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DESCRIPCION
Microorganismo para expresar una proteina de membrana humana
Campo de la invencion

La invencion se refiere a un organismo no mamifero vivo, modificado por ingenieria genética, aislado, con una
actividad HMG-CoA-reductasa elevada con respecto al tipo natural, y con una actividad C24-metiltransferasa- y/o
delta22-desaturasa reducida con respecto al tipo natural, a sus usos, a un constructo de acido nucleico para su
produccion, a un kit que contiene el organismo, asi como a un extracto de membrana que puede obtenerse a partir
del organismo.

Estado de la técnica y fundamento de la invencion

Un organismo de la estructura mencionada al principio se conoce por la cita bibliografica WO 03/064650. Este
organismo es adecuado para la biosintesis de 7-deshidrocolesterol. La motivacion para la creacién de este
organismo se basa en la necesidad de producir productos previos para la vitamina D3, en particular 7-deshidro-
colesterol, en grandes cantidades y en condiciones econémicas. Organismos similares se conocen por las citas
bibliograficas Database WPl Week 200436 AN2004 - 382697, documento JP 2004141125 A y documento EP
0486290 A2.

En un contexto totalmente distinto, existe una necesidad de producir o poner a disposicion del sistema proteinas de
membrana, en particular proteinas de membrana humanas, funcionalmente en conformacién nativa en cantidades al
menos analiticamente Utiles adecuadamente, que contienen estas proteinas en una cantidad suficiente por ejemplo
para fines de seleccién de manera funcionalmente activa. Para ello se tienen en cuenta en principio, por ejemplo,
procedimientos de la biosintesis por medio de microorganismos. Sin embargo, la expresion heteréloga de proteinas
de membrana de células de mamifero en cepas de tipo natural esta relacionada con frecuencia con dificultades
debido a la falta de colesterol, o la presencia de ergosterol, dado que las proteinas de membrana expresadas estan
con frecuencia funcionalmente limitadas o son inactivas. Esto puede justificarse mediante el hecho conocido de que
los esteroles en las membranas desempefian un papel importante en el plegamiento correcto y la induccion de una
conformacioén activa de proteinas de membrana y por lo tanto en su funcionalidad, es decir para una expresion
funcional de proteinas de membrana heterélogas en una levadura, el patrén de esterol de las membranas debe
encajar con la proteina de membrana.

Los esteroles son un constituyente esencial de las membranas de células eucariotas. Son responsables de la fluidez
y la permeabilidad de las membranas. Ha de destacarse especialmente su participacion en la regulacién de
numerosas proteinas de membrana. En este sentido son importantes como un tipo de cofactores para el
plegamiento correcto, la estabilidad y la actividad de las proteinas de membrana. Los esteroles libres en células
eucariotas pueden encontrarse en la membrana plasmatica, asi como en las membranas de todos los
compartimentos celulares. En las particulas lipidicas, los esteroles se encuentran en forma esterificada como lipidos
de almacenamiento. En las levaduras, la mayor parte de los esteroles libres estan localizados en la membrana
plasmatica, seguido de las vesiculas secretoras, siendo reducida la cantidad en microsomas, vacuolas y membranas
mitocondriales. El ergosterol representa el producto final de la ruta de sintesis de esterol, por ejemplo en la levadura
S. cerevisiae y es el esterol principal en la membrana plasmatica y las vesiculas secretoras. Las membranas de los
compartimentos subcelulares contienen menores cantidades de esteroles, pero también otros productos intermedios
de esterol.

En células de mamifero, el producto final de la biosintesis de esterol es el colesterol, que constituye la mayor parte
de los esteroles en la membrana plasmatica. La membrana plasmatica contiene aproximadamente el 60-80 % del
colesterol celular total, el RE, el sitio de la sintesis de esterol, solo aproximadamente el 0,5-1 %.

Por ejemplo, en la cita bibliografica Wildt, S., Gerngross, T. U. Nature Reviews (2005) 3: 119-128 se habla de una
humanizacion de levaduras. A este respecto, el término de la humanizacion se refiere, sin embargo, al patron de
glicosilacion de proteinas producidas de manera heterdloga, que se adaptdé al del ser humano y no al patron de
esterol relevante en el contexto de la presente invencion. Se trata en primer lugar la sintesis de enzimas o
anticuerpos y no de proteinas de membrana.

La ruta de biosintesis de ergosterol de levaduras puede dividirse en la ruta preescualeno, es decir la sintesis de
escualeno a partir de moléculas de acetil-CoA, y la ruta postescualeno, en la que se cataliza la conversion de
escualeno en ergosterol. Como enzima marcapaso principal de la ruta preescualeno se identificé la
hidroximetilglutaril-coenzima A-reductasa (HMG-CoA-reductasa). La ruta de biosintesis de ergosterol de alto
consumo de energia se regula, principalmente, mediante esta enzima, que experimenta, por consiguiente,
numerosos mecanismos de regulacion, tales como, por ejemplo, la inhibicion de retroceso por ergosterol. La ruta
preescualeno y la ruta postescualeno, hasta la sintesis de zimosterol, transcurren de igual forma en levaduras y
células de mamifero. Las diferencias en el sentido 3' de zimosterol a ergosterol o colesterol se explican a
continuacion. En las células de levadura se convierte zimosterol mediante C24-metiltransferasa en fecosterol, a
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continuacion mediante delta7-delta8-isomerasa en episterol, mediante delta5-desaturasa en ergosta-5,7,24(28)-
trienol, mediante delta 22-desaturasa en ergosta-5,7,22,24(28)-tetraenol y por ultimo mediante delta 24-reductasa en
ergosterol. En las células de mamifero se convierte zimosterol mediante delta7-delta8-isomerasa en colesta-7,24-
dienol, mediante delta5-desaturasa en colesta-5,7,24-trienol y mediante delta7-reductasa en desmosterol, y por
ultimo mediante esterol-delta5-desaturasa en colesterol. A este respecto, la enzima mencionada en ultimo lugar
puede reaccionar también colesta-7,24-dienol para dar latosterol y colesta-5,7,24-trienol para dar 7-deshidro-
colesterol. Latosterol puede hacerse reaccionar a su vez mediante delta5-desaturasa para dar 7-deshidrocolesterol.
Este ultimo reacciona a su vez mediante delta7-reductasa asi mismo para dar colesterol.

Un ejemplo de una proteina de membrana humana es el transportador de serotonina (SERT). Este pertenece a la
familia de los transportadores de neurotransmisores dependientes de Na‘/ClI, que son responsables de la
recaptacion de aminas biogénicas desde la hendidura sinaptica de vuelta a la terminacion nerviosa presinaptica.
Otros miembros de esta familia son los transportadores de noradrenalina, dopamina, colina, glicina y acido y-
aminobutirico. El transportador de serotonina es una molécula objetivo farmacoldgico de muchos antidepresivos de
elevada importancia clinica. Los antidepresivos, que tienen el SERT como objetivo, pueden dividirse en dos grupos
principales: por un lado, las moléculas de principio activo triciclicas, tales como por ejemplo imipramina,
desimipramina, clomipramina y, por otro lado, los SSRI (selective serotonin reuptake inhibitors (inhibidores de la
recaptacion de serotonina selectivos)). En el dltimo grupo figuran principios activos tales como por ejemplo
paroxetina, fluoxetina, sertralina y citalopram.

El SERT se clond hasta el momento a partir del tejido del ser humano, la rata, el ratén, la ternera y la mosca del
vinagre Drosophila melanogaster. EI SERT se expresé en todos los sistemas comunes, es decir, en E. coli y la
levadura Pichia Pastoris, en células de insecto y distintas lineas celulares, tales como por ejemplo células COS-1,
células BHK, células Hela y células HEK. Es desconocida una expresion del SERT en la levadura Saccharomyces
cerevisiae. Una expresion funcional se ha logrado hasta el momento solo en lineas celulares de mamifero, asi como
en células de insecto, pero no E. coli o Pichia pastoris. EIl SERT es una proteina extremadamente dificil con respecto
a la expresion heterdloga o sobreexpresion. Aparecen dificultades, sobre todo, por la dependencia del transportador
de serotonina del colesterol en la membrana que rodea la proteina y la importancia de la glicosilacion para el
plegamiento correcto de la proteina. Una actividad del transportador de serotonina puede detectarse solo cuando el
colesterol esta presente en la membrana. Presumiblemente, este esterol induce un estado conformacional del
SERT, que es optimo para su actividad. Hasta el momento se cree que la falta de colesterol en la membrana no
puede compensarse por la sustitucién con otros esteroles. Debido a la importancia del colesterol para el SERT,
parece claro porqué una expresion funcional en E. coli ha fracasado hasta el momento. A través de experimentos de
inmunotransferencia de tipo Western, Tate et al. (Tate, C. G., Haase, J., Baker, C., Boorsma, M., Magnani, F., Vallis,
Y., y Williams, D. C. Biochimica et Biophysica Acta (2003) 1610, 141-153) pudieron mostrar que el rSERT en Pichia
Pastoris, si bien se glicosila, en cambio, no se expresa funcionalmente. Esto hace suponer que la falta de colesterol
en la levadura es responsable de ello.

Las citas bibliograficas Xu SH, Nes WD, Biochem Biophys Res Commun. (1988) 155 (1): 509-17 y el documento
WO-2005/121315 A describen levaduras productoras de colesterol. Por la cita bibliografica US-2005/0054108 A1 se
conoce en otros contextos, un sistema a base de levadura para su uso en procedimientos de seleccién.

Un organismo modificado, por ejemplo una cepa de la levadura Saccharomyces cerevisiae, que tiene la capacidad
de sintetizar colesterol o un precursor, que puede compensar la falta de colesterol con respecto al transportador de
serotonina, podria parecer posible por primera vez una expresion funcional de esta proteina en no mamiferos. En el
caso de una expresion funcional, podria usarse un organismo de este tipo como base para el desarrollo de un
"bioensayo”. Con este "bioensayo" podrian, mediante la "seleccion" de distintos grupos de sustancias, nuevos
principios activos farmacolégicamente relevantes para el transportador de serotonina. Ademas, pudo utilizarse una
cepa de levadura de este tipo también para la expresion funcional de otras proteinas de membrana dependientes de
colesterol. La lista de las proteinas de membrana humanas, para las que se detecté o se supone una dependencia
del colesterol o, es larga y aumenta constantemente. La lista de las enfermedades e infecciones, en las que estan
implicadas la generacion o la evolucion de proteinas dependientes de colesterol, es asi mismo larga. Un sistema
adecuado como plataforma para la expresion de estas proteinas podria ser, por lo tanto, de gran valor.

