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57  Resumen:
Construcción génica y métodos para detectar
compuestos antifúngicos y antitumorales.
La presente invención se refiere a una construcción
génica para la amplificación de la respuesta a señales
que activan la ruta de integridad celular (CWI) en
Saccharomyces cerevisiae. Comprende un alelo
hiperactivo de la MAPKK de esta ruta, bajo el control
del promotor de un gen inducible por Rlm1, que
implica la creación de un circuito de retroalimentación
positiva cuya estimulación conduce a la muerte
celular. La invención también se refiere a los métodos
para detectar agentes que alteren la pared celular o la
función de componentes de la propia ruta, lo que
permite la detección de compuestos farmacológicos
antifúngicos y/o antitumorales.

Se puede realizar consulta prevista por el art. 40.2.8 LP.Aviso:



 
 

 
 

 

 

 

Construccion genica y metodos para detectar compuestos antifungicos 

antitumorales 

5 Sector de la Tecnica 

La presente invencion se encuadra en el sector de la industria farmaceutica-

biotecnologica y, mas concretamente, en programas de cribado farmacologico 

para bCisqueda de compuestos con actividad antifungica o modificadora de la 

serializaciOn mediada por MAPKs (Mitogen Activated Protein Kinases) . 

10 

Estado de la tecnica: 

La epidemiologia de la infecciOn fungica invasiva (IFI) ha cambiado en los 

Ciltimos 20 afios, por lo que hoy dia las micosis se consideran enfermedades 

emergentes. Su incidencia ha aumentado significativamente y la poblacion de 

15 riesgo se ha extend ido incluyendo a pacientes con diferentes enfermedades de 

base tales como los que padecen un cancer hematologic°, los ingresados en 

unidades de cuidados intensivos, los trasplantados de 6rgano solid° o aquellos 

que reciben altas dosis de corticosteroides u otros inmunosupresores (Garcia-

Vidal et al., 2013. Pathogenesis of invasive fungal infections. Curr. Opin. Infect. 

20 Dis. 26, 270-276). Ademas, este aumento se ha observado tambien en otras 

poblaciones de pacientes mucho mas numerosas como son los que sufren 

enfermedad pulmonar obstructiva cr6nica. Tambien es relevante el hecho de 

que la etiologia de las micosis invasivas esta cambiando. Ademas de Candida 

albicans y Aspergillus fumigatus , se estan identificando conno agentes causales 

25 de IFI otras especies como Candida glabrata , Aspergillus terreus, Trichosporon 

asahii Fusarium spp , Scedosporium spp, Mucorales y dematiaceos. Todas 

estas especies emergentes tienen la caracteristica corn& de ser mucho mas 

resistentes a los antifungicos que C. albicans y A . fumigatus, lo que aumenta 

la mortalidad ya de por si elevada. 

30 

El nilmero actual de antifCingicos efectivos es relativamente reducido y, 

contrariamente a lo que se podia esperar por analogia con lo que ocurre en el 
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caso de los farmacos antibacterianos que actuan sobre la pared celular, solo 

se ha comercializado hasta el momento un tipo de compuestos antifungicos 

que actuan sobre esta diana, inhibiendo la sintesis de p-glucano: las 

equinocandinas (Drew e t al. , 2013. Recent advances in the treatment of life-

5 threatening, invasive fungal infections. Expert. Opin. Pharmacother. 14, 2361- 

2374). Una de las razones de la escasez de farmacos antifungicos de este tipo 

probablemente sea el limitado numero de procedimientos de rastreo 

especificos dirigidos a esta diana, frente a la estrategia clasica de buscar 

inhibidores del crecimiento fungico de una forma general. Se han propuesto 

10 algunas metodologias enfocadas a la busqueda de antift:ingicos que 

especificamente act:Jen sobre la pared celular, como son la bUsqueda de 

compuestos inhibidores de GTPasas fOngicas que regulan el proceso de 

mantenimiento de la integridad de la pared celular (EP0892854B1), 

compuestos que puedan inhibir manosil-transferasas (N u 0-glicosilaciones), 

15 que son enzimas ausentes en celulas de mamiferos y esenciales para el 

mantenimiento de la pared celular fungica (US6153376A), o bien inhibidores 

especificos del producto de genes relacionados con esta estructura y que son 

esenciales para la viabilidad fungica como CaKRE5, CaALR1 o CaCdc24 

(W00068420A2). Se han propuesto tambien estrategias orientadas a la 

20 valoracion de la expresiOn de genes indicadores de la actividad de la via de la 

glucan-sintasa, como son los genes SKM1 , YPS3, YKL 1 6 1 C (MLP1) , MET1 0, 

etc. (W02004057033A1). Asimismo, se ha propuesto una metodologia para 

identificar compuestos que alteren la pared celular mediante la valoracion de la 

expresion del promotor de uno de estos genes, MLP1 , en virtud de que su 

25 expresiOn esta regulada por la ruta de integridad de la pared celular (CWI, Cell 

Wall Integrity) de forma dependiente del factor de transcripci6n RIm1, de 

manera que cuando se induce la ruta, consecuencia de una alteracion 

significativa de la pared celular, este es el gen cuya expresi6n mas se induce. 

La fusi6n de dicho promotor al gen de resistencia al antibiOtico nurseotricina 

30 permite detectar la induccion de la ruta en funci6n de la resistencia de la 

levadura a dicho antibiotic° (ES2303452B1). 
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Otra de las razones que podrian explicar el bajo nOmero de inhibidores de la 

biogenesis de la pared celular kingica identificados hasta el momento, podria 

ser precisamente la existencia del eficaz mecanismo de salvamento inducido 

por la ruta CWI ante condiciones que hacen peligrar a esta estructura. 

