baculovirus como se ha descrito por [C. Ozvegy-Laczka, G. Koblos, B.
Sarkadi, A. Varadi, Single amino acid (482) variants of the ABCG2 multidrug transporter: major differences in trans-
port capacity and substrate recognition, Biochim Biophys Acta 1668 (2005) 53-63]. Se cosecharon células Sf9 infec-
tadas con virus, se aislaron las membranas celulares, y se determinaron las concentraciones de las proteinas de
membrana como se ha descrito previamente [C. Ozvegy, T. Litman, G. Szakacs, Z. Nagy, S. Bates, A. Varadi, B.
Sarkadi, "Functional characterization of the human multidrug transporter, ABCG2, expressed insect cells", Biochem
Biophys Res Commun 285 (2001) 111-117; C. Ozvegy-Laczka, G. Koblos, B. Sarkadi, A. Varadi, "Single amino acid
(482) variants of the ABCG2 multidrug transporter: major differences in transport capacity and substrate recognition”,
Biochim Biophys Acta 1668 (2005) 53-63; M. Muller, E. Bakos, E. Welker, A. Varadi, U.A. Germann, M.M. Gottes-
man, B.S. Morse, |.B. Roninson, B. Sarkadi, "Altered drug-stimulated ATPase activity in mutants of the human multi-
drug resistance protein”, J Biol Chem 271 (1996) 1877-1883].

El nivel de expresién de ABCG2 se detectd por inmunotransferencia, usando el anticuerpo monoclonal BXP-21 y la
técnica de quimioluminiscencia mejorada (ECL, Amersham Biosciences). La cuantificacion de la expresién de
ABCG2 se consiguid por densitometria de las manchas inmunotransferidas.

Desglicosilacion de ABCG2: La desglicosilacion enzimatica se realizé usando péptido-N-glicosidasa F (Sigma, St.
Louis, MO). Se afadié un pL de la enzima en 500 unidades/mL a 50 pL de suspension de membranas (5 mg de
proteina/mL) en TMEP (Tris 50 mM, manitol 50 mM, EGTA 2 mM, 8 pg/mL de aprotinina, 10 pug/mL de leupeptina, 50
pg/mL de PMSF, DTT 2 mM, pH 7,0), se mezclaron vigorosamente y se incubaron a 37°C durante 10 minutos. La
desglicosilacion se detecto6 por transferencia Western.

Carga con colesterol de las células Sf9: Se usé el complejo beta-metil-ciclodextrina - colesterol (complejo choleste-
rol@RAMEB) para cargar las células Sf9 con colesterol (Cyclolab Ltd. N° de catadlogo: CY-9002.0). Es aplicable
cualquier método conocido en la bibliografia para la carga de colesterol (véase por ejemplo Sheets et al., J. Cell Biol.
1999, 145(4):877-87). La metodologia usualmente utilizada fue modificada de modo que el complejo choleste-
rol@RAMEB se afiadié al medio dentro de las 24 horas de la infeccion por las células Sf9. En una variante preferida
del método, por ejemplo, en mediciones de ABCB11, la metodologia usualmente utilizada se modific6 de modo que
el colesterol-ciclodextrina se afiadio a las células infectadas durante la preparacion de la membrana, diluido en tam-
pon HBSS.
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Carga con colesterol de vesiculas de Sf9: Se usé el complejo beta-metil-ciclodextrina - colesterol (complejo choleste-
rol@RAMEB) para cargar vesiculas Sf9 con colesterol (Cyclolab Ltd N° de catalogo: CY-9002.0). El método estaba
de acuerdo con las metodologias conocidas en la bibliografia para la carga de colesterol (Sheets et al., J. Cell Biol..
1999, 145(4):877-87). En resumen, las membranas se incubaron durante 30 minutos en presencia de colesterol-
ciclodextrina. Las vesiculas se separaron del medio que contenia la ciclodextrina libre o el complejo choleste-
rol@RAMEB por "placas filtrantes" o centrifugacién. Dichas membranas tratadas se utilizaron para experimentos de
transporte vesicular y de ATPasa. Una parte de la muestra y algunas vesiculas no tratadas se reservaron para la
determinacién del contenido de colesterol usando cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC).

En una variante de este método, por ejemplo, utilizado cuando se compararon ABCG2 mutantes y de tipo natural, se
prepararon membranas aisladas como se ha descrito antes, pero antes de la etapa de centrifugacion final, se incu-
baron las membranas durante 20 minutos a 4°C con 2-4 mM de diversas preparaciones de ciclodextrina RAMEB
(CD, C-CD o S-CD, obtenidas de Cyclolab). La ciclodextrina se elimind en el curso de las siguientes centrifugaciones
a alta velocidad. Las preparaciones de membrana se conservaron a -80°C en partes alicuotas y el contenido de
colesterol se estimo por el kit rojo Amplex, descrito anteriormente.

En los siguientes experimentos se adopté uno de los métodos de carga de colesterol descritos anteriormente.

Preparacién de vesiculas de membranas: Las vesiculas de membranas se prepararon como se ha descrito ante-
riormente (Sarkadi et al., JBC, 1992, vol. 267, N° 7, pp 4854-8; Ozvegy et al., BBRC, 2001, vol. 285, pp. 111-117).

Se obtuvieron preparaciones de vesiculas de membranas humanas (ABCG2-M), asi como preparaciones de vesicu-
las de membranas obtenidas de células de insectos que expresaban ABCG2, (MXR-Sf9) de Solvo Biothecnology
(Budapest, Hungary; http://www.solvo.com/). Ambas membranas sobre-expresaban la version de tipo natural de
ABCG2. Las preparaciones de vesiculas de membranas de insectos se produjeron usando baculovirus recombinan-
tes que codificaban ABCG2 (Ozvegy et al., 2002). Las células Sf9 se cultivaron e infectaron con reservas de baculo-
virus recombinantes como se ha descrito anteriormente (Sarkadi et al., 1992). Las vesiculas de membranas purifica-
das a partir de células Sf9 infectadas con baculovirus se prepararon esencialmente como se ha descrito anterior-
mente (Sarkadi et al., 1992). El contenido de proteinas de membrana se determiné utilizando el método BCA (Pierce
Biothecnology, Rockford, IL, USA).

Agotamiento del colesterol: Se realizé como se conoce en la bibliografia para la inhibicion de la actividad de las
enzimas ubicadas en balsas y/o caveolas y de las proteinas implicadas en las vias de transduccion de sefales (Ke-
ller and Simons J. Cell Biol. 1998, vol. 140, N° 6, pp. 1357-67; Lockwich et al., J. Biol. Chem. 2000, vol. 275, n° 16,
pp. 11934-42; Vainio et al., EMBO Rep. 2002, vol. 391, Pt 3, pp. 95-100). Después del tratamiento, la ciclodextrina
se separé como se ha descrito anteriormente por filtracion ("placa filtrante") o centrifugacion. Tanto para las mem-
branas tratadas como no tratadas se midio la actividad de transporte de ATPasa y vesicular y se determiné el conte-
nido de colesterol.

Determinacién del contenido de colesterol: Las vesiculas se pusieron en suspension en una dilucion que contenia
Na-colato al 0,5%. El método se basa en la conversién enzimatica de colesterol en el que se convierte en el derivado
colest-4-en-3-ona por la colesterol-oxidasa, y después el residuo oxidado se analiza por HPLC. Esta conversion
necesaria era esencial, puesto que son interferentes las sefiales de HPLC del colesterol natural y de la ciclodextrina.

Medicion de la actividad del transportador: La actividad de ATPasa de los transportadores se mide basandose en su
sensibilidad al vanadato como se conoce en la bibliografia (véase Noe et al., Hepatology, 2001, vol. 33, No. 5, pp.
1223-31; Schmitt et al., J. Neural. Transm., en prensa; Ozvegy C et al., "Functional characterization of the human
multidrug transporter, ABCG2, expressed in insect cells" Biochem Biophys Res Commun. 2001 Jul. 06, 285 (1):111-
7; Sarkadi, B. et al., (1992) "Expression of the human multidrug resistance cDNA in insect cells generates a high
activity drug-stimulated membrane ATPase". J Biol. Chem. 267: 4854-4858; www.solvobiotech.com).

En el caso de ABCG2 se midi6 la actividad de ATPasa en presencia de diversos agentes de activacion (sustratos)
(sulfasalazina, topotecan, prazosina, mitoxantrona y metotrexato) de una manera dependiente de la concentracion.
Las muestras tratadas con ciclodextrina, o el complejo cholesterol@RAMEB se compararon con vesiculas no trata-
das.