Problema técnico de la invencién

La invencion se basa por lo tanto en el problema técnico de crear un organismo no mamifero, en particular un
microorganismo, en el que puedan expresarse proteinas de membrana de mamifero, en particular proteinas de
membrana humanas, de manera eficiente y funcionalmente sencilla. La invencion se basa en el problema técnico
adicional de crear un agente que permite, de manera sencilla y eficiente, la seleccidon de sustancias o bibliotecas de
sustancias de agonistas o antagonistas de las proteinas de membrana de mamifero, en particular, de las proteinas
de membrana humanas.

Elementos basicos de la invencion y formas de realizacion preferidas

Para resolver este problema técnico, la invencion ensefia el objeto de la reivindicacion 1.
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La invenciéon se basa en el conocimiento sorprendente de que para una expresion funcional de proteinas de
membrana de mamifero, es decir, la expresion en un plegamiento, que promueve o solo permite la actividad
enzimatica de la proteina de membrana, no solo es Util o necesaria la presencia de colesterol, sino que mas bien
puede conseguirse el mismo éxito también ya en presencia de desmosterol. Ademas, se muestra que el desmosterol
esta localizado realmente también en la membrana (plasmatica) del organismo. Es decir, se ha creado un organismo
no mamifero, que en una membrana, en particular la membrana plasmatica, presenta un contenido elevado con
respecto al tipo natural en desmosterol y dado el caso, tal como se explica a continuacion, en colesterol. Con la
invencion se consigue en ultima instancia que puedan expresarse de manera funcionalmente heteréloga proteinas
de membrana de mamifero, en particular proteinas de membrana humanas, en organismos no mamiferos, por
ejemplo, en levaduras, transformandose estos organismos adicionalmente con un gen para la expresion de la
proteina de membrana. Las proteinas de membrana pueden producirse funcionalmente por lo tanto en alta cantidad
y de manera mas sencilla asi como econdmica. Esto puede aprovecharse adicionalmente de las mas diversas
formas. Ademas de la sintesis para fines de produccién o para estudios estructurales y/o funcionales, puede usarse
para ello un organismo de acuerdo con la invencién por ejemplo también, para identificar sustancias de union a la
proteina de membrana (funcional), por ejemplo mediante seleccidon. Un organismo de acuerdo con la invencion es
por lo tanto un instrumento universal para la sintesis funcional de practicamente cualquier proteina de membrana,
por ejemplo proteinas de membrana plasmatica, a partir de mamiferos, tales como seres humanos, asi como para
hallar agonistas y/o antagonistas de proteinas de membrana de este tipo. La invencion tiene por lo tanto también
especial importancia como instrumento para el hallazgo de sustancias farmacéuticamente utiles.

Con el cambio genético del organismo con respecto a la elevada actividad HMG-CoA-reductasa se consigue una
elevada produccion de zimosterol. Con el cambio genético con respecto a la actividad C24-metiltransferasa y/o
delta22-desaturasa reducida, preferentemente reducida para ambas, se consigue que la biosintesis de ergosterol se
bloquee o se reduzca, y que, en su lugar, con las actividades presentes de todos modos en el organismo en delta7-
delta8-isomerasa y delta5-desaturasa, junto con la delta7-reductasa introducida, se cataliza la reaccion de zimosterol
a través de colesta-7-24-dienol y colesta-5,7,24-trienol para dar desmosterol.

En un perfeccionamiento de la invencion puede estar previsto que el organismo presenta adicionalmente una
actividad deshidrocolesterol-delta24-reductasa elevada con respecto al tipo natural. De esta manera tiene lugar una
conversion adicional tanto del desmosterol en colesterol como de los precursores de desmosterol colesta-7,24-dienol
y colesta-5,7,24-trienol en los precursores de colesterol latosterol y 7-deshidro-colesterol.

Se prefiere ademas cuando el organismo presenta una actividad escualeno-epoxidasa y/o lanosterol-desmetilasa
elevada con respecto al tipo natural. De esta manera se promueve la biosintesis de zimosterol a partir de escualeno
y por lo tanto, en consecuencia, también la produccion de desmosterol o colesterol.

Como organismo no mamifero se tiene en cuenta, en principio, cualquier organismo. El organismo puede ser un
organismo procariota, en particular seleccionado del grupo que consiste en bacterias de los géneros Bacillus,
Escherichia, Lactobacillus, Corynebacterium, Acetobacter, Acinetobacter y Pseudomonas o un organismo eucariota,
en particular seleccionado del grupo que consiste en algas de los géneros Cryptista, Chloromonadophyceae,
Xanthophyceae, Crypthecodinium, Chrysophyta, Bacillariophyta, Phaeophyta, Rhodophyta, Chlorophyta,
Haptophyta, Cryptista, Euglenozoa, Dinozoa, Chlorarachniophyta, levaduras, células de insecto de Spodoptera
frugiperda, Trichoplusia ni, Mamestra brassicae, Drosophila, asi como hongos de los géneros Aspergillus,
Penicillium, Rhizopus, Fusarium, Fusidium, Gibberella, Mucor, Mortierella, Trichoderma o plantas tales como
cacahuete, colza, canola, girasol, cartamo (alazor), amapola, mostaza, cafamo, ricino, oliva, sésamo, caléndula,
punica, onagra, candelaria, cardo, rosas silvestres, avellana, almendra, macadamia, aguacate, laurel, calabaza, lino,
soja, pistachos, borraja, arboles (palma aceitera, coco o nuez) o frutos del campo, tales como maiz, trigo, centeno,
avena, triticale, arroz, cebada, algodén, mandioca, pimienta, tagetes, plantas solanaceas, tales como patata, tabaco,
berenjena y tomate, especies de Vicia, guisante, alfalfa o plantas de arbustos (café, cacao, té€), especies de Salix asi
como hierbas perennes y cultivos forrajeros. En el caso de una levadura esta puede seleccionarse del grupo que
consiste en Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces delbriickii, Saccharomyces italicus, Saccharomyces
ellipsoideus, Saccharomyces fermentati, Saccharomyces kluyveri, Saccharomyces krusei, Saccharomyces lactis,
Saccharomyces marxianus, Saccharomyces microellipsoides, Saccharomyces montanus, Saccharomyces norbensis,
Saccharomyces oleaceus, Saccharomyces paradoxus, Saccharomyces pastorianus, Saccharomyces pretoriensis,
Saccharomyces rosei, Saccharomyces rouxii, Saccharomyces uvarum y Saccharomycodes ludwigii, asi como
levaduras del género Kluyveromyces tales como K. lactis K. marxianus var. marxianus, K. thermotolerans, asi como
levaduras del género Candida tales como Candida utilis, Candida tropicalis, Candida albicans, Candida lipolytica y
Candida versatilis, asi como levaduras del género Pichia tales como Pichia stipidis, Piachia pastoris y Pichia
sorbitophila, asi como levaduras de los géneros Cryptococcus, Debaromyces, Hansenula, Saccharomycecopsis,
Saccharomycodes, Schizosaccharomyces, Wickerhamia, Debayomyces, Hanseniaspora, Kloeckera,
Zygosaccharomyces, Ogataea, Kuraishia, Komagataella, Metschnikowia, Williopsis, Nakazawaea, Cryptococcus,
Torulaspora, Bullera, Rhodotorula, Willopsis y Sporobolomyces y musgos tales como Physcomitrella o Ceratodon.

El organismo descrito anteriormente forma la base o una herramienta para la creaciéon de un organismo