5 

Todo tipo de celulas, desde las procarioticas mas elementales hasta las 

eucarioticas mas complejas, utilizan rutas de transduccion de senales para 

reconocer el ambiente que las rodea y adaptarse a el, asi como para 

comunicarse con otras celulas. De especial relevancia en organismos 

10 eucariotas son las rutas en las que intervienen MAPKs (Mitogen Activa ted 

Protein Kinases) . Estas protein quinasas regulan procesos esenciales como 

son la expresion genica o la traducci6n, estabilidad y localizaciOn de proteinas. 

No es de extrariar, por tanto, que las MAPKs jueguen un papel esencial en 

procesos como la embriogenesis, la proliferacion y diferenciacion celular, la 

15 apoptosis, la respuesta a estres, la movilidad celular, la homeostasis 

metabOlica, la inmunidad o la funcion cardiaca, o que las anormalidades en 

senalizacion por MAPKs se asocien con enfermedades humanas como la 

obesidad, diabetes, desordenes neurodegenerativos, artritis reumatoide o 

cancer (Kim and Choi, 2010. Pathological roles of MAPK signaling pathways in 

20 human diseases. Biochim. Biophys. Acta. 1 802 , 396-405). 

Estas rutas, conservadas evolutivamente en eucariotas, comparten una 

cascada de tres protein quinasas: una MAPK quinasa quinasa (MKKK o 

MEKK), una MAPK kinasa (MKK o MEK) y la propia MAPK, que se fosforilan y 

25 activan sucesivamente en condiciones de estimulacion. Una vez activadas, las 

MAPKs fosforilan a su vez a proteinas efectoras, por ejemplo, factores de 

transcripcion, regulando de esta manera la expresi6n genica (Yang et al., 2013. 

MAP kinase signalling cascades and transcriptional regulation. Gene 513, 1- 

13). 

30 

En la levadura Saccharomyces cerevisiae , un organismo unicelular eucariotico, 

operan 5 MAPKs: Fus3, Kss1, Hog1, Smk1 y Slt2, que definen 5 rutas que 
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regulan el apareamiento, el crecimiento filamentoso, la respuesta a condiciones 

de estres osm6tico, la formacion de las esporas y la integridad celular, 

respectivamente (Chen and Thorner, 2007. Function and regulation in MARK 

signaling pathways: Lessons learned from the yeast Saccharomyces 

5 cerevisiae . Biochim. Biophys. Acta. 1773, 1311-1340). En respuesta a una 

agresion a la pared celular de S. cerevisiae , una estructura esencial que la 

protege y da forma, se produce la estimulacion de la ruta mediada por la MARK 

S1t2, denominada ruta de integridad de la pared celular (CWI; revisado por 

Levin en 2005 -Levin, D.E., 2005. Cell wall integrity signaling in Saccharomyces 

10 cerevisiae. Microbiol. Mol. Biol. Rev. 69, 262-291-). La activacion de esta ruta 

dispara un mecanismo compensatorio dirigido a mantener la estabilidad de la 

pared celular mediante una remodelacion de la misma, fundamentalmente a 

traves de un cambio en el patr6n de expresi6n genica, y con ello asegurar la 

viabilidad celular frente a dicha agresiOn. La MARK S1t2 es activada por las 

15 MAPKKs redundantes Mkk1 y Mkk2 quienes a su vez son activadas por la 

MAPKKK Bck1. Bck1 recibe el estimulo de la proteina kinasa C Pkc1, a su vez 

activada por la GTPasa Rho1 en respuesta a la serial detectada por los 

mecanosensores de membrana Mid2 y Wsc1,2,3. Una vez activada, Slt2 

fosforila y activa al factor de transcripcion RIm1, que promueve un incremento 

20 en la transcripcion de una serie de genes, entre ellos YKL 1 6 1 C (MLP1), CRH1 , 

CWP1 , SLT2 o RLM1 . For otro lado, la pared celular no esta presente en 

celulas de mamiferos, mientras que esta ruta tambien esta conservada en 

hongos patagenos, como Candida alb/cans (Navarro-Garcia, F. et al. , 2001. 

Signal transduction pathways and cell-wall construction in Candida alb/cans. 

25 Med. Mycol. 39 Suppl 1 , 87-100), Aspergillus fumigatus (May, G.S et al. , 2005. 

Mitogen activated protein kinases of Aspergillus fumigatus . Med.Mycol. 43 

Suppl 1 , S83-S86) o Cryptococcus neoformans (Kozubowski, L. et al. , 2009. 

Signalling pathways in the pathogenesis of Cryptococcus. Cell Microbiol. 1 1 , 

370-380). 

30 

En conclusion, es necesario desarrollar nuevos sistemas de busqueda y 

estrategias terapeuticas para solventar estos problemas. En esa linea de 
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actuaciones se incluye la invencion aqui presentada, que se orienta a la 

utilizaciOn de cepas hipersensibles para el rastreo farmacologico de 

compuestos que especificamente dafien la pared celular fungica, o inhiban el 

mecanismo compensatorio controlado por la ruta CWI. 

5 

Descripcion detallada de la invencion 

ConstrucciOn genica y metodos para detectar compuestos antifungicos y 

antitumorales. 

10 

Para obtener un sistema con el que rastrear nuevos farmacos con efecto 

potencialmente antifiangico, en la presente invencion se ha realizado una 

construed& genica que incluye el gen MKK1 de Saccharomyces cerevisiae 

modificado mediante una mutacion que da lugar a un cambio en el aminoacido 

15 386 de la proteina, de manera que la serina de la secuencia silvestre esta 

sustituida por una prolina, lo que da lugar a una forma hiperactiva del gen 

(MKK1s386P); en la construed& genica, adernas, dicho gen esta precedido por 

una secuencia promotora inducible por el factor de transcripci6n RIml de la 

ruta CWI y tambien se incluye una secuencia de terminacion de la transcripciOn. 

20 

En la presente invencion, por "secuencia promotora" se entiende la region de 

una molecula de ADN a la que se une la ARN polimerasa para iniciar la 

transcripci6n y por "secuencia de terminacion de la transcripcion" se entiende 

la secuencia de ADN localizada en el extremo de la porci6n transcrita, y que 

25 causa que la ARN polimerasa termine la transcripcion. 