En el caso de ABCB11 se midid la actividad de ATPasa en presencia de diversos agentes de activacion (sustratos)
(tauroquenodesoxicolato, taurocolato, glicocolato) dependiendo de la concentracion. Las muestras tratadas con el
complejo cholesterol@RAMEB se compararon con vesiculas no tratadas.

Expuesto brevemente, como un ejemplo, vesiculas de membranas (20 pg/pocillo) se incubaron en tampén de ensa-
yo de ATPasa (MgCl, 10 mM, MOPS-Tris 40 mM (pH 7,0), KCI 50 mM, ditiotreitol 5 mM, EGTA 0,1 mM, aziduro de
sodio 4 mM, ouabaina 1 mM), ATP 5 mM y diversas concentraciones de farmacos de ensayo durante 40 minutos a
37°C. Las actividades de ATPasa se determinaron como la diferencia de la liberacién de fosfato inorganico medida
con y sin presencia de ortovanadato de sodio 1,2 mM (actividad de ATPasa sensible al vanadato). En otros experi-
mentos, cuando se ensayo la combinacion de dos sustratos y/o un sustrato y un inhibidor, se utilizé el kit PREDEA-
SY ABCG2-ATPase (kit SB-MXR-HAM-PREDEASY-ATPase; Solvo Biotechnology, Szeged, Hungary) para la deter-
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minacion de la actividad de ABCG2-ATPasa de acuerdo con las sugerencias del fabricante.

Medicion de la actividad de transporte vesicular: Las mediciones de la actividad de transporte se llevaron a cabo con
vesiculas de membranas purificadas que contenian ABCG2 o ABCB11 aisladas de células Sf9 (Spodoptera frugi-
perda) infectadas con baculovirus o células de mamiferos (ABCG2-M). Las preparaciones de membranas contenian
5-16% de vesiculas de membranas, orientadas inversamente y cerradas. El transportador bombea las moléculas en
el interior de estas vesiculas. Las vesiculas se pueden separar filtrando rapidamente la suspension de membranas
por un filtro de vidrio o por una membrana de nitrocelulosa (usando vacio).

La determinacion cuantitativa de la molécula transportada se puede hacer de varias maneras, como: HPLC, LC/MS,
pero también es adecuado etiquetado fluorescente o radiactivo. Se utilizaron sustratos marcados con tritio en los
ensayos y el modo de deteccion fue centelleo de liquidos.

Medicion de la actividad de transporte vesicular en el caso de ABCG2: Mas precisamente, como ejemplos, se incu-
baron vesiculas de membranas inversas en presencia o ausencia de ATP 4 mM. Para el transporte vesicular de
metotrexato las mediciones se llevaron a cabo en MgCl, 7,5 mM, MOPS-Tris 40 mM (pH 7,0), KCI 70 mM a 37°C
durante 12 minutos. El transporte se detuvo por adicion de tampdén de lavado frio (MOPS-Tris 40 mM (pH 7,0), KCI
70 mM).

Para el transporte vesicular de prazosina se incubé en tampén gque contenia Tris-HCI 10 mM, (pH 7,4); sacarosa 250
mM y MgCl, 10 mM a 37° C durante 20 minutos. El transporte se detuvo por adicion de tampon de lavado frio (Tris-
HCI 10 mM, pH 7,4; sacarosa 250 mM y NaCl 100 mM).

Para el transporte vesicular de estrona-3-sulfato se incubé en tampén que contenia Tris-HCI 10 mM, (pH 7,4), saca-
rosa 250 mM, y MgCl, 10 mM a 32°C durante 1 minuto. El transporte se detuvo por adicién de tampon de lavado frio
(Tris-HCI 10 mM, pH 7,4; sacarosa 250 mM y NaCl 100 mM).

A continuacion, la mezcla de incubacion se filtr6 rapidamente por filtros de fibra de vidrio de la clase B (tamafio de
poros, 0,1 um). Los filtros se lavaron con 5x200 L de tampén de lavado enfriado con hielo y la radioactividad reteni-
da en el filtro se midi6é por recuento de centelleo de liquidos. El transporte dependiente de ATP se calcul6 restando
los valores obtenidos en ausencia de ATP de los obtenidos en presencia de ATP.

Disefo del ensayo ilustrativo y principales etapas para ABCG2

e Preparar una concentracion apropiada de suspensién de membranas en tamp6n de ensayo; afiadir a la
suspension los sustratos no marcados y marcados con ®H. Distribuir la suspensién en placas de microti-
tulacion de 96 pocillos.

Sustratos:

o *H-estrona-3-sulfato (Perkin Elmer, NET-203/9,25 MBQq)
o *H-Metotrexato (Moravek, MT701)
0 estrona-3-sulfato (Sigma, E0251)

0 metotrexato

. Preincubar a temperatura de incubacidn; iniciar el ensayo por adicién de MgATP

. Incubar, detener la reaccion por adicion de tampén de lavado en frio (4°C)

. Filtrar en placas de filtracion (Millipore: MSFBNG6B 10) y lavar con tampén de lavado

. Colocar una cantidad conocida de gotas de suspension de membrana sobre un filtro vacio para deter-

minar el recuento total por minuto (cpm)

. Secar la placa de filtracion

. Afiadir el coctel de centelleo al pocillo que se ha de medir
. Medir con un analizador de centelleo de liquidos

J Calcular la velocidad de transporte del cpm obtenido.

Medicion de la actividad de transporte vesicular en caso de ABCB11: Las mediciones de la actividad de transporte
se llevaron a cabo con vesiculas de membranas purificadas que contenian el transportador ABCB11 humano, de
rata o de raton (BSEP, sPgp) aislado de células Sf9 (Spodoptera frugiperda) infectadas con baculovirus. Las prepa-
raciones de membranas contenian 5-16% de vesiculas de membranas orientadas inversamente cerradas. El trans-
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portador bombea las moléculas al interior de estas vesiculas. Las vesiculas se pueden separar por filtracion rapida
de la suspension de membranas por un filtro de vidrio o por una membrana de nitrocelulosa (usando vacio).

La determinacion cuantitativa de la molécula transportada se puede realizar de varias maneras, como: HPLC,
LC/MS, pero también es adecuado marcado fluorescente o radiactivo. En los ensayos se usaron sustratos marcados
con tritio y el modo de deteccién fue centelleo de liquidos.

Disefio del ensayo y principales etapas para ABCB11

Preparar una concentracién apropiada de suspension de membranas en tampon de ensayo; afiadir a la suspension
los sustratos no marcados y marcado con ®H. Distribuir la suspension en placas de microtitulacion de 96 pocillos.
Sustratos:

Acido *H-taurocélico (PerkinElmer, NET-322/9,25 MBQq)
Acido taurocélico (Sigma, T0750)

Preincubar a la temperatura de incubacion; iniciar el ensayo por adicion de MgATP
Incubar, detener la reaccion por adicion de tamp6n de lavado en frio (4°C)

Filtrar en placas filtrantes (Millipore: MSFBN6B10) y lavar con tamp6n de lavado

Colocar una cantidad conocida de gotas de suspension de membrana sobre un filtro vacio para determinar el re-
cuento total por minuto (cpm)

Secar la placa filtrante
Afadir el coctel de centelleo a los pocillo que se han de medir
Medir con un analizador de centelleo de liquidos

Calcular la velocidad de transporte del cpm obtenido.

Determinacion del contenido de colesterol: El contenido de colesterol de las membranas se determind usando el
método de colesterol-oxidasa (Contreras et al., 1992). Se mezclaron 10 puL de mezcla de reaccion (MgCl, 500 mM,
tampon Tris 500 mM, DTT 10 mM, 100 mg de Triton X-100, pH 7.4) con 10 pL la enzima colesterol-oxidasa a 1
mg/mL (Roche Diagnostics, Basel, Switzerland) y 50 uL de membranas. La solucién se incub6 a 37°C durante 30
minutos. La reaccién se detuvo por adicion de 100 uL de una solucion de metanol/etanol (50% (v/v)) y se incubd a
0°C durante 30 minutos adicionales. Después de una centrifugacion de 5 minutos a 700 g, se analizaron por HPLC
25 pL del liquido sobrenadante. Para la separacion cromatografica se usaron un aparato de HPLC (1100 Series set,
Agilent, Santa Clara, CA, USA) y una columna cromatografica C18 de fase inversa (3 pM, 100*2 mm Luna, Pheno-
menex, Torrance CA, USA). Los analitos se separaron usando acido acético/metanol al 1 % (v/v) como fase movil a
un caudal de 0,3 mL/min. El colesterol oxidado se detecté usando un detector de UV a 241 nm. Para cuantificar la
cantidad de colesterol se usaron patrones externos de calibracién de colesterol.