4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 586 205 T3

adicionalmente modificado por ingenieria genética, que expresa de manera funcionalmente heteréloga una proteina
de membrana de mamifero. Por lo tanto se prefiere ademas cuando el organismo esta adicionalmente transformado
con un gen que codifica una proteina de membrana de un mamifero, en particular una proteina de membrana
humana, preferentemente una proteina de membrana plasmatica, bajo el control de un promotor preferentemente
activo constitutivamente. El gen que codifica para la proteina de membrana, a este respecto, es en principio
cualquiera, y se selecciona preferentemente del grupo o de la familia que consiste en gen de transportador de
serotonina, gen de transportador de noradrenalina, gen de transportador de dopamina, gen de transportador de
colina, gen de transportador de glicina, gen de transportador de gamma-aminoacido, subunidad C de receptor 3 de
5-hidroxitriptamina, precursor de receptor de factor de crecimiento de mastocitos/células madre, precursor de
receptor 8 tipo Toll, similar a receptor olfatorio MOR233-18, opsina sensible a verde, receptor de glicina, precursor
frizzled 5, dimetilanilina monooxigenasa [formadora de N-6xido], precursor de receptor de péptido relacionado con
gen de calcitonina de tipo 1, receptor de acetilcolina muscarinico, receptor de quimiocina C-C de tipo 4, receptor
acoplado a proteina G, receptor tirosina quinasa, receptor de dopamina, receptor de sustancia K, receptor de
neurotransmisor putativo, componente de complejo de proteina asociado a receptor de hormona tiroidea TRAP230,
receptor de fMet-Leu-Phe, precursor de subunidad alfa-6 de receptor de acido gamma-aminobutirico (receptor de
GABA (A)), precursor de receptor de péptido de tipo glucagon 2, receptor acoplado a proteina G 56, receptor
hormonal EMR1, receptor de CCK-B/gastrina, receptor adrenérgico alfa-2C, receptor de dopamina D1beta, precursor
GPRY72 de receptor acoplado a posible proteina G, receptor de relaxina 2, similar a receptor de fosfolipasa A2 1, 180
kD, precursor de receptor de factor de coagulacion I, receptor de somatostatina de tipo 1, proteina de receptor de
acetilcolina, precursor de cadena alfa, precursor de cadena alfa de receptor de interleucina 7, similar a receptor de
interleucina 9, similar a receptor Unc5H1 de transmembrana, receptor 2 de retencion de proteina de lumen RE,
proteina activadora de receptor de FGF 1, precursor de tipo IB del receptor de proteina morfogenética 6sea,
precursor de receptor de prolactina, receptor de factor de necrosis tumoral, similar a ARNm de receptor TRC8
transmembrana multiple de Homo sapiens, receptor FLVCR de subgrupo C de virus de la leucemia felina, precursor
de cadena beta de receptor de interferon-alfa/beta, precursor de receptor de inmunoglobulina polimérica, receptor de
glucoproteina de superficie celular CD200, similar a proteina 3 relacionada con receptor de proteina de baja
densidad, precursor de receptor B de péptido natriurético auricular, receptor alfa de secuencia sefal, proteina
tirosina fosfatasa, no receptor tipo 21, proteina candidata de receptor I-1, precursor de receptor GPR37 acoplado a
probable proteina G, precursor de cadena alfa de receptor de interleucina 10, receptor 1 acoplado a proteina G muy
grande, precursor de receptor acoplado a proteina G HE6, similar a subunidad delta 1 del receptor de glutamato,
receptor gamma 1 de acido retinoico, similar a receptor olfatorio MOR42-1, similar a proteina 3 relacionada con
receptor detector de calcio, precursor de receptor de factor de motilidad autocrino, receptor de citocina de clase |,
similar a receptor de Nogo, receptor de 5-hidroxitriptamina 6, precursor de supermiembro 1B de receptor de factor de
necrosis tumoral, enfermedad renal poliquistica y receptor para proteina relacionada con albumina de huevo,
receptor acoplado a proteina G putativa, precursor de receptor relacionado con sortilina, precursor de cadena beta 1
de receptor de interleucina 12, receptor 2 de tipo lectina de tipo c, similar a receptor olfatorio, precursor de
supermiembro TNFRSF19L de receptor del factor de necrosis tumoral, similar a receptor 2 de tipo G de siete pases
de EGF LAG de caderina, receptor acoplado a proteina G, proteina tirosina fosfatasa, tipo de receptor, W, precursor
alfa de receptor de folato, receptor acoplado a proteina G, similar a receptor olfatorio MOR217-1, proteina de tipo 1
de unién a nucleétido guanina, precursor de supermiembro 21 de receptor de factor de necrosis tumoral, proteina de
receptor de acetilcolina neuronal, precursor de cadena alfa 7, precursor de cadena beta de receptor de interleucina-
2, precursor de receptor de manosa-6-fosfato dependiente de catién, precursor de receptor de interleucina-17,
similar a receptor de tipo B de acido gamma-aminobutirico, precursor de subunidad 2, precursor de cadena alfa de
receptor de interleucina-2, precursor de supermiembro 18 de receptor de factor de necrosis tumoral, similar a
receptor acoplado a proteina G, C, grupo 5, similar a receptor acoplado a proteina G de MrgG, precursor de cadena
beta de receptor de interleucina-6, receptor LYVE-1 de hialuronano especifico de endotelio linfatico, receptor
acoplado a proteina G putativa, precursor de tipo Il de receptor de TGF-beta, similar a miembro 1 de complejo de
receptor de Golgi SNAP, precursor de subunidad alfa de receptor épsilon de inmunoglobulina de alta afinidad,
precursor de cadena alfa de receptor de interleucina-4, precursor de cadena beta 2 de receptor de interleucina-12,
similar a receptor 1 de tipo inmunoglobulina de leucocitos, similar a purinoceptor P2Y 3 (P2Y3) (receptor de
nucledsido difosfato), precursor de supermiembro 11A de factor de necrosis tumoral, receptor LYVE-1 de
hialuronano especifico de endotelio linfatico, receptor activador PILRbeta, precursor de receptor 7 de efrina de tipo
A, similar a probable receptor de tromboxano A2 isoforma beta humano, proteina tirosina fosfatasa, tipo de receptor,
C, precursor de isoforma 2, precursor de receptor de proteina C endotelial, casete de unién a ATP, sub-B,
transportador de casete de uniéon a ATP C13 putativo, transportador de casete de unién a ATP, casete de union a
ATP, sub-A (ABC1), casete de unién a ATP, sub B, similar a proteina de multiresistencia a farmacos 2, casete de
union a ATP, sub-D, casete de union a ATP, sub-A, casete de unién a ATP, sub-G, similar a vehiculo de soluto 21
(transportador de anién organico), transportador de anién organico 3, vehiculo de soluto 2, (transportador de glucosa
facilitado), vehiculo de soluto 7, (transportador de aminoacido catidnico, sistema y+), HCAT-2A, vehiculo de soluto 6
(transportador de neurotransmisor, glicina), transportador de dicarboxilato de alta afinidad dependiente de sodio,
similar a vehiculo de soluto 26, vehiculo de soluto 21, transportador de UDP N-acetilglucosamina, transportador de
aminoacido neutro B (0), vehiculo de soluto 2, transportador de glucosa facilitado, vehiculo de soluto 29
(transportadores de nucledsidos), miembro 1, vehiculo de soluto 26, vehiculo de soluto 10 (cotransportador de
sodio/acido biliar), transportador de H+/péptido, similar a vehiculo de soluto 9, vehiculo de soluto 30, vehiculo de
soluto 25, vehiculo de soluto 19 (transportador de folato), transportador de UDP-acido glucurénico/lUDP-N-
acetilgalactosamina, vehiculo de soluto 16 (transportadores de acido monocarboxilico), miembro 4, transportador de
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nucledsido, cotransportador de sodio/nucledsido 1, similar a ARNm de cotransportador del estroma timico TSCOT
putativo de Mus musculus, transportador de amina de granulo cromafin, transportador de acetil-coenzima A,
transportador de colina de alta afinidad, transportador de catién organico, proteina transportadora asociada a
membrana, similar a subunidad BO de transportador de aminoacido, +AT, similar a precursor de translocador de
triosa fosfato de plastidio no verde, similar a transportador de péptido/histidina, glucoproteina de tipo B de Rh,
intercambiador de sodio/hidrégeno 6, vehiculo de soluto 39 (transportador de cinc), miembro 4, vehiculo de soluto
dependiente de Ca peroxisémico, cotransportador de K-CL, vehiculo de soluto 4, intercambiador de aniones,
cotransportador de sodio/yoduro, intercambiador de aniones cloruro, similar a precursor de intercambiador de
sodio/potasio/calcio 3 (Na(+)/K(+)/Ca(2+) de proteina de intercambio 3), transportador de fosfato dependiente de
sodio, similar a vehiculo de soluto 20 (transportador de fosfato, vehiculo de soluto 8 (intercambiador de sodio-calcio),
vehiculo de soluto 11 (simportadores de sodio/fosfato), débilmente similar a factor de homeostasis de metal ATX2,
transportador regulado por hierro IREG1, probable proteina de captacion de cobre de baja afinidad 2, similar a
vehiculo de soluto 9 (intercambiador de sodio/hidrégeno), isoforma 7, subunidad alfa de canal de sodio regulado por
tension, canal de potasio TASK-4, proteina 2 de canal de potasio activado por calcio de conductancia pequeia,
canal 2 de potencial de receptor transitorio largo, canal de potasio de tipo éter-a-go-go 1, proteina de canal de
potasio controlado por tension, canal de sodio, no controlado por tensién 1, delta, canal de calcio de tipo N
dependiente de tensién, acuaporina, canal de calcio, dependiente de tension, alfa, similar a canal de calcio de
potencial de receptor transitorio, receptor de rianodina 3, canal de catién de potencial de receptor transitorio, canal
de potasio sub K, canal alfa controlado por nucledtido ciclico, similar a ARNm de regulador 1 de canal de potacion
de Rattus norvegicus, similar a proteina 3 de canal de cloruro 3 (CLC-3), canal de cloruro 2 activado por calcio,
proteina intrinseca de membrana de fibra lenticular, canal iénico de esperma, similar a proteina RAW1 de canal de
potasio relacionada con Shaw, sensible a dihidropiridina de tipo L, precursor de subunidades alfa-2/delta de canal de
calcio, similar a canal de anion dependiente de voltaje 2, canal de cloruro relacionado con mid-1, similar a subunidad
de canal de potasio (Slack), ATPasa, transportador de Ca++, fast twitch 1, transportador de calcio de membrana
plasmatica, subunidad A de 116 kDa de ATPasa de translocacién de protén vacuolar, cadena alfa 3 de ATPasa de
transporte de sodio/potasio, ATPasa 1 de transporte de cobre (bomba de cobre 1) (proteina asociada a enfermedad
de Menkes), probable ATPasa 3 de transporte de cation (Fragmento), precursor de subunidad S1 de ATP sintasa
vacuolar, similar a ATPasa ID de transporte de fosfolipidos potencial, cadena beta 3 de ATPasa de transporte de
sodio/potasio, tirosina quinasa, proteina tirosina fosfatasa, no receptor de tipo 5, GTPasa transmembrana putativa
(fragmento), factor de crecimiento epidérmico (beta-urogastrona), proteina quinasa C de tipo 1, débilmente similar a
proteina 1 de supresor RAS, represor de receptor de dioxina, 3’,5-fosfodiesterasa ciclica 4A especifica de AMPc,
proteina que contiene dominio de muerte de activaciéon de MAP-quinasa, isoforma G, factor 2 de intercambio de
nucledétido guanina ras (fragmento), 6xido reductasa que contiene FMN y FAD dependiente de NADPH, precursor de
subunidad de 63 kDa de doliquil-difosfooligosacarido - proteina glicosiltransferasa, glicano de fosfatidilinositol, clase
B, proteina 13 de anclaje de A quinasa (PRKA), fosfolipasa A2 independiente de calcio de 85 kDa, protooncogén A-
Raf de serina/treonina proteina quinasa, similar a peptidilprolil isomerasa A (ciclofilina A), proteina de unién a GTP
relacionada con Ras, similar a esfingosina-1-fosfato fosfatasa 1, precursor de proteina WNT-10A, similar a factor de
ribosilacion de ADP de tipo 1, precursor de factor de crecimiento transformante alfa, factor de intercambio de
nucledtido guanina, proteina tirosina fosfatasa, no receptor, similar a serina/treonina proteina quinasa putativa,
cadena catalitica de proteina quinasa de tipo IV dependiente de calcio/calmodulina, similar a fosfatidilinositol-4-
fosfatasa 5-quinasa, tipo Il, gamma, similar al represor de 52 kDa del inhibidor de la proteina quinasa (proteina de
interaccion con p58IPK) (proteina de interaccion con proteina quinasa inducida por interferén de 58 kDa) (P52rIPK)
(proteina asociada a muerte 4), regulador de la apoptosis, proteina 1 de anclaje de fosfatasa que contiene dominio
SH2, similar a proteina C1 hematopoyética RHO-GAP, similar a subunidad catalitica de fosfatidilinositol 3-quinasa
delta, similar a precursor de transductor de sefial de calcio asociado a tumor 1 (proteina asociada a tumor
gastrointestinal principal GA733-2) (antigeno de superficie de célula epitelial) (glucoproteina epitelial) (EGP)
(antigeno asociado a adenocarcinoma) (KSA) (antigeno KS 1/4), precursor de tirosina-proteina quinasa ROS de
protooncogén, proteasa de factor de transcripcién unido a membrana de sitio 2, inositol polifosfato 5-fosfatasa,
subunidad de 25 kDa de peptidasa de sefial microsomal, similar a subunidad gamma de proteina quinasa activada
por AMP, supermiembro 8 de ligando de factor de necrosis tumoral, proteina de activacion de escision de proteina
de unién a elemento regulador de esterol, proteasa transmembrana, serina 3, isoforma 3, similar a Ser-Thr proteina
quinasa relacionada con la proteina quinasa de distrofia miotdnica, precursor de proteasa de factor de transcripcion
unido a membrana de sitio 1, similar a represor de 52 kDa del inhibidor de proteina quinasa (proteina de interaccion
con p58IPK) (proteina de interaccion con proteina quinasa inducida por interferon de 58 kDa) (P52rIPK) (proteina
asociada a muerte 4), PAS-quinasa, subunidad catalitica 2B de serina/treonina proteina fosfatasa, isoforma alfa,
proteina de transduccion de sefiales CBL, componente A 2 de proteinas rab de geraniltransferasa, similar a proteina
de interaccion con Rho 2 (factor de intercambio de nucleétido guanina Rho) (RhoGEF) (RIP2), ARN helicasa PRP16
dependiente de ATP de factor de corte y empalme de pre-ARNm, factor de corte y empalme 3b, subunidad 1, 155
kD, proteina de cuerpo nuclear SP110, isoforma a, similar a mantenimiento estructural SMC2 de cromosomas 2 de
tipo 1 (levadura), similar a polimerasa (dirigida a ADN), theta, factor nuclear I/B, nurim (proteina de membrana de
envuelta nuclear), similar a coactivador de receptor nuclear 4, débilmente similar a factor de corte y empalme, rico en
arginina/serina 4, similar a factor 1-alfa 1 de elongacion (EF-1-alfa-1) (factor de elongacién 1 A-1) (eEF1A-1) (factor
de elongacion Tu) (EF-Tu), similar a proteina ribosémica 60S L7, desoxirribonucleasa |l alfa supuesta, factor nuclear
de potenciador de gen de polipéptido ligero kappa e inhibidor de linfocitos B, épsilon, vehiculo de soluto 25 (vehiculo
mitocondrial), similar a citocromo b-561, subunidad | de citocromo oxidasa, cadena beta de succinil-CoA ligasa
[formadora de GDP], precursor mitocondrial (fragmento), similar a proteina OXA1 de biogénesis de citocromo