Un aspecto de la presente invencion se refiere a una construcci6n genica que 

comprende los siguientes componentes, en el orden que se indica en la 

direcci6n de transcripci6n de 5' a 3': 

30 - la secuencia promotora de un gen inducible por el factor de transcripcion RIml 

de la ruta de integridad celular (CWI) de Saccharomyces cerevisiae, 
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- una secuencia de DNA cuya expresion da lugar a la proteina Mkk1 de 

Saccharomyces cerevisiae con una mutaci6n que produce la modificaciOn del 

aminoacido S386 por P386 en dicha proteina, denominada Mkk1s386P, segOn 

se describe en SEQ ID NO: 3, y 

5 - una secuencia de terminacien de la transcripcion. 

En esta construcci6n genica la distancia entre el extremo 3' de la secuencia 

promotora y el extremo 5' de la secuencia de DNA cuya expresi6n da lugar a 

la proteina Mkk1S386P es menor o igual a 18 nucleotidos y la distancia entre el 

extremo 3' de la secuencia de DNA cuya expresi6n da lugar a la proteina 

10 Mkk1S386P y el extremo 5' de la secuencia de terminaciOn es menor o igual a 18 

nucleotidos. De hecho, en la union entre dos de los componentes de la 

construcciOn pueden quedar, por ejemplo, nucleotidos de secuencias diana de 

enzimas de restricci6n insertadas en la secuencia de uno o varios componentes 

para facilitar la uniOn de los distintos componentes de la construccion, o bien 

15 otras secuencias de nucleotidos, siempre que no alteren la funcionalidad de la 

construcciOn. 

En una realizacion preferida, la secuencia promotora pertenece al gen 

YKL 1 6 1 C (MLP1) , que se describe en SEQ ID NO:1. Por otro lado, como 

20 secuencia de terminacion de la transcripci6n, una realizaciOn preferida incluye 

la secuencia de terminaci6n ADHt , descrita en SEQ ID NO:4. La realizaciOn 

mas preferida de la invenciOn, caracterizada por SEQ ID NO: 13, incluye 

pYKL 1 6 1 C y ADHt . 

25 La sobreexpresion del alelo de MKK/s386P que codifica una versiOn hiperactiva 

de esta MAPKK es letal para la celula. Se ha elaborado una construcci6n 

genica que da lugar a un circuito genetic° de retroalimentacion positiva que 

conduce a una elevada amplificacion de la sefial que se transmite a traves de 

la ruta CWI de la levadura S. cerevisiae y resulta en letalidad para las celulas. 

30 

La construed& genica objeto de esta invencion conduce a una amplificacien 

continua de la serial transmitida por la MAPK S1t2 a traves del factor de 
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transcripcion RIm1. El esquema que incluye una realizacion preferida de la 

invencion es: pYKL 1 6 1 C-MKK1s386P-ADHt , y por tanto comprende los 

siguientes componentes: 

p YKL 1 6 1 C- promotor del gen YKL 1 6 1 C (MLP1) , caracterizado por SEQ 

5 ID NO: 1, que presenta una elevada inducciOn transcripcional en respuesta a 

clan° en pared y a estimulos que activan la ruta CWI. 

MKK1s386P- caracterizado por SEQ ID NO: 2; alelo de MKK1 que codifica 

una version hiperactiva de esta MAPKK, cuya sobreexpresion es letal para la 

celula. 

10 ADHt- regi6n de terminacion transcripcional del gen ADH1 , 

caracterizada por SEQ ID NO: 4. 

Otro aspecto de la invencion se refiere a vectores en los que se han insertado 

las posibles construcciones de la invencion. Estos vectores, posteriormente, 

15 pueden utilizarse para transformar celulas de S. cerevisiae . Ademas, las 

construcciones de la invencion pueden integrarse directamente en el genoma 

de una cepa de S. cerevisiae . 

La invencion tambien incluye a la cepa de S. cerevisiae depositada con fecha 

20 26 de septiembre de 2014 en la Coleccion Espanola de Cultivos Tipo (CECT), 

ubicada en el Parque Cientifico de la Universidad de Valencia, 46980 Paterna 

(Valencia), con nOmero de acceso CECT13115 que, internamente, recibe la 

referencia yEA1. 

25 Tal y como se indica en la figura 1, en una celula que incluye la construcci6n 

genica de la invencion, se genera un circuito de amplificaciOn, de 

retroalimentacion positiva, y la estimulacion de la ruta supone la activacion de 

la cascada de quinasas hasta Slt2, la fosforilaciOn y activacion de RIm1, la 

inducci6n del promotor YKL 1 6 1 C y la expresiOn del alelo hiperactivo 

30 correspondiente. Su expresion conduce a una mayor activaciOn de Slt2, por 

tanto de RIm1, y por tanto una mayor expresion de YKL 1 6 1 C, generandose un 

bucle de activaciOn que se retroalimenta positiva y continuadamente mientras 
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se mantenga el estimulo. El lo conlleva una gran amplificaciOn de la serial y, por 

tanto, una respuesta celular excesiva, lo que conduce a la muerte de la celula 

a bajas concentraciones de cualquier agente que altere la pared de S . 

cerevisiae . Por tanto, la construcci6n genica de la invenciOn confiere a las 

5 celulas que la portan una hipersensibilidad a los estimulos que activan la ruta 

CWI. 

Esta invenciOn tiene aplicaciones como sistema biosensor de estimulos 

externos. Las cepas que incluyen la construcci6n genica pueden utilizarse para 

10 detectar con mas facilidad estimulos debiles que activen naturalmente la ruta 

CWI, debido a su mayor sensibilidad. 

La capacidad biosensora de las cepas fungicas con la construcci6n genica que 

da lugar at circuito amplificador de serial permite su utilizaciOn como 

15 herramienta de cribado farmacolOgico para la identificacion de diferentes tipos 

de farmacos: 

i) For una parte, para la busqueda de antiffingicos. 