Analisis de los datos: Las potencias de los farmacos para alterar la actividad de ATPasa se obtuvieron a partir de los
graficos de la velocidad de hidrélisis de ATP en funcién del logaritmo de la concentracion de farmaco por regresiéon
no lineal de la ecuacion general de dosis-respuesta sigmoide:

Vinax — Vg -
V = Vi + T o TogCESU-TAT - Hillzlope (Ec.1)
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donde v = respuesta (nmol Pi/min/mg), Vmin = respuesta minima, Vmax = respuesta maxima, CE50 = concentracién
de ligando que produce 50% de respuesta maxima (eficacia), [A] = concentracion real de farmaco de ensayo y Hill-
slope = pendiente de Hill es un parametro que caracteriza el grado de cooperatividad. La CE50 se define de acuerdo
con The International Union of Pharmacology Committee (Neubig, R.R., Spedding, M., Kenakin, T. and
Christopoulos, A. (2003) International Union of Pharmacology Committee on Receptor Nomenclature and Drug
Classification. XXXVIII. Update on terms and symbols in quantitative pharmacology. Pharmacol Rev 55: 597-606).

Los transportadores tienen frecuentemente para el mismo farmaco sitios de unién de inhibidores de al menos una
baja y una alta afinidad. Por tanto, se obtuvieron frecuentemente curvas de respuestas de forma de campana. Para
estos tipos de curvas se usé una ecuacion que es que es una combinacion de dos respuestas sigmoides:

- Vimi — Dip Vimz — Dip "
v=>Dip+ 1+ 1[}1:IDEE3551- Tog[AT)<Hil=lopel + 1+ 1[}1110555152- TogAT) -Hill=lope? {Ec.2)

donde v = respuesta (nmol Pi/min/mg), Vmin1 Y Vminz = respuestas minimas, Dip = respuesta maxima, CE50; y CE50;
= concentraciones de ligando que producen 50% de respuesta maxima (eficacia), [A] = concentracion real del farma-
co de ensayo y Hillslopel y Hillslope2 son las constantes de cooperatividad.

Los parametros de Michaelis-Menten de la velocidad méxima (Vmax) Y de la afinidad del farmaco (Km) se obtuvieron a
partir de gréaficos de la actividad de la ATPasa en funcién de la concentracion del farmaco de ensayo por regresion
no lineal de la siguiente ecuacion:

_ Vanay X [5]
Ky + [5]
donde v = actividad enziméatica (nmol Pi/min/mg), Vmax = actividad maxima de ATPasa (nmol Pi/min/mg), Kn = cons-

tante de Michaelis-Menten para el sustrato ensayado (nM) y [S] concentracién de sustrato (nM). La ecuacién 3 se
us6 también para ajustar la curva en los graficos de transporte vesicular.

v (Ec. 3)

Como ejemplo, para ajustar la curva, se puede usar el programa informatico PRISM 3.0 (Graphpad) para los célcu-
los de Vmax Yy la pendiente K.

2. Experimentos para comparar membranas de insectos y membranas humanas

2.1 Ensayos de comparacion de ABCG2-ATPasa en membran as de células Sf9 y humanas, en presencia y
ausencia de sustratos con optimizacién de parametro S.

Los siguientes resultados se obtuvieron cuando se compararon las preparaciones de membranas de células Sf9 con
las preparaciones de membranas humanas. Ambas membranas presentaban valores de K, similares para la activi-
dad de ATPasa basal sensible al vanadato con respecto a ATP (2,0 mM y 2,2 mM respectivamente para membranas
de ABCG2-Sf9 y ABCG2-M), asi como para el transporte de [3H]-met0trexat0 vesicular dependiente de ATP con
respecto al metotrexato (3,9 mMy 3,6 mM). En ambos casos el transporte pudo ser inhibido por el inhibidor selectivo
de ABCG2, Ko143 1 pM.

Sin embargo, ademas de las similitudes se observaron diferencias significativas. Los sustratos de ABCG2 como
sulfasalazina, topotecan y prazosina solo influyeron ligeramente sobre la actividad de ATPasa de las membranas de
Sf9 (la sulfasalazina era un activador débil, mientras que el topotecan y la prazosina eran inhibidores débiles; véase
la Fig.1.A), mientras que los tres compuestos estimularon significativamente la actividad de ATPasa de las membra-
nas humanas (Fig.1B). Por tanto, las preparaciones de membranas de Sf9 no eran adecuadas para analizar estos
sustratos..

Se ha encontrado ahora que las composiciones lipidicas de membranas de insectos y de mamiferos difieren signifi-
cativamente, incluyendo el contenido de colesterol [Gimpl, G., Klein, U., Reilander, H. and Fahrenholz, F. (1995)
"Expression of the human oxytocin receptor in baculovirus-infected insect cells: high-affinity binding is induced by a
cholesterol-cyclodextrin complex”. Biochemistry 34: 13794-13801]. Los inventores encontraron que los contenidos de
colesterol de las vesiculas de ABCG2-Sf9 y ABCG2-M que contenian la proteina ABCG2 eran marcadamente dife-
rentes, exhibiendo ABCG2-Sf9 un nivel de colesterol aproximadamente 4-5 veces menor (6,5 pug/mg de proteina
frente a 28,99 pug/mg de proteina (Fig. 1C) y 6,26 frente a 23,68 (Fig. 1D)). La carga de colesterol de ambas mem-
branas usando tratamiento con cholesterol@RAMEB dio como resultado un aumento de aproximadamente quince
veces el contenido de colesterol en las vesiculas de ABCG2-Sf9 y un aumento de tres veces en las vesiculas de
ABCG2-M produciendo un contenido de colesterol final de (190 pg/mg de proteina final en ambas membranas (Fig.
1C). Por otro lado, el tratamiento con RAMEB elimin6 el colesterol de ambas membranas muy eficazmente (Fig. 1D).

Para posteriores experimentos se optimizd la carga de colesterol de membranas de Sf9 que expresaban ABCG2
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para la actividad de ATPasa con respecto al tiempo de exposicién (Fig. 1E) y la concentracion de carga de colesterol
(Fig. 1F). Para los experimentos mostrados en las Fig. 2 y la Fig. 4 se eligieron como tiempo y concentracién opti-
mos 30 minutos y cholesterol @RAMEB 1 mM. El contenido de colesterol en las membranas después del tratamiento
fue aproximadamente 60 pg/mg de proteina, aproximadamente 2 veces mayor que en la membrana de ABCG2-M.
Los inventores seleccionaron estos valores porque en estas condiciones el contenido de colesterol de las membra-
nas era relativamente insensible a cualquier parametro (Fig. 1E y F), por tanto se permitié una produccioén reproduci-
ble de membranas cargadas con colesterol.

Para el agotamiento del colesterol de las membranas de ABCG2-M se seleccion6 un tratamiento de 30 minutos
usando RAMEB 8 mM lo que proporcioné preparaciones de membranas con un contenido medio de colesterol de 3,5
pg/mg de proteina.

2.2 Comparacion de la actividad de ATPasa de las cél ulas de insectos y de mamiferos en presencia de sul  fa-
salazina después de carga o agotamiento de colester ol

La actividad de ATPasa de ABCG2 (MXR) sensible al vanadato de vesiculas de Sf9 no tratadas aumenté desde 20
nmol/Pi/mg prot/min (Fig. 2. panel A, curva inferior) en 5 nmol/Pi/mg prot/min en presencia de sulfasalazina. Des-
pués de la carga de colesterol, la actividad basal aumenté hasta casi 35 nmol/Pi/mg prot/min (Fig.2 panel A, curva
superior) que podia ser activada adicionalmente hasta 58 nmol/Pi/mg prot/min (!) por sulfasalazina.

La actividad basal de vesiculas preparadas a partir de células de mamiferos es inferior a 25 nmol/Pi/mg prot/min que
podia ser aumentada hasta 40 nmol/Pi/mg prot/min por sulfasalazina, mientras que el agotamiento del colesterol de
las células redujo significativamente ambas actividades (Fig 2 panel B, curva superior). Por consiguiente, tanto la
actividad basal como la actividad mas alta medida en presencia de sulfasalazina aument6 en las células no trata-
das, pero todavia era significativamente inferior comparada con las actividades obtenidas con membranas de Sf9
cargadas con colesterol.