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oxidasa, precursor mitocondrial (proteina de tipo OXA1) (OXA1Hs), cadena 5 de NADH-ubiquinona oxidorreductasa,
subunidad beta de enzima trifuncional, precursor mitocondrial, meticrotonil-CoA carboxilasa cadena beta, precursor
mitocondrial, similar a subunidad Il de citocromo ¢ oxidasa, subunidad proteolitica putativa de proteasa de Clp
dependiente de ATP, precursor mitocondrial, subunidad de 39 kDa de NADH-ubiquinona oxidorreductasa, precursor
mitocondrial, segundo activador de caspasa derivado de mitocondria, isoforma Smac-delta, precursor, similar a
NADH deshidrogenasa subunidad 5, subunidad TIM23 de traslocasa de membrana interna de importacion
mitocondrial, similar a citocromo b, receptor de importaciéon de proteinas de precursor mitocondrial, polipéptido Il de
citocromo c oxidasa, 3-hidroxiacil-CoA deshidrogenasa de cadena corta, precursor mitocondrial, similar a proteina de
choque térmico de 60 kDa, precursor mitocondrial (Hsp60), citocromo c1, proteina heme, precursor mitocondrial,
farnesiltransferasa protoheme X, precursor mitocondrial, glicerol-3-fosfato deshidrogenasa, precursor mitocondrial,
proteina de homeobox Hox-A7, regulador transcripcional ATRX, similar a factor de transcripcion general I, i,
isoforma 1, similar a factor de transcripcion general IIIC, polipéptido 1 (subunidad alfa, 220 kD), activador
transcripcional SRCAP, esterol/retinol deshidrogenasa, fitoceramidasa alcalina, carnitina o-palmitoiltransferasa I,
isoforma hepatica mitocondrial, similar a bA84N7.1 (nueva proteina similar a diacilglicerol quinasa eta (DGKH)), 1-
acil-sn-glicerol-3-fosfato aciltransferasa épsilon, proteina de defecto de utilizacion de manosa-P-dolicol 1, esterol O-
aciltransferasa 2, precursor de apolipoproteina L1, precursor de fosfatidilcolina-esterol aciltransferasa, hidroxilasa de
acido graso, moderadamente similar a ARNm putativo de acido lisofosfatidico aciltransfersasa de Mus musculus,
débilmente similar a precursores de subunidad B de inhibidor de fosfolipasa A2, biosintesis de fosfatidilinositol-
glucano, proteina de clase F, serina palmitoiltransferasa 1, fosfatidilserina sintasa |, similar a 1-acil-sn-glicerol-3-
fosfato aciltransferasa gamma (1-AGP aciltransferasa 3) (1-AGPAT 3) (acido lisofosfatidico aciltransferasa-gamma)
(LPAAT-gamma) (1-acilglicerol-3-fosfato O-aciltransferasa 3), similar a triacilglicerol lipasa, precursor gastrico (lipasa
gastrica) (GL), 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A reductasa, ceramida glucosiltransferasa, doliquil-P-Man:Man (5)
GIcNAc (2)-PP-doliquil manosiltransferasa, N-acetilglucosaminil-fosfatidilinositol des-N-acetilasa, precursor de
subunidad de 67 kDa de doliquil-difosfooligosacarido proteina glicosiltransferasa, diacilglicerol quinasa, zeta,
apolipoproteina F, similar a hidrolasa de amida de acido graso, similar a acido graso de cadena larga-CoA ligasa 6
(LACS 6), farnesil pirofosfato sintetasa (FPP sintetasa), esfingomielina fosfodiesterasa 2, membrana neutra
(esfingomielinasa neutra), estradiol 17 beta-deshidrogenasa 7, fosfatidil inositol glucano clase S, precursor de 24-
deshidrocolesterol reductasa, proteina de unién a oxisterol 1, 1-acil-sn-glicerol-3-fosfato aciltransferasa beta, mio-
inositol-1 (o 4)-monofosfatasa, estradiol 17-beta deshidrogenasa 7, 1-acil-sn-glicerol-3-fosfato aciltransferasa beta,
acido graso desaturasa MLD putativo, CDP-diacilglicerol-inositol 3-fosfatidiltransferasa, proteina 1 de tipo apirasa
lisosomal, enzima condensadora de acil-malonilo, enzima de conjugacién de ubiquitina E2, precursor de peroxidasa
tiroidea (2 miembros), UDP-N-acetilglucosamina--doliquil-fosfato  N-acetilglucosaminafosfotransferasa, N-
acetilglucosamina-1-fosfodiéster alfa-N-acetilglucosaminidasa, 3 beta-hidroxiesteroide deshidrogenasa/delta 5-->4-
isomerasa de tipo Il, similar a adenilato ciclasa 6, isoforma a, similar a citocromo P450 1ID6, GalNAc 4-
sulfotransferasa, GPI transamidasa, proproteina convertasa de tipo subtilisina/kexina 7, ubiquitina ligasa 1 de tipo
NEDD4, hialuronano sintasa 2, ketohexoquinas, precursor de ecto-ADP-ribosiltransferasa testicular, fosfatasa
alcalina, precursor intestinal, precursor de acido 5,6-dihidroxiindol-2-carboxilico oxidasa, proteina biotina ligasa,
proteina doliquil-difosfooligosacarido glicosiltransferasa, escualeno monooxigenasa, proteasa especifica de
ubiquitina, similar a glicerol quinasa, probable doliquil pirofosfato GlcIMan9GIcNAc2 alfa-1,3-glucosiltransferasa,
precursor de gamma-glutamiltranspeptidasa 1, proteina de tipo serina hidrolasa, fosfatidato citidilitransferasa 2, ADN
topoisomerasa ll, isozima beta, precursor de acido lisosomal fosfatasa, precursor de tipo | de ADNasa especifico de
musculo, similar a quinurenina 3-monooxigenasa, similar a monooxigenasa de amidacion de Peptidilglicina alfa,
componente GPIl de N-acetilglucosamil transferasa, similar a 3,5-fosfodiesterasa ciclica A inhibida por GMPc
(fosfodiesterasa A inhibida por GMP ciclica) (CGI-PDE A), manosiltransferasa beta 1,4, colinafosfotransferasa 1,
moderadamente similar a esterasa diana de neuropatia de Homo sapiens, homologo de proteasa 1 de CAAX prenilo,
pantotenato quinasa 1 alfa, similar a N-acetilglucosaminiltransferasa VI, citocromo P450 39A1, similar a
gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa, higado, similar a beta-1,4 N-acetilgalactosaminiltransferasa, CAAX prenil
proteasa 2, beta-1,3-galactosiltransferasa-6, hexosaminidasa A, precursor de proteina relacionada con anhidrasa
carbénica 2, gamma-carboxilasa dependiente de vitamina K, malato deshidrogenasa, citoplasmatica,
manosiltransferasa, forma larga de N-acetilglucosamina-6-O-sulfotransferasa, acetilesterasa Il especifica de acido
sialico, similar a ADN glicosilasa de uracilo, precursor de cadena beta de beta-hexosaminidasa, similar a L-lactato de
deshidrogenasa cadena B (LDH-B), probable precursor de serina proteasa HTRA3, débilmente similar a subunidad
de 110 kDa de UDP-N-acetiglucosamina--péptido N-acetilglucosaminiltransferasa, esfingomielinasa Il neutra, similar
a N-acetiltransferasa Camello 2 putativa, débilmente similar a NADPH-citocromo P450 reductasa, similar a
ectonucledtido pirofosfatasa/fosfodiesterasa 5, similar a 3-OXO-5- alfa-esteroide 4-deshidrogenasa 2, precursor de
glutamato carboxipeptidasa de plasma sanguineo, xilosiliransferasa Il, caseina quinasa I, isoforma épsilon,
seleniuro, disquinasa de agua 2, paraoxonasa 2, similar a subunidad MLRQ de o6xido reductasa de NADH-
ubiquinona, similar a precursor de ADAMTS-5 (desintegrina A y metaloproteinasa con motivos de tromboespondina
5) (ADAM-TS 5) (ADAM-TS5) (Agrecanasa-2) (ADMP-2) (ADAM-TS 11), galactosa-3-O-sulfotransferasa, valil-ARNt
sintetasa 2, ribonucleasa H1, acetil-CoA carboxilasa 2, similar a precursor de alfa-L-iduronidasa, similar a precursor
de ADAMTS-5 (desintegrina A y metaloproteinasa con motivos de trombospondina 5) (ADAM-TS 5) (ADAM-TS5)
(Agrecanasa-2) (ADMP-2) (ADAM-TS 11), precursor del inhibidor 1 de proteasa de tipo kunitz, supuesta
sialoglicoproteasa de tipo 2, homdlogo de enzima E1 de activacion de ubiquitina, precursor de prenilcisteina liasa,
dihidrodiol deshidrogenasa dimérica, glicosiltransferasa, precursor de integrina alfa V, cadena pesada de dineina
axonemal (Fragmento), precursor de proteina p24 de membrana de vesicula cubierta con cop, protocadherina
ARCADLIN, queratina, de tipo | de citoesqueleto, proteina de membrana de poro de envuelta nuclear, componente 6
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de complejo de gamma-tubulina, proteina transmembrana 1 asociada a labio leporino y paladar hendido, homdlogo
Sec61, proteina de tipo romboide asociada a presinilinas, supresor de tumor de cancer de préstata putativo, receptor
de particulas de reconocimiento de sefales (“proteina de acoplamiento”), antigeno de histocompatibilidad HLA de
clase |, precursor de cadena alfa B-8 B*0801, débilmente similar a peregrina, antigeno de histocompatibilidad de
HLA clase Il, precursor de cadena beta, precursor de ligando kit, proteina de dedo Ret 2, proteina ASPP1,
gluproteina de membrana neuronal M6-a, proteina de cofactor de membrana (CD46, antigeno con reactividad
cruzada de trofoblasto-linfocito) proteina de transporte de vesiculas, proteina de membrana epitelial 1, precursor
beta de neurexina 3, precursor de molécula de adhesién intercelular 3, presenilina 2, proteina 2 de interacciéon con
proteina de 19 kDa de BCL2/adenovirus E1B, precursor de globulina de unién a corticoesteriodes, precursor de
cadena alfa de glucoproteina CD8 de superficie de linfocitos T, precursor de proteina 2 de morfogénesis capilar,
proteina 2 de red golgi trans, inhibidor de bax 1 de tipo vang 1 (van gogh, Drosophila), isoforma 2 de esclerosis
tuberosa 2, proteina P, precursor de molécula de adhesion a células de sindrome de Down, precursor de proteina 1
de adhesion a células vascular, proteina de leucemia linfoide mieloide de ensamblaje de clatrina, proteina de tipo
kelch 2, leucemia de linaje mieloide/linfoide o mixto (homdlogo a trithorax, Drosophila), transmembrana 4 super,
proteina 1A asociada a microtubulos, tetraspanina, sinaptotagmina Xl, proteina de tipo spinster, precursor de
isoforma 1A de integrina beta 1, débilmente similar a homdélogo 1 de proteina de parches, precursor de pro-
neuregulina-2, supresor de metastasis tumoral, precursor de homadlogo de sel-1, precursor de proteina regulada por
oxigeno de 150 kDa, variante de corte y empalme de proteina relacionada con procaderina mu, débilmente similar a
precursor de proteina PTM1, débilmente similar a precursor de coclina, similar a proteina TRAM (proteina de
membrana asociada a cadena de translocacion), subunidad 7A de complejo COP9, autoantigeno 1 relacionado con
atopia de union a calcio, similar a metaxina 1, precursor de proteina de envuelta, proteina asociada a Myc, proteina
de tipo 1 de albinismo ocular, proteina PL6, funcién desconocida pero delecionada en cancer pulmonar microcitico
(Fragmento), precursor del marcador 5 endotelial tumoral, precursor DCC de proteina de supresor tumoral, mucina,
precursor relacionado con marcador 7 endotelial tumoral, proteina de dedo de cinc 179, proteina de unién a integrina
alfa 63, similar a precursor de molécula 1 de interaccion Stromal, similar a antigeno de carcinoma de células
escamosas de Homo sapiens reconocido por linfocitos T, proteina relacionada con P400 SWI2/SNF2, molécula de
adhesion a células relacionas con NgCAM (Fragmento), similar a proteina transmembrana inducida por factor de
necrosis tumoral alfa, similar a factor de complementacion Apobec-1, proteina de estimulacion Apobec-1, gen que
potencia la expresion de células malignas/gen que potencia la progresion tumoral, supuesta ferritina (Fragmento),
débilmente similar a ARNm de proteina rica en cisteina que contiene dominio DHHC humano, similar a neoplasia
endocrina multiple I, similar a proteina HIRA (potenciador de tipo TUP1 de proteina de corte y empalme 1), proteina
de envuelta, precursor de miembro 3 de sUper proteina transmembrana 7, proteina sobrexpresada de cancer de
vejiga, proteina transmembrana vezatina, precursor de proteina 1 de aparato de Golgi, precursor de molécula 2 no
inflamatoria vascular, precursor de E-selectina, precursor de antigeno CD33 de superficie de células mieloides,
similar a proteina que contiene dominios FH1/FH2 (homdlogo de formina sobreexpresado en bazo) (FHOS),
homologo 1 de proteina de parches, panexina 3, autoantigeno asociado a esclerodermia, sitio 2B de integracion viral
ecotropico, precursor de alfa-sarcoglucano, precursor CD34 de antigeno de células progenitoras hematopoyéticas,
antigeno 112 asociado a carcinoma hepatocelular, neuropilina 1, precursor de basigina, preproproteina-A2
plasmatica asociada a embarazo, precursor de proteina de nucleo de proteoglucano heparan sulfato especifico de
membrana basal, proteina E6TP1 beta dirigida a coproteinas de virus E6 de papiloma humano de alto riesgo,
altamente similar a ARNm db83 de Rattus norvegicus, proteina potenciadora de tipo transducina 2, protocadherina
grasa 2, proteina relacionada con Unc-93, factor 600 asociado con retinoblastoma, antigeno CD44 (funcion de
regreso y sistema de grupos indios, precursor de subunidad alfa de meprina A, similar a precursor de proteina 1 de
tipo Podocalixina, similar a proteina 1 asociada a diferenciacion inducida por gangliésido de Mus musculus,
precursor de proteina LRRC3 de repeticién rica en leucina, proteina de tipo neuropilina derivada de células
endoteliales de musculo liso, fuente de péptidos asociados a MHC inmunodominante, precursor de fibulina 2,
antigeno CD3Z, polipéptido zeta, precursor de cadena gamma CD3 de glucoproteina de superficie de linfocitos T,
precursor de glucoproteina GP2 principal de membrana de granulos secretores pancreaticos, precursor de molécula
de activacion linfocitica de sefalizacion, precursor de proteina A4 amiloide de enfermedad de Alzheimer, precursor
de proteina pM5, similar a la cadena ligera A de dineina, precursor de proteina 3 de activacion de linfocitos,
homologo de proteina de anquilosis progresiva, proteina de membrana integral de banda de eritrocitos 7, proteina
SYG1, similar a SINAPSINAS IA y IB, similar a la region de cromosoma de esclerosis lateral amiotréfica 2 (juvenil),
candidato 2, proteina de enfermedad renal poliquistica 1, precursor de proteina de niemann-Pick C1, homodlogo de
proteina de DNAJ 1, precursor de trombomodulina, débilmente similar oclusora, ocludina, similar a renina,
yunctofilina de tipo 3, similar a proteina homeodtica CHox3-pollo, similar a proteina de transferencia de glucolipidos
(GLTP), subunidad de proteasoma de tipo alfa, proteina de matriz extracelular, delta-sarcoglucano, precursor de
proteina 1 de tipo prominina, proteina asociada a translocoén, precursor de subunidad delta, factor de biogénesis de
peroxisoma 1, neuroglucano C, proteina de adaptador SH3 SPIN90, homodlogo de Mcd4p, precursor de antigeno
CD80 de activacion de linfocitos T, similar a proteina de unién a calcio CaBP7, proteina de unién estrecha ZO-1,
disferlina, dachshund 2, bartina, precursor CD5 de glucoporteina de superficie de linfocitos T, precursor de proteina
anclada a membrana especifica de cerebro, similar a proteina de union a acidos grasos, corazéon (H-FABP) (proteina
de unién a acidos grasos de musculo) (M-FABP) (inhibidor de crecimiento derivado de mama) (MDGI), factor de
ensamblaje de peroxisoma 1, precursor de proteina PTX3 relacionada con pentaxina, neuropilina y de tipo toloide 1,
proteina 6 de region critica de sindrome de ojo de gato, precursor de proteina-l-alfa de reconocimiento de
péptidoglicano, subunidad beta de receptor de particula de reconocimiento de sefial, similar a proteina de union a
ralA 1, precursor tactii de proteina de superficie de linfocitos T, precursor de proteina 4 de acido gamma-