Con una cepa de levadura que incluya la construcciOn genica de la invencion, 

20 que da lugar at circuito de amplificaciOn en la ruta CWI, podemos rastrear 2 

tipos de compuestos con actividad antifOngica de una manera muy sencilla y 

sensible: 

(A) compuestos que alteran procesos de la pared celular o dean 

25 directamente dicha estructura. Estos compuestos provocan la muerte celular al 

estimular el circuito de amplificacion de la ruta CWI, lo que se detecta mediante 

sistemas de rastreo HTS (High throughput screening) . La cepa que contiene la 

construcciOn genica es hipersensible al clan() en la pared, debido at efecto 

amplificador de la serial, por lo que puede permitir descubrir compuestos que, 

30 siendo activos sobre esa diana, ester' en baja concentraciOn o tengan una 

potencia reducida en la muestra a ensayar (productos naturales o de sintesis 
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quimica), por lo que no podrian ser detectados directamente como inhibidores 

del crecimiento fungico en una cepa silvestre de S. cerevisiae . 

(B) compuestos que inhiben a componentes de la ruta CWI y, por tanto, 

5 al mecanismo compensatorio que se dispara en condiciones de clan() en la 

pared celular y que permite mantener la integridad de esta estructura esencial. 

Este segundo tipo de compuestos podria potenciar la acci6n de otros 

antifOngicos que actUen directamente sobre la pared celular en terapias 

combinadas. Estos compuestos se identifican por su capacidad de evitar la 

10 muerte celular de las cepas kingicas que incluyen las construcciones genicas 

de la invencion en condiciones de activacion del circuito de amplificacion por 

algun estimulo conocido de la ruta CWI. El hecho de que su forma de 

identificacion en el rastreo sea por recuperaciOn de la viabilidad celular, 

favorece el aislamiento de compuestos con poca toxicidad per se sobre la 

15 celula eucariotica. 

ii) Por otra parte, este bioensayo se puede utilizar en el rastreo 

farmacologico para la busqueda de antitumorales. 

20 Hay que tener en cuenta que tanto las proteinas que operan en las rutas 

mediadas por MAPKs en la levadura S. cerevisiae , como los mecanismos de 

activacion, las interacciones moleculares que determinan el reconocimiento y 

la especificidad de sustratos o la localizacion subcelular de los componentes, 

son muy parecidos a los del resto de organismos eucari6ticos, incluyendo los 

25 de eucariotas superiores. De hecho, esta conservacion estructural y funcional 

ha hecho posible el uso de S. cerevisiae como modelo experimental de celula 

eucari6tica para la clonaciOn o caracterizaciOn de genes humanos que 

cod ifican proteinas de serializacion. Por tanto, los posibles compuestos que se 

obtendrian en un cribado con el segundo bioensayo anteriormente descrito (B) 

30 como inhibidores de los componentes de la ruta CWI son, potencialmente, 

inhibidores de rutas de MAPKs similares en celulas de mamffero. Dado que, en 

este caso, la diana no es especifica de hongos, los compuestos seleccionados 
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pueden tener efecto antitumoral ya que estas rutas de MAPKs son esenciales 

en la proliferacion celular de celulas eucariOticas superiores, jugando un papel 

fundamental en algunos procesos oncologicos. 

5 El desarrollo de bioensayos utilizando este sistema, ya sea mediante el uso de 

la construcciOn genica o mediante el uso de los vectores y/o celulas que la 

contienen, tiene una serie de ventajas destacables, como es su facil 

adaptabilidad a la tecnologia de alto rendimiento (HTS), ya que admite formatos 

de alta densidad, presenta un sistema de deteccion muy facil (medida de 

10 crecimiento por espectrometria, frente a otros sistemas basados en genes 

reporteros que implican medida de actividad enzimatica), rapidez en la 

obtenci6n de resultados, bajo coste (permite el uso de medios de cultivo 

sencillos no definidos, sin requerimientos nutritivos especificos), etc. Una 

innovacion importante de este sistema es la combinaci6n de una elevada 

15 sensibilidad de las levaduras que portan la construccion genica de la invenciOn 

con una gran selectividad de acci6n. 

Otro aspecto de la invencion se refiere a un kit para la detecci6n de compuestos 

antifOngicos y/o antitumorales que incluye las construcciones genicas, los 

20 vectores y/o las celulas eucariotas de la invencion. 

En conclusion, las cepas de levaduras que incluyen esta construcci6n genica 

constituyen un sistema sencillo, facil de manipular, sensible, especifico, seguro 

y muy econOmico de busqueda de compuestos tanto que alteren la pared 

25 fungica como que modifiquen la senalizaciOn a traves de rutas de MAPKs, y 

por tanto con potencial actividad antifOngica o antitumoral. 

Descripcion de las figuras 

30 Figura 1: Esquema ilustrativo de la forma de operar del circuito genetic° de 

amplificacion y retroalimentacion de la ruta CWI mediada por la MAPK Slt2 en 

la levadura S. cerevisiae . Se muestran los distintos componentes que 
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participan en esta ruta de respuesta a estres sobre la pared celular y la 

composici6n de la construcci6n genica de la invencion. 

Figura 2: Ensayos de sensibilidad en medio liquid() de la cepa yEA1 y las 

5 isogenicas silvestre BY4741 y mutante Y00993 (sIt2,8) , frente a rojo Congo 

(representado como "RC"), un compuesto alterante de la pared celular, 

utilizando un metodo de microdiluciOn. 

Figura 3: Ensayos de recuperaci6n de la viabilidad en medio liquido en 

10 presencia de rojo Congo de la cepa yEA1 y las isogenicas silvestre BY4741 y 

mutante s1t24 tras la adiciOn de cercosporamida (representada como "C"), un 

agente que inhibe la serializaciOn a traves de la ruta CWI, utilizando un metodo 

de microdiluciOn. 