Similarmente, tanto el topotecan como la prazosina estimularon significativamente la ABCG2-ATPasa en membra-
nas ABCG2-Sf9 (Fig. 2.C y E) y membranas ABCG2-M (Fig. 2.D y F) cargadas con colesterol, mientras que las
membrana ABCG2-Sf9 no tratadas (Fig. 2C y E) y las membranas ABCG2-M agotadas en colesterol (Fig. 2D y F) no
eran sensibles. Los datos cinéticos de la ABCG2-ATPasa se resumen en la Tabla 1. Los datos muestran una buena
correlacion entre los valores Vmax obtenidos con las membranas ABCG2-Sf9 y las membranas ABCG2-M cargadas
con colesterol. Sin embargo, los valores K, observados para los sustratos fueron aproximadamente 1,5 - 3,0 veces
mayores que con las membranas ABCG2-Sf9 cargadas con colesterol.

Tabla 1

Comparacion de la cinética de ABCG2-ATPasa de sulfasalazina, estrona-3-sulfato y topotecan obte-
nida en membranas de ABCG2-Sf9 cargadas con colesterol y ABCG2-M de tipo natural.

Farmaco de ensayo ABCG2-Sf9 cargada con colesterol ~ ABCG2-M

Vinax * Ky Vinad® K
Sulfasalazina 26,30 2,46 21,18 0,76
Estrona-3-sulfato 35,58 26,42 38,87 15,12
Topotecan 5,64 18,06 5,83 8,54

*nmol Pi/mg prot./min

**UM

Aungue hay una variacion entre las diferentes preparaciones de membranas, sin embargo dentro de cada prepara-
cion de membrana dada siempre se observé en cada caso una dependencia significativa del colesterol.

3. Efecto de la carga de colesterol sobre la activid  ad del transporte vesicular

Con ayuda de la tecnologia de radiois6topos se puede mostrar que el aumento de la actividad de ATPasa esta
correlacionado con el transporte real de moléculas de sustrato. Similarmente a los ensayos de ATPasa se usaron
vesiculas de membranas "inversas", y los ensayos se caracterizaron por la absorcion dependiente de ATP de los
sustratos marcados. Similarmente a los ensayos de ATPasa, la actividad de transporte esta correlacionada con el
contenido de colesterol de las vesiculas (Fig. 3) cuandqgge us6 como sustrato E3S (estrona-3-sulfato, Fig 3.A) o
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do de colesterol de las vesiculas (Fig. 3) cuando se us6 como sustrato E3S (estrona-3-sulfato, Fig 3.A) 0 metotrexa-
to (Fig 3.B). Como se observa con las mediciones de la actividad de ATPasa, el colesterol aumenta la actividad de
transporte de las vesiculas preparadas a partir de células Sf9 mas que para las que se originan de membranas de
mamiferos. En la Fig 3C se muestra el contenido de colesterol de las vesiculas usadas en la los experimentos.

La dependencia de la concentracion de sustrato del transporte vesicular se investigd con metotrexato como se
muestra en la Fig. 4. Los datos se calcularon sobre la hipétesis de que era aplicable la cinética de Michaelis-Menten.
Como se ve en la Tabla 2, mientras que aumenta la Vimax €n seis veces, los valores de K, s6lo cambian ligeramente.

Tabla 2

Efecto de la carga de colesterol sobre células ABCG2-Sf9; la actividad del transporte vesicular se midi6 frente a la
concentracion de metotrexato y se calcularon los parametros cinéticos como se ha descrito en la parte experimental.

Membranas no tratadas Membranas tratadas con colesterol
+D.T. +D.T.

Vmax 367,2 +21,91 2144 29,92

Km 935,2 +142,2 1068 +36,46

En la Fig. 5 se compara el transporte de estrona-3-sulfato por membranas de Sf9 tratadas con colesterol y no trata-
das Fig 5. Los experimentos se llevaron a cabo de acuerdo con el protocolo del ensayo vesicular estandar con E3S
usado por Solvo como se detalla en el Ejemplo 1.

4. Medicién de la actividad de ATPasa con membranas  que estan cargadas diferentemente con colesterol po  r
diferentes métodos

En los ensayos de ATPasa, independientemente de la tecnologia usada para la carga de colesterol, todas las de
preparaciones de membranas de Sf9 que expresan ABCG2 de tipo natural presentaron cambios de actividad depen-
diente del sustrato significativamente mayores (en algunos casos 100%) en comparacion con los de las vesiculas de
control. Los efectos de los sustratos usados en el estudio ya han sido mostrados previamente con las preparaciones
de membranas de origen mamifero, sin embargo, en el caso de células SfSF9 los sustratos indujeron efectos solo
despreciables, si los indujeron. Por consiguiente de acuerdo con el presente conocimiento el tratamiento con coles-
terol no modifica la especificidad del sustrato. Para optimizar el sistema, la carga de colesterol de las membranas de
Sf9 se ha realizado por tres vias:

a) Carga del colesterol directamente antes del ensayo de ATPasa. Las vesiculas de membranas aisladas se incuba-
ron en colesterol-ciclodextrina 1 mM durante 10 minutos a 37°C (98,6°F), seguido por la retirada por centrifugacion
de los complejos cholesterol @RAMEB no unidos y luego se llevé a cabo el ensayo de ATPasa (Fig. 5y 7, Tabla 3
mas adelante).

b) Carga de células vivas con colesterol. 24 horas después de la infeccion de Sf9 con el baculovirus se afiadio al
medio el complejo cholesterol@RAMEB a una concentracion dada y se cultivé durante 48 horas adicionales. La
membrana se prepar6 a partir de células tratadas (Fig. 8).

¢) Carga del colesterol durante la preparacion de la membrana. Después de la homogeneizacion y antes de la ultra-
centrifugacion se llevé a cabo la etapa de carga de colesterol y la preparacion se traté con colesterol-ciclodextrina
0,5-2 mM durante 20 minutos a +4°C (39,2°F). Este método demostré ser el mas eficaz, con la carga mas alta de
colesterol de las membranas, mientras que el tamafio y la calidad de las vesiculas permanecieron inalterados (Fig
9).

El resultado de cada tipo de carga de colesterol se describe brevemente mas adelante.
Método a)

El efecto de la pre-incubacion con colesterol sobre preparaciones de membranas de Sf9 que contenian ABCG2 de
tipo natural se muestra en la Fig. 6. La relativamente alta actividad de ATPasa basal de las preparaciones de mem-
branas de Sf9 aumenta como resultado del tratamiento con colesterol. En presencia de Ko143, un inhibidor especifi-
co de ABCG2, el efecto es despreciable y no es modificado por el colesterol. Para los tres sustratos (EKI, ZD 1839,
prazosina) investigados el tratamiento con colesterol causé un aumento muy significativo de la actividad de ATPasa,
en contraste con las membranas de control en donde el efecto fue insignificante.

La Tabla siguiente resume el efecto de los sustratos de ABCG2 investigados que fueron eficaces en ensayos de
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ATPasa con membranas tratadas ABCG2 de tipo natural tratadas con colesterol (de acuerdo con el apartado a). No
se observo ningun efecto para los sustratos marcados** cuando la preparacion de membranas no se tratd con coles-
terol. El verapamilo, la mitoxantrona y la rodamina no presentaron ningun efecto incluso con membranas tratadas
con colesterol en cualquier ensayo de ATPasa.

Tabla 3

Compuesto Concentracion Nivel de estimulacion (actividad de ATPasa sensible al vanadato en % (el
namero de experimentos independientes se da entre paréntesis)).

EKI 785 1uM 10015 (7)

ZD 1839 5 M 73+19 (3)

Prazosina* 20 uM 79112 (2)

Doxorubicina** |50 uM 83118 (3)

Sulfasalazina 20 uM 71% (3)

Topotecan 200 uM 31% (3) (no se puede activar sin carga de colesterol)

Concentracion Nivel de inhibicion (actividad de ATPasa sensible al vanadato en % (nUmero

de experimentos)

STI 1pM 2644 (2)

FTC 7 UM* 45 (1)

Ko143 1uM 857 (5)

La Fig 7 ilustra los efectos estimulantes e inhibidores dependientes de la concentracidon de ciertos sustratos de
ABCG2 importantes y los inhibidores presentados en la actividad de ATPasa de membranas de Sf9 preincubadas
con colesterol. Los resultados confirman que las concentraciones eficaces de activadores e inhibidores son similares
a las aplicadas a membranas de mamiferos.