8



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 586 205 T3

carboxiglutamico transmembrana, isoforma larga de proteina relacionada con JAW1 MRVI1A, proteina PEX13 de
membrana peroxisémica, precursor de proteina 2 de unién a zona pellcida de esperma, similar a proteasoma
(prosoma, macropaina) subunidad, tipo beta, 3, precursor de glucoproteina MUC18 de superficie celular, similar a
otro autoantigeno de Golgi, precursor, golgin sub a, 2, homoélogo de ISS a INHIBIDOR DE PRECURSOR DE
ANHIDRASA CARBONICA-putativo, similar a catenina alfa 2, (proteina relacionada con afa-catenina) (Alfa N-
catenina), proteina 1 de unién a elemento regulador de esterol, similar a factor S-1l de elongacion de transcripcion
(Factor de elongacion de transcripcion A), precursor de protocadherina 15, homdlogo de DROSOPHILA
HEADCASE, calmina, proteina 8 relacionada con proteina de unién a oxiesterol, Nesprina-1 alfa, proteina SOX-13,
la mayor subunidad de ARN polimerasa | dirigida a ADN, ARX de resistencia asociado a ANTRACICLINA, similar a
Matrina 3, sustancia epicardica de vaso sanguineo, wolframina, precursor de factor de crecimiento de fibroblastos 4,
precursor de noguina, precursor de transcobalamina |, precursor de factor von Willebrand, precursor de cadena beta
3 de laminina, similar a proteina 2 de interaccion con complejo de proteina de unién a CAP, calsintenina-2, hermano
de CDO, antigeno 137 asociado a carcinoma hepatocelular, proteina TEX28 especifica de testiculo, proteina de
transcripto 1 de gen potenciado por megacariocito, similar a distrofia macular viteliforme (enfermedad de Best,
bestrofina), similar a precursor humano de cadena alfa 2b de integrina, precursor de mucina 2, homélogo 1 de letal 3
especifico de hombre, protocadherina Flamingo 2, isoforma 1 de STRAG, cistinosina, proteina ELK4, isoforma b,
similar a isoforma bcl-x humana de regulador de apoptosis, precursor de endoglina, similar a cadena pesada de
dineina beta 1, similar a precursor de proteina WNT-5A, similar a MH321 de histona de tipo H3.3 de ratén, factor
regulador del MHC de clase Il RFX1, sarcospan, forma larga de mandaselina, precursor de matrilina 2, similar a
proteina DESC1, proteoglicano 200 de matriz de interfotorreceptor, precursor de cadena alfa de inhibina,
porteoglucano 200 de matriz de interfotorreceptor, homdlogo 1 de letal 3 especifico de hombre, precursor de nefrina,
precursor de matrilina 2, precursor de variante 2 citoplasmatico de antigeno M130, factor de especificidad de
escision y poliadenilacion, subunidad de 160 kDa, sustancia epicardica de vaso sanguineo, super miembro 2 de
transmembrana 6 (Fragmento) similar a proteina de dedo de cinc HRX (ALL-1) (proteina de tipo Trithorax), molécula
de adhesién a células relacionada con NgCAM (Fragmento), policistina-1L1, similar a dinamina-1, similar a OTK27,
precursor de cadena beta de glucoproteina Ib de plaquetas, proteina NMD, intersectina 2, precursor de matrilina 2,
precursor de proteina ERGIC-53, proteina asociada a translocén, subunidad gamma, débilmente similar a proteina
de resistencia a cinc/cadmio, quiescina, similar a prot GOR, proteina de transcripto 1 de gen potenciado por
megacariocitos.