15 Modo de realizacion de la invenciOn 

La presente invencion se ilustra adicionalmente mediante los siguientes 

ejemplos, los cuales no pretenden ser limitativos de su alcance. 

Ejemplo 1: Construccion del plasmido pEA1 que incluye la cassette de 

20 amplificacion de la serial de la ruta CWI. 

Para construir el plasmido pEA1 con la cassette de amplificacion de la serial de 

la ruta CWI, se amplificaron por separado y mediante la reaccion en cadena de 

la polimerasa (PCR) los tres modulos que incluye la construcci6n genica de la 

invenciOn (los sitios de corte de las correspond ientes enzimas de restricciOn se 

25 indican mediante subrayado): 

Regi6n promotora del gen YKL 1 6 1 C, utilizando los oligonucleotidos 

cebadores MLP1PR5 (CCCCGGAATTCGGGCCCACAACAAGAACGT  

GGGCGATAC), caracterizado por SEQ ID NO: 5, que introduce puntos 

30 de corte EcoRI y PspOMI ; y MLP1PR3 (CCCCCTCGAGCATTTAATTG 

TGAATCTTTCTTCG), caracterizado por SEQ ID NO: 6, que introduce 
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un punto Xhol. Como molde se utilize) DNA gen6mico de la cepa S288C 

de S. cerevisiae . 

Amplificacion de la version hiperactiva del gen MKK1 s386P . Se utilizaron 

los oligonucleotidos cebadores MKK1-5 (CCCGTCGACTCGAGATGG 

5 CTTCACTGTTCAGACC), caracterizado por SEQ ID NO: 7, que 

introduce sitios de corte Sall-Xhol al comienzo de la secuencia 

amplificada y el oligonucleotido MKK1-3 (CCCGTCGACTTAATCTTTC 

CAGCACTTCC), caracterizado por SEQ ID NO:8, que introduce un sitio 

Sall al final de la secuencia amplificada. Como molde se utilize) el 

10 plasmido pNV7W-MKK1s386P (Watanabe, Y . et al. 1995. Yeast RLM1 

encodes a serum response factor-like protein that may function 

downstream of the Mpk1 (S1t2) mitogen-activated protein kinase 

pathway. Mol. Cell Biol. 1 5 , 5740-5749). 

- Amplificacion de la regi6n terminadora del gen ADH1 , con los 

15 oligonucleotidos ADHT5 (CCCCGGATCCGTCGA  CCTGAGTAAATAA 

GCG), caracterizado por SEQ ID NO: 9, que introduce sitios de corte 

BamHI-Sall , y ADHT3B (CCCCCGGATCCCGGTGGTGGTCAATAAG), 

caracterizado por SEQ ID NO: 10, que introduce un sitio de corte BamHI . 

Como molde se utilizo DNA gen6mico de la cepa S288C de S. 

20 cerevisiae . 

A continuacion, la construccion genica se ensamblO subclonando en tandem 

los tres modulos indicados anteriormente, siguiendo la secuencia EcoR l -

pYKL 1 6 1 C-Xho l -MKK1 s386P-Sall -ADHt-BamH 1 , y se introdujeron como un 

25 fragmento genic° en el vector de integraci6n M4366 HO-hisG-URA3-hisG-poly-

HO (Voth et al. 2001. Yeast vectors for integration at the HO locus. Nucleic 

Acids Res. 29, E59) (nUrnero de acceso AF324729) entre los sitios EcoRI y 

BamH 1 , generandose el plasmido pEA1. 

30 Ejemplo 2: Construccion de la cepa recombinante yEA1 de S . cerevisiae 

Para construir la cepa recombinante yEA1 de S. cerevisiae , se integre la 

construed& genica pYKL 1 6 1 C-MKK1 s386P-ADHt en el genoma de la cepa 
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silvestre BY4741 (coleccion EUROSCARF) mediante su transformaci6n con el 

fragmento Notl -Notl procedente del plasmido pEA1, dirigiendose por tanto la 

integraci6n al locus HO de dicha cepa. Para la transformacion, se siguiO el 

metodo del acetato de litio seleccionando los transformantes en medio carente 

5 de uracilo. Se confirm6 su integraciOn en el locus HO mediante ensayos de 

amplificacion por PCR, utilizandose los oligonucleOtidos 5"- 

CTGATATGTCTGAGG-3", caracterizado por SEQ ID NO: 11, que hibrida en el 

gen HO, y 5"-CATTGGAAATTAGGGC"-3, caracterizado por SEQ ID NO: 12, 

que hibrida en la secuencia de la region promotora del gen YKL 1 6 1 C. Tras la 

10 verificacion de su integracion correcta, se forzO la perdida del marcador de 

seleccion URA3, presente en la cassette de integracion, mediante el cultivo en 

presencia de acid° 5-fluoroorOtico, que resulta toxico para aquellas celulas 

portadoras del gen URA3, obteniendose la cepa yEA1. 

15 Ejemplo 3: Ensayo de la cepa yEA1 frente a agentes alterantes de la pared 

celular. 

A modo de ejemplo de la aplicabilidad de este sistema en la busqueda de 

antifOngicos alterantes de la pared celular fungica, se muestra la inhibici6n del 

crecimiento que provoca el rojo Congo, una sustancia que se une a la quitina 

20 de la pared celular e interfiere con la estabilidad de la pared celular de la 

levadura. Los ensayos se realizaron en la cepa yEA1, en comparaciOn con la 

cepa silvestre BY4741 y con una cepa mutante slt213 isogenica (la cepa Y00993 

de EUROSCARF). El ensayo se realizO mediante el cultivo de un preinOculo de 

cada cepa de levadura en medio YPD ( Yeast Extract-Peptone-Dextrose , medio 

25 comun de crecimiento de hongos) hasta una concentraciOn de 2 x 107 celulas 

(equivalente a una D0600 entre 0,8 y 1,2), desde el cual se diluy6 el cultivo 

hasta una DO estimada 0,01, inoculandose 75 pl de esta suspension en cada 

pocillo de una placa multipocillo (96 pocillos), que contenia 75 pl de medio 

fresco YPD en cada pocillo, al que se ailadio rojo Congo en una concentracion 

30 comprendida entre 0,0029 y 1,5 pg/ml, tal y como se indica en la Figura 2. Las 