Método b)

La carga de colesterol de las células vivas durante la Infecciéon por baculovirus de células Sf9 en comparacion con el
método de pre-incubacion dio como resultado un efecto menor, pero adn detectable. Sin embargo, el uso de este
método esta limitado por el hecho de que la expresién del transportador disminuye ya a complejo choleste-
rol@RAMEB 1 mM la expresion del transportador, por otra parte, por encima de esta concentracion el complejo tiene
efectos toxicos. El contenido de colesterol es mucho menor en las vesiculas finales que si se aplica el método c). La
Fig. 8. Muestra el resultado de un experimento representativo.

Método c)

La Fig. 9 muestra la eficacia de la carga de colesterol cuando se ejecuta durante el proceso de preparacion de
membranas de acuerdo con el método c). Se obtuvieron resultados similares con otras preparaciones independien-
tes. Las actividades basales para concentraciones de carga dadas no cambian, sin embargo, mientras que el efecto
maximo de los sustratos esta en el intervalo similar al de las vesiculas cargadas de acuerdo con el método a). De
acuerdo con los presentes resultados utilizar colesterol-ciclodextrina 2 mM para la carga de colesterol es preferido
en esta realizacion de carga de colesterol de la invencidn. En una variante altamente preferida de esta realizacion de
la Invencion, la preparacion de membranas se incub6 en un medio HBBS (pH 7,4) que contenia complejo choleste-
rol@RAMEB 0,55 mM durante 30 minutos, a 37°C (98,6°F).

Se debe advertir, cuando EKI es el sustrato, que la actividad de ATPasa sensible a vanadato, en presencia del sus-
trato, es mayor incluso a bajas concentraciones de ATP (0,2-0,4 mM) para membranas cargadas con colesterol.

5. Efecto de comparacion de la carga de colesterol s obre las mutantes de ABCG2
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En este conjunto de experimentos se llevd a cabo una comparacion sistematica de ABCG2 de tipo natural y sus
mutantes.

5.1. Experimentos con membranas de células Sf9 aislad  as

Con el fin de explorar los detalles moleculares de los efectos del colesterol observados en células intactas, se expre-
saron en células Sf9, ABCG2 y sus variantes mutantes R482G, R482T. Estas células se manipularon por ingenieria
genética para expresar grandes cantidades de las variantes de ABCG2 humanas, a niveles aproximadamente igua-
les de proteina transportadora [Ozvegy-Laczka et al., "Single amino acid (482) variants of the ABCG2 multidrug
transporter: major differences in transport capacity and substrate recognition”, Biochim Biophys Acta 1668 (2005) 53-
63]. Por otra parte, en las membranas aisladas de células Sf9 se pudo examinar el transporte vesicular directo, la
actividad de ATPasa estimulada por farmacos y la formacion de compuestos intermedios cataliticos (atrapamiento
de nucledtidos) [Ozvegy et al., "Characterization of drug transport, ATP hydrolysis, and nuclectide trapping by the
human ABCG2 multidrug transporter. Modulation of substrate specificity by a point mutation", J Biol Chem 277 (2002)
47980-47990]. Los inventores también estudiaron en el mismo sistema los efectos del colesterol sobre la proteina
MDR1 humana, expresada como se ha descrito antes [Sarkadi et al. Expression of the human multidrug resistance
cDNA in insect cells generates a high activity drug-stimulated membrane ATPase, J Biol Chem 267 (1992) 4854-
4858].

Para la carga con colesterol de membranas de células Sf9, que contenian niveles relativamente bajos de colesterol
endogeno, los inventores aplicaron una corta preincubacion de las membranas a 4°C con colesterol-beta-
ciclodextrina (C-CD, cholesterol@RAMEB), seguido por una eliminacién de este agente durante las etapas de centri-
fugacion posteriores. El contenido de colesterol de la membrana original en nuestras preparaciones de membranas
de células Sf9 estaba entre 5-8 pg/mg de proteina de membrana, y con preincubacion con C-CD 1-5 mM este conte-
nido de colesterol podia ser aumentado gradualmente hasta 60-80 g de colesterol/mg de proteina de membrana.

Estudios de transporte vesicular: En estos experimentos los inventores realizaron mediciones directas de transporte
de sustrato dependiente de ATP usando vesiculas de membranas inversas aisladas de células Sf9 que expresaban
ABCG2.

La Fig. 10 demuestra el efecto de la carga de colesterol de la membrana sobre la actividad de transporte de meto-
trexato (MTX) de la proteina ABCG2 humana en estas vesiculas de membranas. La carga de las membranas con
colesterol (C-CD ) aument6 en gran medida la actividad de transporte de la ABCG2 de tipo natural, produciendo un
aumento de 15-20 veces cuando el colesterol inicial de la membrana fue elevado hasta 65 pg de colesterol/mg de
proteina de membrana. Los inventores encontraron un gran aumento similar, en la absorcién dependiente de
ABCG2, de beta-estradiol-17-glucurénido (ESG - véase mas delante) y de estrona-3-sulfato (E3S - no mostrado) en
las vesiculas de membranas de Sf9 después de la carga de colesterol. Los inventores encontraron que el pretrata-
miento con ciclodextrina libre (CD) no afecté significativamente a la actividad de transporte de MTX (véase la Fig.
10), ESG o E3G de la proteina ABCG2 humana. Ademas, cuando los inventores aplicaron CD cargada con sitosterol
(S) (Fig. 10 - parte 4), o vesiculas de fosfatidilcolina en una preincubaciéon (no mostrada), no encontraron ningun
efecto sobre la actividad de transporte dependiente de ABCG2. Ko143, un inhibidor especifico de ABCG2, aboli6 el
transporte de sustrato tanto en las vesiculas de membranas de control como en las cargadas con colesterol.

Las variantes R482G o R482T de ABCG?2 tienen propiedades de manipulacién de sustrato significativamente dife-
rentes a las de la proteina de tipo natural. Estas variantes mutantes transportan ciertos compuestos cargados nega-
tivamente, por ejemplo, MTX, ESG o E3S so6lo con una actividad muy baja. Como se muestra en la Fig. 10, el trans-
porte de MTX por la variante ABCG2-R482G fue muy bajo tanto en las vesiculas de las membranas Sf9 de control
como en las cargadas con colesterol. Del mismo modo, la velocidad de transporte de MTX por la variante ABCG2-
R482T estaba por debajo de 50 pmoles/mg de proteina de membrana/minuto, independientemente del contenido de
colesterol de la membrana. Los inventores encontraron una falta similar de transporte significativo de ESG y E3S por
las variantes R482G y R482T, independientemente del contenido de colesterol de las vesiculas de membranas (no
mostrado).

En los experimentos de transporte documentados en la presente memoria, la carga de colesterol de las vesiculas
antes del experimento de transporte no afectd, mientras que la carga de colesterol durante la preparacion de las
membranas disminuy6 algo (20-30%) el contenido vesicular relativo de las membranas, medido por la actividad de
transporte de calcio endégeno. Por lo tanto, cualquier aumento en la actividad del transporte vesicular de ABCG2
esta probablemente incluso subestimado (los inventores no realizaron una correccién sistematica basada en esta
estimacion).

Todos estos experimentos sugieren que el efecto de C-CD era especifico para la ABCG2 de tipo natural, y el agota-
miento de otros constituyentes lipidicos de las membranas de células Sf9 (por ejemplo, por CD no cargado), un
aumento no especifico en los lipidos de membranas, o cambios no especificos de permeabilidad (por ejemplo, me-
diante sitosterol-CD, es decir, vesiculas con S-CD o PC) no pudieron explicar los efectos observados.

5.2 Efecto de la carga de colesterol sobre los param  etros cinéticos de transporte de MTX y ESG por ABCG2 y
sus mutantes
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En los siguientes experimentos lo inventores examinaron como la carga de colesterol afectaba a los parametros
cinéticos del transporte de MTX y ESG por ABCG2. La Fig. 11.A muestra la dependencia de la concentracion de
MTX de la absorcién de MTX dependiente de ABCG2 en vesiculas de membranas de Sf9 control y cargadas con
colesterol, respectivamente. En la vesiculas de membranas de células Sf9 originales no tratadas (que contenian 6-8
pg de colesterol/mg de proteina de membrana), la velocidad de absorcion de MTX fue baja, con una Vmax aparente
de aproximadamente 0,5 nmol de MTX/mg de proteina de membrana/min. En contraste, en las vesiculas pretratadas
con C-CD (que contenian en este experimento 55 ug de colesterol/mg de proteina de membrana), la absorcion de
MTX tuvo una Vmax estimada de aproximadamente 10 nmol de MTX/mg de proteina de membrana/min. La Ky, apa-
rente de absorcion de MTX fue aproximadamente 0,5 mM en ambos casos, pero la determinacion adecuada de los
valores de Km ¥ Vmax €n estos experimentos fue obstaculizada por la baja solubilidad de MTX a concentraciones
mayores de 3 mM. La Fig. 11.A también documenta que la variante R482G de ABCG2 tenia una actividad de trans-
porte de MTX muy baja, independientemente de las concentraciones de MTX examinadas.