Secuencias génicas que codifican HMG-CoA-reductasas adecuadas, inclusive HMG-CoA-reductasas truncadas,
pero aun funcionales, tales como tHMG1, son conocidas por ejemplo por los siguientes n.° de registro del banco de
datos de genes The National Center for Biotechnology Information (NCBI): NC_001145, NM_106299, NC_003421.2,
NC_009784.1, NC_003028.3, NC_007308.3, asi como la Figura 3 (tHMG1).

Secuencias génicas que codifican C24-metiltransferasas de inhibiciéon son conocidas por ejemplo por los siguientes
n.° de registro del banco de datos de genes The National Center for Biotechnology Information (NCBI): NC_001145,
NC_000911.1, NC_003423.3.

Secuencias génicas que codifican delta22-desaturasas de inhibicidon son conocidas por ejemplo por los siguientes n.°
de registro del banco de datos de genes The National Center for Biotechnology Information (NCBI): NC_003424.3,
NC_009046.1, NC_001145.2.

Secuencias génicas que codifican delta7-reductasas adecuadas son conocidas por ejemplo por los siguientes n.° de
registro del banco de datos de genes The National Center for Biotechnology Information (NCBI): NM_103926,
NM_001360, NM_007856, NM_203904, NM_001014927, NM_201330, NM_022389, NM_001131727,
NM_001087087, XM_001497598, XM_001174160, XM_001099101, BM490402, CA753545.

Secuencias génicas que codifican delta24-reductasas adecuadas son conocidas por ejemplo por los siguientes n.°
de registro del banco de datos de genes The National Center for Biotechnology Information (NCBI): NM_014762,
NM_001016800, NM_001094456, NM_001008645, NM_001103276, NM_001080148, NM_053272, NM_00103128,
XM_001488247, AB125202, XM_001153751.

Secuencias génicas que codifican delta7-delta8-isomerasa adecuadas son conocidas por ejemplo por los siguientes
n.° de registro del banco de datos de genes The National Center for Biotechnology Information (NCBI): M74037.

Secuencias génicas que codifican delta5-desaturasas adecuadas son conocidas por ejemplo por los siguientes n.°
de registro del banco de datos de genes The National Center for Biotechnology Information (NCBI): S46162,
NG_009446, NM_053642, NM_001035356.

Secuencias génicas que codifican escualeno-epoxidasas adecuadas son conocidas por ejemplo por los siguientes
n.° de registro del banco de datos de genes The National Center for Biotechnology Information (NCBI): M64994.

Secuencias génicas que codifican lanosterol-desmetilasas adecuadas son conocidas por ejemplo por los siguientes
n.° de registro del banco de datos de genes The National Center for Biotechnology Information (NCBI): EF059165.
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Secuencias génicas que codifican proteinas de membrana de mamifero que pueden expresarse a modo de ejemplo
de manera heteréloga son conocidas, por ejemplo, por los siguientes n.° de registro del bando de datos de genes
The National Center for Biotechnology Information (NCBI): NP_570126, NP_006019, NP_000860, NP_619542,
NP_000786, NP_000787, NP_150645, NP_150646, NP_057658, NP_387512, NP_000669, NP_150647,
NP_000671, NP_387507, NP_387508, NP_387509, NP_000670, NP_001690, NP_068713. Otras secuencias
génicas para proteinas de membrana de mamifero, en particular de las proteinas de membrana enumeradas
anteriormente, pueden identificarse sin dificultad mediante busquedas en el banco de datos de genes mencionado.

Secuencias génicas que codifican promotores adecuados (promotores de las enzimas y/o proteinas respectivas
expresadas de manera heteréloga, pueden ser en cada caso iguales o distintos en un organismo de acuerdo con la
invencion) son conocidas por ejemplo a partir de los siguientes n. de registro del bando de datos de genes The
National Center for Biotechnology Information (NCBI): NC_001142, NC_001139, NC_001147, NC_001139,
NC_001148, NC_001135, NC_001136.

Una actividad enzimatica esta elevada en un organismo de acuerdo con la invencion con respecto al tipo natural,
cuando la actividad es al menos un 10 %, preferentemente al menos un 50 %, de manera sumamente preferente al
menos un 1000 % mayor que la misma actividad en el tipo natural correspondiente. El término del aumento abarca,
a este respecto, también la presencia de la actividad enzimatica en cuestién en un organismo de acuerdo con la
invencion, cuando el tipo natural correspondiente no presenta ninguna actividad igual.

Una enzima presenta actividad HMG-CoA-reductasa, cuando puede catalizar la reaccién de beta-hidroxi-beta-
metilglutaril-coenzima-A para dar mevalonato.

Una enzima presenta actividad C24-metiltransferasa, cuando puede catalizar la reaccién de zimosterol para dar
fecosterol.

Una enzima presenta actividad delta22-desaturasa, cuando puede catalizar la reaccion de ergosta-5,7,24(28)-trienol
para dar ergosta-5,7,22,24(28)-tetraenol.

Una enzima presenta actividad deshidrocolesterol-delta7-reductasa (abreviado: delta7-reductasa), cuando puede
catalizar la reaccién de colesta-5,7,24-trien-3-ol para dar desmosterol.

Una enzima presenta actividad deshidrocolesterol-delta24-reductasa (abreviado: delta24-reductasa), cuando puede
catalizar la reacciéon de colesta-7-24-dien-3beta-ol para dar latosterol, de colesta-5,7,24-trien-3-ol para dar 7-
deshidrocolesterol, y/o de desmosterol para dar colesterol.

Una enzima presenta actividad escualeno-epoxidasa, cuando puede catalizar la reacciéon de escualeno para dar
epoxido de escualeno.

Una enzima presenta actividad lanosterol-desmetilasa, cuando puede catalizar la reaccién de lanosterol para dar
4 4-dimetilcolesta-8,14,24-trienol.

Una enzima presenta actividad delta7-delta8-isomerasa, cuando puede catalizar la reaccién de fecosterol para dar
episterol, y/o de zimosterol para dar colesta-7-24-dien-3beta-ol. Una enzima de este tipo se expresa
preferentemente ya en el tipo natural del organismo de acuerdo con la invencién. En caso de que el tipo natural de
esta enzima no se exprese 0 no se exprese en medida suficiente, el organismo de acuerdo con la invencién puede
transformarse con un gen que codifica esta enzima, bajo el control de un promotor preferentemente activo
constitutivamente.

Una enzima presenta actividad delta5-desaturasa, cuando puede catalizar la reaccion de episterol para dar ergosta-
5-7-24(28), de colesta-7-24-dien-3beta-ol para dar colesta-5,7,24-trien-3-ol, y/o de latosterol para dar 7-
deshidrocolesterol. Una enzima de este tipo se expresa preferentemente ya en el tipo natural del organismo de
acuerdo con la invencién. En caso de que el tipo natural de esta enzima no se exprese o0 no se exprese en medida
suficiente, el organismo de acuerdo con la invencion puede transformarse con un gen que codifica esta enzima, bajo
el control de un promotor preferentemente activo constitutivamente.

En general, una de las actividades enzimaticas mencionadas anteriormente se mide porque se hace reaccionar una
cantidad predeterminada del educto en cuestién con la adiciéon de una cantidad predeterminada de la enzima en
cuestion asi como, dado el caso, cantidades predeterminadas de los componentes de reaccién necesarios
adicionales para dar el producto y se determina la cantidad del producto formada en un intervalo de tiempo
predeterminado.

La determinacion de la actividad HMG-CoA-reductasa, la actividad lanosterol-desmetilasa, la actividad escualeno-
epoxidasa, la actividad C24-metiltransferasa, la actividad delta7-delta8-isomerasa, la actividad delta5-desaturasa, la
actividad delta 22-desaturasa y la actividad delta24-reductasa tiene lugar por ejemplo tal como se describe en la cita
bibliografica WO 03/064650 A1. La determinacion de la actividad delta7-reductasa tuvo lugar de manera analoga.

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 586 205 T3

El contenido en desmosterol y/o colesterol esta elevado en una membrana, en particular una membrana plasmatica,
un organismo de acuerdo con la invencidon con respecto al tipo natural, cuando la cantidad de la sustancia en
cuestion es al menos un 10 %, preferentemente al menos un 50 %, de manera sumamente preferente al menos un
1000 % mayor que la misma actividad en el tipo natural correspondiente. El término del aumento abarca a este
respecto también la presencia de la sustancia en cuestidon en la membrana de un organismo de acuerdo con la
invencion, cuando en la membrana de un tipo natural correspondiente la sustancia no es detectable. La medicién de
la cantidad tiene lugar a este respecto, tal como se indica en los Ejemplos con las entradas "Tratamiento de los
esteroles de membrana" y "Condiciones para la cromatografia de gases (GC)".

Un uso adicional de un organismo de acuerdo ensefia la produccion de una proteina de membrana de un mamifero,
en particular de una proteina de membrana humana, preferentemente de una proteina de membrana plasmatica, y
se caracteriza porque el organismo transformado con un gen,que codifica una proteina de membrana de un
mamifero, se cultiva, preferentemente sin adicion de colesterol y/o desmosterol, y porque tras trascurrir una duracion
de cultivo predeterminada, se aisla la proteina de membrana a partir del sobrenadante de cultivo y/o a partir del
organismo.

Un uso adicional de un organismo de acuerdo con la invencion se refiere a la seleccion de sustancias que se unen a
una proteina de membrana de un mamifero, en particular a una proteina de membrana humana, preferentemente a
una proteina de membrana plasmatica, en el que el organismo transformado con el gen para la proteina de
membrana o un extracto de membrana del organismo transformado, dado el caso tras el cultivo previo del
organismo, se pone en contacto con una sustancia predeterminada o una mezcla de sustancias predeterminadas,
porque se miden cambios o la ausencia de cambios de propiedades del organismo, del extracto de membrana, y/o la
unién o no unién de una sustancia a la proteina de membrana, y porque en la medicion de cambios y/o la union, la
sustancia o la mezcla de sustancias se clasifica como de unién a la proteina de membrana. A las propiedades que
pueden determinarse del organismo pertenecen la determinacion de la viabilidad, la determinacion cuantitativa del
crecimiento celular y la determinacién cuantitativa de productos metabdlicos predeterminados de las células tras el
transcurso de un tiempo predeterminado del contacto con una sustancia prospectiva 0 una mezcla prospectiva de
sustancias y la comparacion del tamafio determinado con el mismo tamafio antes del contacto. La formacion de una
sustancia prospectiva en una proteina de membrana puede tener lugar con todos los ensayos de unién habituales
en la técnica. Para ello puede estar previsto que la proteina de membrana y/o la sustancia esté covalentemente
unida con una molécula indicadora detectable por medio de métodos fisicos, fisicoquimicos o quimicos.