placas multipocillo se incubaron a 24°C durante 24 horas, valorandose el 

crecimiento de las tres cepas utilizadas en un lector de placas como 
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absorbancia a 600nM. En el grafico de la Figura 2, se muestra el 

comportamiento en este ensayo de las tres cepas, con el crecimiento 

representado en ordenadas y las concentraciones de rojo Congo utilizadas en 

el eje de abscisas. Se puede observar c6mo la Concentraci6n Minima 

5 Inhibitoria (CM!) de este compuesto sobre la cepa yEA1 que incluye la 

construcci6n genica de la invencion es menor que sobre la cepa silvestre 

BY4741 e, incluso, que sobre la cepa delecionada en el gen SLT2. El lo indica 

la elevada sensibilidad de la cepa yEA1, que porta la construed& genica aqui 

descrita. 

10 

Ejemplo 4: Ensayo de la cepa yEA1 frente a agentes inhibidores de la 

setializacion a traves de la ruta CWI. A modo de ejemplo de la aplicabilidad 

de este sistema en la bUsqueda de compuestos inhibidores de la ruta CWI de 

hongos, se muestra un ensayo de recuperacion del crecimiento par 

15 cercosporamida. La cercosporamida es un inhibidor comercial de la protein 

kinasa Pkc1, componente esencial en la serializaciOn a traves de la ruta CWI. 

El ensayo se realizo igual que en el ejemplo 3, con la excepcion de que se 

atiadio una concentracion fija de 0,025pg/mIde rojo Congo a todos los pocillos 

para inducir el circuito genetico de retroalimentacion positiva a que da lugar la 

20 construed& genica de la invenciOn y concentraciones variables de 

cercosporamida, en un rango que no resulta t6xico para la cepa silvestre (entre 

2,5 y 40pg/m1); se utilizaron, ademas, las mismas tres cepas que en el ejemplo 

3. En el grafico de la Figura 3 se muestra, en ordenadas, el crecimiento en 

estas condiciones de las tres cepas ensayadas, tras 24 horas de incubaciOn a 

25 24°C, frente a las concentraciones de cercosporamida utilizadas, en el eje de 

abscisas. Se observa la recuperaciOn del crecimiento que provoco la 

cercosporamida en la cepa yEA1 a partir de una concentracion de 20pg/ml, 

mientras que la cepa mutante slt2A isogenica no creci6 a ninguna de las 

concentraciones ensayadas. 

30 

Texto libre de la lista de secuencias 
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El texto libre utilizado en la lista de secuencias se corresponde en espariol a 

las siguientes caracteristicas: 

SEQ ID NO: 5 

5 Secuencia artificial de ADN; cebador basado en YKL 1 6 1 C de Saccharomyces 

cerevisiae. 

Nucleotidos del 6 al 11: sitio de reconocimiento de la enzima de restricciOn 

EcoRl . 

Nucleotidos del 12 al 17: sitio de reconocimiento de la enzima de restricci6n 

10 PspOMI . 

SEQ ID NO: 6 

Secuencia artificial de ADN; cebador basado en YKL 1 6 1 C de Saccharomyces 

cerevisiae . 

15 Nucleotidos del 5 al 10: sitio de reconocimiento de la enzima de restriccion Xho l 

SEQ ID NO: 7 

Secuencia artificial de ADN; cebador basado en MKK1 de Saccharomyces 

cerevisiae 

20 Nucleotidos del 4 al 9: sitio de reconocimiento de la enzima de restriccion Sall . 

Nucleotidos del 9 al 14: sitio de reconocimiento de la enzima de restriccion Xho l 

SEQ ID NO: 8 

Secuencia artificial de ADN; cebador basado en MKK1 de Saccharomyces 

25 cerevisiae. 

Nucleotidos del 4 al 9: sitio de reconocimiento de la enzima de restriccion Sall . 

SEQ ID NO: 9 

Secuencia artificial de ADN; cebador basado en ADH1 de Saccharomyces 

30 cerevisiae. 

NucleOtidos del 5 al 10: sitio de reconocimiento de la enzima de restricciOn 

BamHI . 
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Nucleotidos del 11 al 16: sitio de reconocimiento de la enzima de restriccion 

Sall . 

SEQ ID NO: 10 

5 Secuencia artificial de ADN; cebador basado en ADH1 de Saccharomyces 

cerevisiae . 

Nucleotidos del 6 al 11: sitio de reconocimiento de la enzima de restriccion 

BamHI . 

10 SEQ ID NO: 11 

Cebador basado en el gen HO de Saccharomyces cerevisiae . 

SEQ ID NO: 12 

Cebador basado en la regi6n promotora del gen YKL 1 6 1 C de Saccharomyces 

15 cerevisiae. 

SEQ ID NO: 13 

Secuencias artificial de ADN; construcciOn genica que comprende la regi6n 

promotora del gen YKL 1 6 1 C, el gen MKK1 s386P y la region de terminaci6n del 

20 gen ADH1 de Saccharomyces cerevisiae . 

NucleOtidos del 1 al 6: sitio de reconocimiento de la enzima de restricciOn 

EcoRl . 

Nucleotidos del 7 al 12: sitio de reconocimiento de la enzima de restriccion 

PspOMI . 

25 Nucleotidos del 13 al 1204: promotor del gen YKL 1 6 1 C de S. cerevisiae . 

Nucleatidos del 1205 al 1210: sitio de reconocimiento de la enzima de 

restricci6n Xho l . 

Nucleotidos del 1211 al 2737: gen MKK/ s386P de S. cerevisiae . 