Cuando los inventores examinaron el efecto del colesterol de las membranas sobre la dependencia de la concentra-
cion de ATP, de la absorcién de MTX en las vesiculas de membranas de Sf9 que contenian ABCG2 encontraron
que, independientemente del contenido de colesterol de las membranas, el transporte de MTX tenia una dependen-
cia de ATP saturable, con una K, aparente de ATP 0,6-0,8 mM y una velocidad de transporte maxima a aproxima-
damente ATP 5 mM. Estos valores estan de acuerdo con los datos de la bibliografia para la dependencia de ATP del
transporte vesicular por ABCG2. De nuevo, ninguna de las variantes R482G o R482T mostraron actividad de trans-
porte de MTX, independientemente de la concentracién de ATP o del contenido de colesterol de las vesiculas de
membranas de células Sf9.

En los siguientes experimentos los inventores examinaron la dependencia de la concentracion de ESG de la absor-
cion de ESG dependiente de ATP en vesiculas de membranas de Sf9 (Fig. 11.B). De manera similar a la observada
para MTX, en las vesiculas cargadas con colesterol este transporte mostré cinética de saturacion sencilla, con una
Vmax aparente de 700 pmol de ESG/mg proteina de membrana/min, mientras que la Ky aparente para ESG fue
aproximadamente 45 uM. En vesiculas de membranas de Sf9 de control la absorcion de ESG era demasiado baja
para una estimacion adecuada de K. También se logré una saturacion aparente de esta absorcion por encima de
de ESG 100 puM, con una Vmax aparente menor a 50 pmol de ESG/mg de proteina de membrana/min.

Estos experimentos sugieren que la modulacion del transporte de MTX y ESG por el colesterol de membranas tiene
un efecto predominante sobre la Vmax, €s decir aumentando la capacidad de transporte de sustrato de este transpor-
tador activo. El colesterol también puede modular ligeramente la afinidad al sustrato y las interacciones transporta-
dor/sustrato, pero los inventores necesitan mas estudios en este sentido.

La Fig 11.C demuestra la estimulacion del transporte de MTX y ESG en vesiculas de membranas de células Sf9
inversas por diferentes niveles del colesterol en las membranas. El efecto del colesterol sobre el transporte vesicular
se midié a concentraciones de MTXy ESG (MTX 50 uM y ESG y 25 uM, respectivamente) por debajo de los valores
de saturacion . En estos experimentos se aplicaron mezclas de preparaciones de membrana, que contenian la mis-
ma cantidad de ABCG2 humana, pero cargadas con diferentes niveles de colesterol. Aunque puede observarse una
ligera diferencia en estas curvas de activacion, el efecto del colesterol sobre ambos transportes de MTX y ESG de-
pendiente de ABCG2 era maximo por encima de 55 pg de colesterol/mg de proteina de membrana. Por lo tanto, la
modulacion por colesterol de la actividad de transporte de ABCG2 fue la mas pronunciada en el intervalo de los
niveles de colesterol fisiolégicos en diversas membranas celulares de mamiferos.

A modo de resumen, el colesterol de membranas aument6 en gran medida y de forma selectiva el transporte de
sustratos por la ABCG2 de tipo natural, mientras que los inventores no encontraron cambios significativos por coles-
terol en las propiedades de manejo de sustrato de las variantes mutantes de la proteina ABCG2.

5.3. Mediciones de ATPasa en membranas

En los siguientes experimentos los inventores examinaron el efecto de la carga de colesterol sobre la actividad de
ATPasa de membranas de las proteinas MDR1 y ABCGZ2. La actividad de ATPasa de membranas sensible al vana-
dato blogueada selectivamente por un inhibidor especifico, refleja la actividad de transporte de un namero de trans-
portadores ABC multifarmacos (Gottesman et al., "Multidrug resistance in cancer: role of ATP-dependent transpor-
ters", Nat Rev Cancer 2 (2002) 48-58; Sarkadi et al., "Human multidrug resistance ABCB and ABCG transporters:
participation in a chemoimmunity defense system", Physiol Rev 86 (2006) 1179-1236; Sarkadi et al., "Expression of
the human multidrug resistance cDNA in insect cells generates a high activity drug-stimulated membrane ATPase", J
Biol Chem 267 (1992) 4854-4858]. Como se ha informado anteriormente, la actividad de ABCG2-ATPasa puede ser
inhibida especificamente por fumitremorgina C o su analogo, Ko143. Esta actividad de ABCG2-ATPasa "basal" es
relativamente alta en vesiculas de membranas de células Sf9 aisladas, pero no pudo detectarse una activacion de
sustrato significativa en el caso de la proteina de tipo natural en las preparaciones de membranas de células Sf9.

La Fig. 12.A muestra la actividad de ATPasa sensible a vanadato de la ABCG2 de tipo natural, asi como la de las
variantes R482G y R482T, tanto en ausencia como en presencia de dos sustratos transportados potenciales. En
estos estudios los inventores seleccionaron prazosina, y el inhibidor de la tirosina-quinasa (EKI) EKI-785, puesto que
estos compuestos mostraron ser sustratos tanto para la proteina de tipo natural, asi como para las variantes R482G
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0 R482T de ABCG2 [C. Ozvegy-Laczka, G. Koblos, B. Sarkadi, A. Varadi, "Single amino acid (482) variants of the
ABCG2 multidrug transporter: major differences in transport capacity and substrate recognition”, Biochim Biophys
Acta 1668 (2005) 53-63].

En la Fig. 12.A los inventores documentaron las respectivas actividades de ATPasa medidas en dos niveles diferen-
tes de colesterol en las membranas, es decir, en las membranas de células Sf9 de control (6-8 pg de colesterol/mg
de proteina de membrana) y cargadas de colesterol (50-65 pg de colesterol/mg de proteina de membrana), respec-
tivamente. Ko143 demostré inhibir completamente y de forma selectiva las actividades de transporte en todas estas
variantes de ABCG2, y el nivel de actividad endégena de ATPasa sensible a vanadato en las membranas de células
Sf9 de control estaba en el intervalo medido en presencia de Kol43 en las membranas que expresaban ABCG2
(aproximadamente 8-10 nmoles/mg de proteina de membrana/min). Estos datos indican que la fraccién sensible al
Ko143 de la actividad de ATPasa de membrana se correlacionaba estrechamente con la actividad de la proteina
ABCG2 .

Como se documenta en la Fig. 12.A, la carga de colesterol de las membranas de células Sf9 no afectd de manera
significativa, o s6lo aumenté ligeramente la actividad de ATPasa basal de las tres variantes de ABCG2, y no afecté a
la baja actividad de la ATPasa de fondo medida en presencia de Ko143. Sin embargo, la carga de colesterol aumen-
té en gran medida la actividad de ATPasa estimulada por farmacos de la ABCG2 de tipo natural en presencia de
ambos sustratos, mientras que no tuvo tal efecto en el caso de las variantes mutantes R482G o R482T. Por lo tanto,
el efecto del colesterol sobre la actividad de ATPasa estimulada por farmacos esta en estrecha correlacion con las
alteraciones observadas en el transporte de sustrato vesicular directo, mientras que la actividad de ATPasa basal no
puede estar directamente relacionada con este transporte.