La invencion se refiere ademas, de acuerdo con la reivindicacion 10, a un kit para llevar a cabo un procedimiento de
seleccion de acuerdo con la invencion. Este contiene un organismo de acuerdo con la invencion, opcionalmente un
constructo de acido nucleico adecuado para transformacion del organismo que contiene un acido nucleico que
codifica una proteina de membrana de un mamifero, en particular una proteina de membrana humana,
preferentemente una proteina de membrana plasmatica, que se encuentra bajo el control de un promotor de manera
preferente constitutivamante activo, y con unas instrucciones de uso para la transformacion del organismo con el
constructo de acido nucleico, para el cultivo del organismo antes y después de la transformacion, para poner en
contacto el organismo con una sustancia predeterminada o una mezcla predeterminada de sustancias, y para la
medicion de un cambio de una propiedad del organismo y/o de una unién de la sustancia o mezcla de sustancias a
la proteina de membrana.

En el contexto de la invencién puede emplearse también un constructo de acido nucleico, en particular plasmido o
vector lanzadera, que contiene un acido nucleico o varios acidos nucleicos, iguales o distintos, que codifican una
proteina con actividad deshidrocolesterol-delta7-reductasa y/o actividad deshidrocolesterol-delta24-reductasa,
encontrandose el/los acido(s) nucleico(s) (en cada caso) bajo el control de un promotor preferentemente activo
constitutivamente. El constructo de acido nucleico puede contener adicionalmente: un acido nucleico o varios acidos
nucleicos, iguales o distintos, que codifican una proteina con actividad HMG-CoA-reductasa y/o escualeno-
epoxidasa y/o lanosterol-desmetilasa, encontrandose el/los acido(s) nucleico(s) (en cada caso) bajo el control de un
promotor preferentemente activo constitutivamente.

Un constructo de acido nucleico de este tipo puede usarse para la producciéon de un organismo de acuerdo con la
invencion, transformandose un organismo precursor con el constructo de acido nucleico, siendo el organismo
precursor preferentemente un organismo modificado por ingenieria genética con una actividad C24-metiltransferasa
y/o delta22-desaturasa reducida con respecto al tipo natural.

Por ultimo la invencién se refiere, de acuerdo con la reivindicacién 13, a un extracto de membrana, en particular
extracto de membrana plasmatica, que puede obtenerse a partir de un organismo de acuerdo con la invencion
mediante disgregacion del organismo y separacion de la membrana, en particular de la membrana plasmatica. Son
bien conocidos por el experto procedimientos adecuados para la disgregacion o la separacion y el aislamiento de la
membrana.

Todas las explicaciones anteriores y siguientes y variantes preferidas con respecto a un aspecto de la invencién se
aplican de manera correspondiente en los otros aspectos de la invencién, sin que sea necesario repetir de manera
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explicita las caracteristicas respectivas con respecto a cada aspecto de la invencién. Todas las caracteristicas
divulgadas pueden combinarse aleatoriamente con distintos aspectos de la invencion, independientemente de en
qué contexto se divulgan en concreto las caracteristicas.

A continuacion se explica en mas detalle la invencion mediante ejemplos.

Ejemplo 1: Materiales y métodos usados

1.1: Cebador
Todos los cebadores se sintetizaron por la empresa Metabion (Martinsried).

Tabla 1: Cebador de PCR para la amplificacién. Las secuencias de reconocimiento para las enzimas de restriccion
Notl y Xhol estan subrayadas.

Cebador Secuencia

mSERTNotlf 5' -ATGCGGCCGCACCATGGAGACCACACCTTTG-3'

mSERTXholr 5' -ATCTCGAGTTACACAGCATTCATGCGG-3'

1.2: Plasmidos

Sistema de vector pFlat (Veen, M., Dissertation, TU-Berlin (2002)) En los siguientes ensayos se transformaron
distintas cepas de la levadura S. cerevisiae con el vector pFlat1 o pFlat3 del sistema de vector pFlat(Jacobs BL,
Azmitia EC. Physiol Rev (1992) 72, 165-229). Estos "vectores lanzadera" de E. coli & S. cerevisiae contienen un
sitio de restriccion Notl y un sitio de restriccion Xhol en el "Multible cloning site" (sitio de clonacion multiple), que se
usO en el presente trabajo para la clonacién. Ademas, estos plasmidos portan el gen LEU2-(pFlat3) o el gen
URA3(pFlatl), que se usaron como genes marcadores de auxotrofia para la seleccion de cepas que poran el
plasmido de seleccién en medios minimos correspondientes.

pCis-rSERT
El vector de expresion eucariota pCis incluye el ADNc del transportador de serotonina de rata, que se integro entre
los sitios de restriccion Xhol y Hpal.

1.3: Cepas

Escherichia coli K12 JM109 ,

[recA1 endA1 gyrA96 thi hsdRI7 supE44 ArelA1 A(lac-proAB) /F'traD36 proA’BlaclYlacZAMI5]
(Yanisch-Perron, C., Vieira, J., Messing, J. Gene (1985) 33 (1), 103-119)

Saccharomyces cerevisiae GRFura3

[MATa leu2-3, leu2-112, his4-519, can1, ura3A]

(Veen, 2002, véase anteriormente)

Saccharomyces cerevisiae GRFcol

[MATa tHMG1-leu2, ERGI-erg5, ERG11-erg6, his3, ura3, can1]

(Veen, 2002, véase anteriormente)

1.4: Medios

Medio LB:

Trypton al 1%; extracto de levadura al 0,5%; NaCl al 0,5%; pH 7,4

Medio YE:

Extracto de levadura al 0,5%; glucosa al 2%; pH 6,3

Medio YNB:

YNB al 0,67 %(,yeast nitrogen base" (base nitrogenada de levadura), Difco, Augsburg); glucosa al 2%

WMVIII:

(Lang y Looman, véase anteriormente) Para 1 litro de medio: 50 g de sacarosa; 250 mg de NHsH2PO4; 2,8 de NH4Cl;
250 mg de MgCl; x 6H20; 100 mg de CaCl, x 2H,0; 2 g de KH2POy4; 550 mg de MgSO4 x 7H20; 75 mg de meso-
inositol; 10 g de glutamato de Na; 1 ml de 1000 x solucidn de elemento traza; 4 ml de 250 x solucién de vitamina
Elementos traza:

Concentrado 1000x: 1,75 g de ZnSO4 x 7H20; 0,5 g de FeSO4 x 7 H,0O; 0,1 g de CuSO4 x 5 H,0O; 0,1 g de MnCl, x 4
H20; 0,1 g de NaMoO4 x 2 H,O para un litro

Solucién de vitamina:

Concentrado 250x: 2,5 g de acido nicotinico; 6,25 g de piridoxina; 2,5 g de tiamina; 0,625 g de biotina; 12,5 g de
pantotenato de Ca para 1 litro

Para placas de agar se agreg6 agar al 1,5 % (Serva, Heidelberg) al medio.

Antibidticos:
Ampicilina (Boehringer, Mannheim) 50 pg/ml
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Suplementos del medio:
Leucina (0,4 g/l); histidina-HCI (20 mg/l)

1.5: Tampones y productos quimicos

Tampon Laemmli(4x):

Tris-HCI 0,2 M pH 6,8; SDS al 8%; azul de bromofenol al 0,4%; glicerol al 40%; DTT 400 mM; Triton-X al 4%
PBS (,Phosphat buffered saline" (solucion salina tamponada con fosfato)):

NaCl 150 mM; Na_;HPO4 8,4 mM; KH,PO4 1,6 mM, pH 7,4

PBS-T:

1 x PBS pH 7,4; Tween 20 al 0,05 %

Solucion de parada(4x):

Sacarosa al 60% (p/v) ; EDTA 20 mM; azul de bromofenol al 0,025% (p/v) tampén TAE: Acetato de sodio 20 mM;
Tris 40 mM; EDTA 2 mM; pH 8,3

Tampén TB-1:

NaCl 100 mM; KCI 2 mM; CaCl, 1 mM, MgCl; 1 mM, HEPES 10 mM; pH 7,5

Tampoén TE (10x):

Tris-HCI 0,1 M; EDTA 0,01 M, pH 8,0

Tampén TED:

Tris-HCL 10 mM pH 7,6; EDTA 1 mM; DTT 1 mM

1.6: Métodos
1.6.1: Cultivo

Cultivo aeroébico

El cultivo de E. coli tuvo lugar en un matraz Erlenmeyer de 100 ml a 37°C y 160 rpm sobre un agitador giratorio en
medio LB. Para la seleccion de cepas que portan plasmido se empled el antibiético ampicilina (50 pg/ml). Cultivos
previos de la levadura S. cerevisiae se cultivaron a 30°C y 160 rpm en un matraz Erlenmeyer de 100 ml y cultivos
principales en un matraz con trabas de 250 ml sobre un agitador giratorio. Cuando no se describe expresamente lo
contrario, todos los cultivos de la levadura S. cerevisiae tuvieron lugar en medio WMVIII(C. Lang, A.C. Looman.
Appl. Microbiol. Biotechnol. (1995) 44: 147-156), suplementado con histidina 1 mg/ml.

Cultivo anaerdbico

Cuando no se sefala expresamente, el cultivo de la cepa S. cerevisiae GRFura3 pFlat3-rSERT o pFlat3-leer tuvo
lugar en condiciones estrictamente anaerobicas, tal como sigue: Un precultivo de 20 ml se cultivé durante 48 h tal
como se describe en ,cultivo aerobico". El cultivo principal se inocul6 al 1% con este precultivo y se cultivd en un
matraz con trabas de 250 ml en 50 ml de medio WMVIII, suplementado con histidina 1 mg/l y colesterol 40 mg/l, en
condiciones estrictamente anaerdbicas a 30°C y 160 rpm sobre un agitador giratorio. Para ello se incubé el matraz
con trabas en una marmita anaerébica de 2,5 | (Merck, Darmstadt) junto con dos envases con gas (Anaerocult A,
Merck, Darmstadt). La suplementacion de colesterol tuvo lugar con 0,5 ml (por 50 ml de medio) de una solucién de
colesterol (2,5 g de etanol; 2,5 g de Tween 80; 20 mg de colesterol), de modo que estaba presente una
concentracion final de 40 mg de colesterol por 1 litro de medio.