NucleOtidos del 2738 al 2743: sitio de reconocimiento de la enzima de 

30 restricciOn Sall . 

Nucleotidos del 2744 al 2938: region de terminacion del gen ADH1 de S. 

cerevisiae . 

 

ES 2 530 292 B2

 

17



 

Nucleotidos del 2939 al 2944: sitio de reconocimiento de la enzima de 

restriccion BamHI . 
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REIVINDICACIONES 

1. Construed& genica que comprende los siguientes componentes, en el 

orden que se indica en la direccion de transcripcion de 5' a 3': 

5 - la secuencia promotora de un gen inducible por el factor de transcripcion RIm1 

de la ruta de integridad celular (CWI) de Saccharomyces cerevisiae, 

- una secuencia de DNA cuya expresion da lugar a la proteina Mkk1 de 

Saccharomyces cerevisiae con una mutacion que produce la modificaci6n del 

aminoacido S386 por P386 en dicha proteina, segOn se describe en SEQ ID 

10 NO: 3 y denominada Mkk1S386P, y 

- una secuencia de terminacion de la transcripci6n; 

en la que la distancia entre el extremo 3' de la secuencia promotora y el extremo 

5' de la secuencia de DNA cuya expresiOn da lugar a la proteina Mkk1S386P es 

menor o igual a 18 nucleotides y la distancia entre el extremo 3' de la secuencia 

15 de DNA cuya expresion da lugar a la proteina Mkk1S386P y el extremo 5' de la 

secuencia de terminaci6n es menor o igual a 18 nucleotides. 

2. ConstrucciOn genica en la que la secuencia de DNA cuya expresiOn da lugar 

a la proteina Mkk1S386P es el polinucleOtido que se describe en SEQ ID NO: 2, 

20 denominado MKK1s386P. 

25 

3.- Construccien genica segun cualquiera de las reivindicaciones 1-2 en la que 

la secuencia promotora es la region promotora del gen YKL 1 6 1 c , caracterizada 

por SEQ ID NO: 1. 

4. Construed& genica segun cualquiera de las reivindicaciones 1-3 en la que 

la secuencia de terminaci6n de la transcripci6n es la secuencia de terminaci6n 

de gen ADH1 de Saccharomyces cerevisiae , caracterizada por SEQ ID NO: 4. 

30 5. ConstrucciOn genica caracterizada por SEQ ID NO: 13. 
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6. Vector que contiene cualquiera de las construcciones definidas en las 

reivindicaciones 1-5. 

7. Celula de S. cerevisiae que contiene el vector definido en la reivindicaciOn 6. 

8. Celula recombinante de S. cerevisiae que incluye en su genoma cualquiera 

de las construcciones definidas en las reivindicaciones 1-5. 

9. Cepa de S. cerevisiae depositada en la Coleccion de Cultivos Tipo (CECT) 

10 con el nOmero de acceso CECT13115. 

10. Metodo para detectar compuestos antifOngicos que alteran la pared celular 

kingica que incluye los siguientes pasos: 

a) inocular una cantidad suficiente de una cepa de S. cerevisiae segiin se 

15 define en cualquiera de las reivindicaciones 7-9 en medio de cultivo que 

contiene, en sucesivos tubos, microtubos o pocillos, concentraciones 

crecientes de los productos que se desea evaluar; 

b) incubar el medio de cultivo inoculado del paso a); 

c) determinar el crecimiento de la cepa inoculada en el paso a); 

20 d) seleccionar el/los producto/s incluido/s en el medio de cultivo del paso a) en 

el que se detecte menor crecimiento de la cepa de S. cerevisiae definida en las 

reivindicaciones 7-9 con respecto a una cepa silvestre utilizada como control. 

11. Metodo para detectar compuestos antitumorales o antifungicos inhibidores 

25 de la serializacion a traves de la ruta CWI que incluye los siguientes pasos: 

a) inocular una cantidad suficiente de una cepa de S. cerevisiae segun se 

define en cualquiera de las reivindicaciones 7-9 en medio de cultivo que 

contiene un compuesto que estimula la ruta CWI y, en sucesivos tubos, 

microtubos o pocillos, concentraciones crecientes de los productos que se 

30 desea evaluar; 

b) incubar el medio de cultivo inoculado del paso a); 

c) determinar el crecimiento de la cepa inoculada en el paso a) ; 
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d) seleccionar el/los producto/s incluido/s en el medio de cultivo del paso a) en 

el que se detecte mayor crecimiento de la cepa de S . cerevisiae definida en las 

reivindicaciones 7-9 con respecto a una cepa silvestre utilizada como control. 

5 12. Metodo segun la reivindicacion 11 en el que el compuesto estimulador de 

la ruta CWI del paso a) es el Rojo Congo. 

13. Uso de la construccion genica, los vectores y/o las celulas definidas en las 

reivindicaciones 1-9 en la detecci6n de compuestos antifungicos y/o de 

10 compuestos antitumorales. 

14. Kit para la detecci6n de compuestos antifungicos y/o antitumorales que 

incluye las construcciones genicas, los vectores y/o las celulas eucariotas 

definidas en las reivindicaciones 1-9. 
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Nº de solicitud: 201400935 
  
  

1. Documentos considerados.- 
 
A continuación se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideración para la 
realización de esta opinión. 
 
 

Documento Número Publicación o Identificación Fecha Publicación 
D01 ES 2303452   A1 (UNIV. MADRID COMPLUTENSE) 01.08.2008 
D02 RODRIGUEZ-PEÑA, J.M. et al., J. Biotechnol., (2008), 133(3): 311-7. 2008 
D03 WATANABE, Y. et al., Mol. Cell. Biol., (1995), 15(10): 5740-9. 1995 
D04 YASHAR, B. et al., Mol. Cell. Biol., (1995), 15(12): 6545-53. 1995 
D05 STRAEDE, A. et al., Yeast, (2007), 24(4): 321-34. 2007 
D06 JUNG, U.S. et al., Mol. Microbiol., (2002), 46(3):781-9. 2002 
D07 WO 2004057033 A1 (ROSETTA INPHARMATICS LLC.) 08.07.2004 

 
 
En D01, D02, D05 - D07 se divulgan diferentes construcciones génicas para la detección de sustancias antifúngicas con 
actividad directa o indirecta sobre la pared celular. 
 