En los siguientes experimentos los inventores examinaron los efectos de varios sustratos transportados sobre la
actividad de ABCG2-ATPasa (la fraccion sensible a Ko143) en membranas de células Sf9 aisladas en un intervalo
de concentracion de 0,1-50 micromolar. De acuerdo con los estudios anteriores de los inventores, en este sistema
no observaron ni obtuvieron sélo una pequefia estimulacion de la actividad de ABCG2-ATPasa por los compuestos
examinados. Como se muestra en las Figuras 12.B y C, los compuestos ya indicados para ser sustratos transporta-
dos de ABCG2, es decir el inhibidor de tirosina-quinasa Iressa (Gefitinib), el topotecan ampliamente aplicado, el
metabolito irinotecan SN38, el agente anticancerigeno experimental flavopiridol, y el compuesto flavonoide querceti-
na, produjeron todos una importante estimulacion de la actividad de ABCG2-ATPasa en las membranas de células
Sf9 cargadas con colesterol (Fig. 12.B), mientras que sélo hubo una pequefia estimulacién en las membranas de
control (Fig.12.C). En el caso de la quercetina y algunos inhibidores de tirosina-quinasa se observo esta estimulacion
ya en concentraciones sub-micromolares y produjeron muy altos niveles maximos de actividad de ATPasa. Estos
datos muestran que en membranas de Sf9 cargadas con colesterol se puede llevar a cabo de manera eficiente y
confiable el cribado del sustrato ABCG2, basado en la medicion de la actividad de la ATPasa sensible a Ko143.

6. Mediciones de atrapamiento de nucleétidos

Con el fin de explorar el mecanismo molecular del efecto del colesterol sobre ABCG2 humana, los inventores exami-
naron el atrapamiento de nucleoétidos sensible al vanadato en membranas de células Sf9 aisladas de control y car-
gadas con colesterol, respectivamente. Los transportadores de ABC mas activos forman un compuesto intermedio
catalitico, estabilizado por la presencia de vanadato, que puede ser visualizado por foto-reticulacion dependiente de
UV y marcado covalente por la alfa-**P-8-azido-ATP [Gottesman et al., "Multidrug resistance in cancer: role of ATP-
dependent transporters”, Nat Rev Cancer 2 (2002) 48-58]. Como los inventores documentaron anteriormente, en el
caso de ABCG2 este experimento requiere el uso de Co-alfa-*’P-8-azido-ATP, y el atrapamiento de nucleétidos es
totalmente dependiente de vanadato.

En nuestros experimentos de atrapamiento de nucle6tidos anteriores, llevados a cabo en membranas de células Sf9
gue contenian ABCG2-humana, se encontro que en el caso de ABCG2 de tipo natural la adicion de farmacos, por
ejemplo, prazosina, no aumentd, sino que disminuy6 ligeramente la formacion de este producto intermedio (véase
Ozvegy et al., "Characterization of drug transport, ATP hydrolysis, and nucleotide trapping by the human ABCG2
multidrug transporter. Modulation of substrate specificity by a point mutation”, J Biol Chem 277 (2002) 47980-47990].
En contraste, el atrapamiento de nucleoétidos en la variante ABCG2-R482G fue aumentado significativamente por los
sustratos transportados.

En el estudio actual los inventores repitieron estos experimentos en membranas de células Sf9, que expresaban
ABCG2, sin o con precarga de colesterol. Como se muestra en la Fig. 13, en las membranas de células de Sf9 de
control el atrapamiento de nucleétidos dependiente de vanadato fue muy bien medido, pero la adicion de prazosina o
EKI solo disminuy6 ligeramente la formacién de este compuesto intermedio. Cuando se calculan los valores medios
en tres experimentos independientes, corregidos por el control de carga de inmunotransferencia de ABCG2, el mar-
cado de ABCG2 relativo disminuy6 hasta 45% por prazosina y hasta 55% por EKI. La carga de colesterol no alter6 el
nivel basico de atrapamiento de nucledtidos por ABCG2 (el valor medio relativo del marcado de ABCG2 fue 105%).
Sin embargo, la adiciéon de prazosina (un aumento relativo hasta 125%), o incluso mas significativamente, de EKI (un
aumento hasta 180%), estimulé el atrapamiento de nucledtidos en las membranas cargadas con colesterol, en con-
traste con la fuerte disminucion producida por estos farmacos en las membranas de control no cargadas. En estos
estudios de atrapamiento de nucleétidos se obtuvieron resultados similares en dos momentos de tiempo diferentes
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(2 minutos y 5 minutos). En todos los casos la adicién de Ko143 eliminé el atrapamiento de nucleétidos dependiente
de ABCG2.

En el caso de la variante mutante ABCG2-R482G, la estimulacion por prazosina y EKI del atrapamiento de nucleoti-
dos estaba ya presente en las membranas de control, y en este caso los inventores no encontraron diferencia signi-
ficativa por enriquecimiento en colesterol de las membranas de células Sf9 en el presente estudio (datos no mostra-
dos).

Estos experimentos indican un efecto significativo de colesterol de membranas sobre la velocidad de atrapamiento
de nucleétidos por la proteina ABCG2 humana. En correlacion con la aceleracién observada del transporte de sus-
trato vesicular directo, y la aparicion de actividad de ATPasa estimulada por farmacos, se encontré que la carga de
colesterol promovia la estimulacién por farmaco de la formacién del compuesto intermedio catalitico, lo que indicaba
una estimulacién por colesterol de la renovacién del transportador de tipo natural.

6. Experimentos para comparar las membranas de Sf9 ca  rgadas y no cargadas con colesterol que contenian
el transportador ABCB11

6.1 Comparacion de la actividad de ATPasa de la membrana ABCB11 de raton cargada y no cargada con colesterol.

La actividad de ATPasa basal sensible al vanadato de vesiculas de ABCB11 de ratén no tratadas aumenté desde 37
nmol Pi/mg de prot/min hasta 64 nmol Pi/mg prot/min en presencia de tauroquenodesoxicolato (Fig. 14.A). Después
de la carga de colesterol, la actividad basal disminuy6 hasta 4,7 nmol Pi/mg prot/min que podia ser activada hasta
39 nmol Pi/mg prot/min por tauroquenodesoxicolato (Fig. 14.B). Este método dio como resultado una mejor relacién
sefial a ruido para el ensayo de ATPasa de ABCB11 de ratén en comparacién con las membranas no cargadas que
es mas adecuado para cribar compuestos.

Se observaron diferencias significativas en la activacion por taurocolato y glicocolato usando vesiculas de ABCB11-
Sf9 de ratdn no tratadas y tratadas (Fig.14.A, B).

6.2 Efecto de la carga de colesterol sobre la actividad de transporte vesicular del transportador ABCB11 humano/de
ratén/de rata.

Al igual que en los ensayos de ATPasa, se utilizaron vesiculas de membranas "inversas" y los ensayos se caracteri-
zaron por la absorcion dependiente de ATP de los sustratos marcados. El colesterol aumenté la actividad de trans-
porte de taurocolato de vesiculas preparadas a partir de células Sf9 que contenian el transportador ABCB11 de rata/
humano/de ratén (Fig.15.A, B, C). Este efecto se observo en el grado mas alto en el caso de la actividad de trans-
porte de ABCB11 de rata (Fig.15.A.). Los valores de Ky y Vmax fueron calculados usando la hipétesis de que era
aplicable la cinética de Michaelis-Menten. Como se ve en la Tabla 3, mientras que los valores de Vmax aumentaron
de manera significativa, los valores de Km cambiaron sélo ligeramente.

Tabla 3. Valores K Y Vmax calculados usando la ecuacion de Michaelis-Menten

ABCBl1de rata- |ABCB11 de |JABCB11 ABCB11 ABCBl1lde ABCBl1lde
Sf9+Colest. rata-Sf9- humana-Sf9- |humana- ratéon-Sf9-CTRL ] ratén-
CTRL CTRL Sfo9+Colest. Sf9+Colest.

Valores con el

mejor ajuste

Vmax(pmol

TC/mg prot/ 121,3 14,54 169,4 323 1199 1843

min)

Km (UM) 19,55 2,203 15,03 17,04 6,798 7,608
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Aplicaciones y ventajas

Los inventores han descrito que el fendmeno es adecuado para ajustar sistemas de ensayo siendo una realizacion
preferida en comparacion con la conocida en la técnica.

Un importante resultado de la presente invencion es que usar membranas precargadas con colesterol esta tecnolo-
gia permite el cribado de una amplia variedad de moléculas sustratos midiendo la actividad de ABCG2-ATPasa.

Realmente la carga de colesterol mejor6 especificamente la tasa de ATPasa estimulada por farmacos y la velocidad
maxima de transporte para los sustratos estudiados en experimentos de transporte vesicular. La carga de colesterol
de membranas de células de insectos hace que sus propiedades de transporte y de ATPasa sean similares a las de
las membranas de mamiferos que contienen altos niveles de colesterol endégeno. Por tanto, el transportador ABC
cargado con colesterol, por ejemplo, ABCB11 o ABCG2 que sobre-expresan membranas de células de insectos son
modelos adecuados para estudiar la funcién transportadora.