En D03 y D04 se describe el mutante de la MAPK kinasa, MMK1, caracterizado por el cambio Ser386Pro (MKK1S386P). 
 
 
2. Declaración motivada según los artículos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecución de la Ley 11/1986, de 20 de 
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaración 
 
 
1. NOVEDAD (Art. 4.1. y Art. 6.1. de la Ley de Patentes). 
 
1.1 Reivindicaciones independientes 1, 10 y 14. 

 
1.1.1. El objeto de las reivindicación 1 consiste en una construcción génica que comprende (1) una secuencia promotora 

de un gen inducible por el factor de transcripción Rlm1 de la ruta de integridad celular de Saccharomyces cerevisiae, 
en particular la región promotora del gen YKL161c, (2) una secuencia  de ADN cuya expresión da lugar a la proteína 
mutante MKK1S386P y (3) una secuencia de terminación de la transcripción. La reivindicación 10 trata de un método 
para detectar compuestos antifúngicos que alteran la pared celular fúngica basado en la utilización de cepas de 
Saccharomyces cerevisiae portadoras de la construcción génica de la reivindicación 1.  También se reivindica un kit 
para llevar a cabo dicho método que comprende las construcciones génicas de la reivindicación 1 (Reivindicación 
14).  

En el estado de la técnica más próximo, constituido por los documentos D01-D07, no se ha divulgado ninguna 
construcción génica ni método para la detección de sustancias antifúngicas con actividad sobre la pared celular con 
las características técnicas referidas. 

 
1.2. La presente solicitud satisface el criterio establecido en el Art. 4.1. de la Ley de Patentes, pues el objeto de las 

reivindicaciones 1-14 es nuevo de acuerdo con el Art. 6.1. de la Ley de Patentes. 
 
 
 

2. ACTIVIDAD INVENTIVA (Art. 4.1. y Art. 8.1. de la Ley de Patentes). 
 
2.1. Reivindicaciones independientes 1, 10 y 14. 
 
2.1.1. Los documentos D01-D03 constituyen el estado de la técnica más próximo. En D01-D02 se describe una 

construcción génica y un método para la detección de sustancias antifúngicas con actividad sobre la pared celular. 
En D03 se describen las propiedades fenotípicas de la mutación hiperactiva de MKK1, MKK1S386P, que consiste en 
el cambio de Ser a Pro en la posición 386. 
 

2.1.2. El problema técnico a resolver por el objeto de las reivindicaciones 1, 10 y 14 puede ser considerado, por 
consiguiente, como la provisión de nuevas construcciones génicas y nuevos métodos y kits para para la detección 
de sustancias antifúngicas. 

 
2.1.3. El objeto de las reivindicación 1 consiste en una construcción génica que comprende (1) una secuencia promotora 

de un gen inducible por el factor Rlm1 de Saccharomyces cerevisiae, en particular, la del gen YKL161c, (2) la 
secuencia  de ADN codificante de la proteína mutante MKK1S386P y (3) una secuencia de terminación de la 
transcripción. La reivindicación 10 trata de un método para la detección de sustancias antifúngicas con actividad 
sobre la pared celular basado en la aplicación de la construcción génica de la reivindicación 1. Además, se 
reivindica un kit que comprende la construcción génica de la reivindicación 1 (reivindicación 14). 
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En los documentos D01-D02 se ha descrito y reivindicado una construcción génica caracterizada porque contiene 
un gen marcador cuya expresión está controlada por el promotor del gen YKL161c de Saccharomyces cerevisiae, en 
particular, dicho gen marcador es un gen de resistencia a un antibiótico. Además, en estos documentos se divulga un 
método de detección de sustancias antifúngicas con actividad sobre la pared celular basado en la sobreexpresión del 
gen marcador de dicha construcción génica inducida por una sustancia antifúngica (cf. D01: página 3, líneas 35 - 38; 
página 4, líneas 5 - 17; ejemplo 1, figura 1, reivindicaciones 1 y 10. D02: Resultados y Discusión, Figuras 1 y 2).  

La diferencia técnica entre la construcción génica de la invención y la descrita en D01-D02 radica básicamente en 
el gen marcador empleado para la detección de sustancias antifúngicas. El uso del alelo MKK1S386P en la invención 
se fundamenta en que la sobreexpresión de dicho alelo hiperactivo es letal para la célula (cf. página 6, líneas 25-29). 
Sin embargo, en D03 se describe la construcción plasmídica [GAL1p-MKK1S386P] caracterizada porque la secuencia 
codificante del alelo MKK1S386P está fusionada a la secuencia del promotor GAL1p inducible por galactosa. Dicha 
construcción plasmídica permite demostrar la fuerte inhibición del crecimiento celular causada por la sobreexpresión 
de  MKK1S386P (cf. D03: Materiales y Métodos; Resultados, Figura 1). 

Por consiguiente, se estima que, ante el problema técnico planteado, el experto en la materia combinaría las 
enseñanzas divulgadas en D01-D02  y D03 llegando como resultado a la solución propuesta en las reivindicaciones 
1, 10 y 14 o a una equivalente. Por todo ello, se considera que las reivindicaciones 1, 10 y 14, y las reivindicaciones 
dependientes 2-9, 11-13 no son inventivas sobre la base de los documentos D01-D03. 

 
 

2.2. La presente invención no satisface el criterio establecido en el Art. 4.1. de la Ley de Patentes porque el objeto de la 
invención, definido en las reivindicaciones 1-14 no implica actividad inventiva de acuerdo con el Art. 8.1. de la Ley de 
Patentes. 
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