Abreviaturas: Transportadores ABC: transportadores casetes de unién a ATP (ATP binding cassette); ABCP: trans-
portador ABC especifico de placenta (placenta specific ABC transporter); ADME: Absorpcion, Distribucién, Metabo-
lismo, Excrecion; BCRP: proteina de resistencia al cancer de mama (breast cancer resistance protein); CD: ciclodex-
trina, C-CD: ciclodextrina cargada con colesterol, S-CD: ciclodextrina cargada con sitosterol, EKI: inhibidor de tirosi-
na-quinasa EKI-785, ESG: estradiol-17-beta-glucurénido, E3S: estrona-3-sulfato, MDRL1: proteina 1 de resistencia a
multifarmacos; MRP1: proteina 1 asociada a resistencia a multifarmacos; MTX: metotrexato, MXR, proteina asociada
a la resistencia a mitoxantrona; P-gp: P-glicoproteina; PheA: Feoforbida A, PNGase F: Péptido-N-glicosidasa F;
RAMEB: B-ciclodextrina metilada aleatoriamente; células Sf9: células de ovario de Spodoptera frugiperda.
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REIVINDICACIONES

1. Una preparacion de membranas de células de insectos o preparacion de células de insectos cargada con coles-
terol para estudiar la interaccién de un compuesto y una proteina transportadora ABC (casete de unién a ATP) de-
terminando la actividad de dicha proteina transportadora ABC,

comprendiendo dicha preparacién un mayor nivel de colesterol en las membranas en comparacion con el nivel de
colesterol fisioldgico del mismo tipo de membrana de células de insectos, comprendiendo dicha preparacion de
membranas de células de insectos o preparacion de células de insectos una proteina transportadora ABC, en donde
dicha proteina transportadora ABC es ABCG2 (proteina transportadora ABC G2) o ABCB11 (una proteina transpor-
tadora ABC B11),

teniendo dichas ABCG2 o ABCB11 una mayor actividad de transporte de sustrato en comparacién con la actividad
de transporte de sustrato de dicha proteina ABCG2 o ABCBL11 si esta presente en el mismo tipo de membrana de
célula de insectos que tiene un nivel de colesterol fisiologico.

2. La preparacion de la reivindicacion 1, en donde el nivel de colesterol en la membrana es:
- al menos 50% del nivel de colesterol correspondiente de una membrana de célula de mamifero,
0
- al menos 2 veces el nivel de colesterol endégeno de una membrana de célula de insecto.

3. La preparacién de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, en donde la actividad de transporte de sustrato es al
menos 1,5 veces mayor que la actividad de transporte de sustrato de dicha proteina transportadora ABC si esta
presente en una preparacion de membranas de células de insectos de control del mismo tipo que tiene un nivel de
colesterol fisiolégico cuando se analiza por:

a) un ensayo de transporte vesicular y/o
b) un ensayo de ATPasa estimulada por sustrato.

4. Un kit de reactivos para determinar la actividad de ATPasa estimulada por sustrato o de transporte vesicular de
una proteina transportadora ABC, en donde dicha proteina transportadora ABC es ABCG2 o ABCB11, compren-
diendo dicho kit:

- la preparacioén de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, y/o

- medios para expresar ABCG2 o ABCB11 como se han definido en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3
en células de insectos y medios para cargar las células de insectos con colesterol y opcionalmente medios para
preparar una preparacion de membranas a partir de las células de insectos, y

- si se desea, cualquiera de los siguientes: sustratos de la proteina transportadora ABC, ATP, colesterol, tam-
pones, reactivos, controles, inhibidores o activadores de la proteina transportadora ABC.

5. Un método para fabricar una preparacion de células de insectos o una preparacion de membranas de células de
insectos, que comprende una proteina transportadora ABC que tiene mayor actividad de transporte de sustrato, para
uso en un ensayo de proteina transportadora ABC,

en donde dicho método comprende:

- proporcionar ABCG2 o ABCB11 en una preparacion de células de insecto o en una preparacion de mem-
branas de células de insectos como se ha definido en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3,

- cargar la preparacion de células de insectos o la preparaciéon de membranas de células de insectos con co-
lesterol, con lo cual se aumenta el nivel de colesterol de la preparacion de células de insectos o de la preparacion de
membranas de células de insectos.

6. Un método de ensayo para estudiar la interaccion de un compuesto y una proteina transportadora ABC determi-
nando la actividad de dicha proteina transportadora ABC, en donde dicho método de ensayo comprende las etapas
de:

- proporcionar una proteina ABCG2 o ABCBL11 activa en una preparacion de membranas de células de insec-
tos o de membranas de células de insectos de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 u obtenible por
un método de acuerdo con la reivindicacion 5,

- poner en contacto un compuesto con la proteina ABCG2 o ABCB11,

- medir la actividad de transporte de sustrato de la proteina ABCG2 o ABCB 11 por un ensayo de ATPasa es-
timulada por sustrato y/o por un ensayo de transporte vesicular en presencia y en ausencia de dicho compuesto,
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- comparar los valores de actividad obtenidos en presencia y ausencia del compuesto, en donde la prepara-
cion de células de insectos o la preparacion de membranas de células de insectos tiene un mayor nivel de colesterol
en comparacion con el nivel de colesterol fisiologico de membranas de células de insectos.

7. Un método de ensayo de la reivindicacion 6 para analizar la interaccion simultanea de al menos dos compuestos
y una proteina ABCG2 o ABCB11 determinando la actividad de la proteina transportadora, comprendiendo dicho
método al menos las etapas de:

- proporcionar una proteina activa ABCG2 o ABCB11 en una preparaciéon de células de insectos o en una
preparacion de membranas de células de insectos de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 u obte-
nible por un método de acuerdo con la reivindicacion 5,

- poner en contacto un primer compuesto con la proteina ABCG2 o ABCB11,

- medir la actividad de transporte de sustrato de la proteina ABCG2 o ABCB11 por un ensayo de ATPasa es-
timulada por sustrato y/o la actividad de transporte vesicular en presencia y ausencia de dicho primer compuesto,

- comparar los valores de actividad obtenidos en presencia y en ausencia de dicho primer compuesto,

- poner en contacto un segundo compuesto con la proteina transportadora ABC en presencia del primer com-
puesto,

- medir la actividad de transporte de sustrato de la proteina transportadora ABC por un ensayo de ATPasa
estimulada por sustrato y/o la actividad de transporte vesicular en presencia del primero y segundo compuesto si-
multaneamente,

- comparar los valores de actividad obtenidos en presencia y en ausencia del segundo compuesto,
- evaluar el efecto del segundo compuesto sobre la actividad en presencia del primer compuesto,

en donde
la preparacion de células de insectos o la preparacién de membranas de células de insectos es una preparacion
como la definida en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3.

8. Un uso de colesterol para aumentar la actividad de transporte de sustrato en un ensayo para estudiar la interac-
cion de un compuesto y una proteina ABCG2 o ABCB11 determinando la actividad de una proteina transportadora
ABC insertada en una membrana de células de insectos o en una preparacion de células de insectos o en una pre-
paracion de membranas de células de insectos.

9. El uso de la reivindicacion 8, en donde se usa colesterol en forma de un complejo de colesterol y una ciclodextri-
na.

10. Un uso de una preparacion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 o una preparacién obtenible
por un método de acuerdo con la reivindicacién 5, en un ensayo de la proteina ABCG2 o ABCB11 para estudiar la
interaccion de un compuesto y una proteina ABCG2 o ABCB11 determinando la actividad de dicha proteina ABCG2
0 ABCB11.

11. El uso de la reivindicacion 10, en donde la actividad de la proteina transportadora ABC se analiza por:
a) un ensayo de transporte vesicular y/o

b) un ensayo de ATPasa estimulada por sustrato.
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Fig. 4
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Ensayo de ATPasa en ABCG2 de tipo natural ($f9)
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Fig. 10
1 2 3 4
I control
1800 - ZZAKo143 - %
= ]
:1600- no cargadas ] +C-CD +CD +S-CD
E 1400+
£ 1
E 12004
E .
g_ 1000 -
X sun-
f 600
2 |
g 400 4
£ |
G 200
g = m W
g M

Tipo R482G Tipo R482G Tipo R482G Tipo

natural * natural natural natural
Fig. 11A
7 ®  tipo natural
7000 & tipo natural + colesterol
A G
6000 & G+ colesterol

Transporte de MTX (pmol/min/mg prot)

Concentracion de MTX [pM]

39



ES 2459218 T3

Fig.11B
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Fig. 12C
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Fig. 13
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Fig. 15.A
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Fig. 15.C
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