1.6.2: Métodos del analisis de ADN

Restriccion

La restriccion del ADN (de 1 a 10 pg) tuvo lugar en preparaciones de 30 pl, compuestas por ADN, 3 pul del tampon
correspondiente, 1 pl de RSA (3 mg/ml) y 1 U de enzimas (Notl y Xhol, BioLabs, Schwalbach) por 1 uyg de ADN
empleado. La preparacién se incubé a 37 C durante dos horas. Para la restriccion de amplicones de PCR se incubd
durante cuatro horas.

Electroforesis en gel de agarosa

La electroforesis en gel de agarosa se llevd a cabo en aparatos Minigelgel (BioRad, Munich). Los geles se
componian de agarosa al 1% en tampdén TAE. Como tampén de ejecucion se usé asi mismo tampon TAE. Se
mezclaron 10 pl de la muestra con 3 pl con una soluciéon de parada. Como patrén sirvié para fragmentos entre 2 kb y
13 kb A-ADN (BioLabs, Schwalbach) restringido con Hindlll (tamafio de banda: 23,1 kb; 9,4 kb; 6,6 kb; 4,4 kb; 2,3 kb;
2,0 kb y 0,6 kb). Para fragmentos mas pequefios entre 500 pb y 3 kb se us6 el marcador GeneRuler (MBI
Fermentas, St. Leon-Rot) y para fragmentos entre 3 kb y 10 kb el marcador 1 kb DNA Ladder (New England
Biolabs). Para la separacion de fragmentos de ADN se aplicé una tension de 100 V durante 30-45 min. Después se
tifi6 el gel en una solucién de bromuro de etidio (tampoén TAE 0,4 mg/l) y se tomaron imagenes bajo luz UV(254 nm).

Precipitacion de ADN

Se concentré ADN de soluciones acuosas por medio de una precipitacion. Para ello se mezclé la solucién de ADN
con 1/10 volumenes de acetato de sodio 3 M (pH 4,8) y un volumen de 2,5 veces de etanol (al 96%). La preparacion
se incubo durante 30 min a -20°C y se centrifugé a continuacion a 14000 x g. El granulo de ADN se lavé después
una vez mas con etanol al 70% y se centrifugd a 14000 g durante 5 min. El granulo secado al aire se resuspendio en
un volumen deseado de tampon TE y se almacend a -20°C.
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Ligacion

La ADN-ligasa de T4 cataliza la union de enlaces fosfodiéster covalentes entre el grupo 3'-hidroxilo de un nucleétido
y el grupo 5'-fosfato de un segundo nucleétido en ADN bicatenario. Los fragmentos que van a ligarse se purificaron
por medio de un kit de purificacion de ADN (Qiagen, Hilden) segun las indicaciones del fabricante y se juntaron en
una relacion de ADN de vector con respecto a inserto de 3:1 y se recogieron en un volumen de 17 pl. A continuacion
se agregaron 2 pl de tampodn ligasa (MBI Fermentas, St. Leon-Rot) y 1 yl de ligasa de T4(1 U/ul) y se incubd la
preparacion durante 2 horas en el caso de una ,sticky-end-Ligation" a 16°C.

Células competentes y transformacion de E. coli
La transformacion de células de E. coli con ADN de plasmido tuvo lugar de acuerdo con el método de
electroporamon Para la preparacion de células electrocompetentes se sobrelnoculo un cultivo durante la noche al
1% en 500 ml de medio LB reciente y se cultivd de manera aerdbica a 37 °C hasta una densidad oOptica de 0,5-0,7. A
continuacién se separaron por centrifugacion las células a 5000 x g durante 10 min y se resuspendieron en 200 ml
de glicerol al 10% helado. Después de una etapa de centrifugacién adicional a 5000 x g durante 10 min se
resuspendieron las células en 100 ml de glicerol al 10% helado. Después de una nueva centrifugacion a 5000 x g
durante 10 min y una resuspensiéon en 50 ml de glicerol al 10% helado, se separaron por centrifugacion las células
durante 10 min a 5000 x g, se desecho el sobrenadante y se resuspendio el granulo en el glicerol refluente, se
dividio en alicuotas de 65 pl y se congeld a -80 °C. Para la transformacion se mezclaron 100-200 ng de ADN de
plasmido con 30 pl de las células competentes en un Eppi de 1,5 ml y se incubd durante algunos minutos sobre
hielo. A continuacion se transfirié la preparacion a cubetas de electroporacion, estériles, enfriadas previamente sobre
hielo y se llevd a cabo la electroporacion (1,67 kV, 25 pF, 200 Q, 5 ms) con un Multiporator (Eppendorf, Hamburgo).
Tras la emisién de pulsos tuvo lugar la adicién inmediata de 1 ml de medlo YE y la transferencia a un Eppi de 1,5 ml.
La preparacion se incub6 ahora para la regeneracion durante 1 h a 37 °c y, a continuacion, se sembré en placa en
placas de LB-agar con ampicilina para la seleccion.

Aislamiento de ADN de plasmido de E. coli (Miniprep)

Las cepas de E. coli en cuestion se inocularon en 5 ml de medio LB con ampicilina 50 mg/l y se cultivaron durante la
noche a 37°C. Las células se centrifugaron a continuacion a 5000 x g. El sobrenadante se desecho y el ADN de
plasmido se traté por medio de un kit Miniprep (Qiagen, Hilden) segun las indicaciones del fabricante.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Mediante la reaccién en cadena de la polimerasa es posible, por medio de cebadores especificos, amplificar
fragmentos de ADN a partir de ADN aislado o directamente a partir de células de E. coli completas. Segun el
estandar, para una reaccion de PCR se emplearon 100 ng de ADN de molde, disueltos en 1 pl de H>O una colonia
de E. coli, transferida con un palillo de dientes a un tubo de PCR (PCR de colonias). Ademas de la plantilla, estaba
presente una preparacion de reaccion de 4 uyl de dNTP-Mix (2,5 mM), 5 pl de 10x tampoén de reaccion,
respectivamente 2 ul de cebador (forward y revers (directo e inverso)), 0,2 yl (1 U) de Tag-polimerasa (Promega,
Mannheim) o Takara-polimerasa (Takara, Tokio, Japon) y H2O en un volumen total de 50 pl. La PCR se llevo a cabo
en un termociclador (Biorad, Munich) segun la preparacion. Para el analisis se separaron 10 pl de la preparacion de
PCR sobre un gel de agarosa o se purificaron para el uso adicional por medio de un kit de purificacion de PCR
(Qiagen, Hilden) y se concentraron hasta un volumen de 30 pl.

Transformacion de levadura

Para la transformaciéon de levadura se cultivd un precultivo en 20 ml de medio YE durante la noche. Un cultivo
principal de 50 ml se inoculd hasta una densidad 6ptica DOggo de 0,3 y se cultivé durante aproximadamente 4 horas.
A una DOsggo alcanzada de 0,8- 1,0 se centrifugaron las células a 4000 g durante 10 min y se lavd el sedimento
celular con 10 ml de H2O estéril. A continuacion se recogieron las células en 1,5 ml de H>O y se transfirieron a un
Eppi. Las células se centrifugaron (4000 g, 2 min) y se resuspendieron en 1 ml de solucién de acetato de litio (LiAc
100 mM en tampén TE), se centrifugaron (4000 x g, 2 min) y se lavaron de nuevo con 1 ml de solucién de acetato de
litio. A continuacion se recogieron las células en 200 pl de solucién de acetato de litio (células competentes). Para
una preparacion de transformacion se emplearon 40 ul de células competentes, 10 yl de ADN de esperma de
arenque (10 mg/ml), 230 pl de solucién de PEG (PEG 4000 al 40% en acetato de I|t|o 0,1Men1xTEpH8,0)y 1-20
pg de ADN que va a transformarse Esta preparacion se incubd durante 30 min a 30 °c y se expuso a continuacion a
un choque térmico a 42°C durante 8 min. Después de enfriar hasta temperatura ambiente se afiadieron 800 ul de
H20 y se centrifugd la preparacion a 7000 x g durante 20 s. A continuacion se sembraron en placa Ias células
directamente sobre medios de seleccion correspondientes con agar y se incubaron durante 3 a 5 dias a 30 °C.Enel
caso de la transformacion doble mencionada en el capitulo 4.2.2, es decir, la transformacién simultanea con 2
vectores, la preparacion de transformacion contenia aproximadamente 30 ug de cada vector. Para ello se precipit6 el
ADN de vector y se recogio en 10 pl de HxO. Se anadieron 40 pl de células competentes y se incub6 esta
preparacion durante 30 min a 37 OC, antes de afadirse la solucion de PEG y el ADN de esperma de arenque.
Después se procedié tal como se describié anteriormente.

1.6.3: Analitica de esterol
Condiciones de cultivo para el analisis de esterol
Para el analisis de esterol se realizaron cultivos de levadura segun el siguiente esquema: Un precultivo de 20 ml se
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inocul6 con 50 pl de un cultivo congelado y se cultivd durante 2 dias. El cultivo principal se realizé en un matraz con
trabas de 250 ml con 50 ml de medio (medio WMVIII, suplementado con histidina 1 mg/ml) sobre un agitador
giratorio a 160 rpmy 30 °C durante 1 o 3 dias. Se inoculd el cultivo principal con un 1% del precultivo.

Determinacion de la sustancia seca

Para la determinacion de la sustancia seca se transfirieron 3 veces 6 ml de volumen de cultivo a tubos Greiner de 15
ml pesados previamente. Las células se separaron por centrifugacion a 3500 g durante 5 min y se lavaron con 10 ml
de H20. A continuaciéon se seco el sedimento celular en una estufa de secado durante 12 horas a 80 °C. Las
muestras se enfriaron en el desecador, antes de que tuviera lugar la pesada.

Tratamiento de los esteroles totales

Las células que van a examinarse se recogieron y se lavaron con 40 ml de H20. A continuacion se determind la
densidad optica DOggo y se recogié un sedimento de levadura, que corresponde a 125 de DOgoo, en 5 ml de una
solucién de HCI 0,5 N. La suspension se cocié entonces en un tubo Falkon de 50 ml durante 20 min a 100°C. Las
células labilizadas de esta manera se enfriaron a continuacion sobre hielo y se afiadieron a la solucion 3 g de KOH.
Tras disolverse el KOH se afiadieron 12,5 ml de una solucion de pirogalol metandlico 0,25 g/l. Como patron de
extraccion se afadieron ad|C|onaImente 10 pl de solucién de colesterol (10 mg/ml). La mezcla de saponificacion se
incubd durante 1 h 45 min a 70°C. Tras enfriarse esta preparacion hasta temperatura ambiente se extrajeron los
esteroles con 2 x 20 ml de n-hexano. Las fases de n-hexano combinadas se concentraron en el evaporador rotatorio
y el residuo se disolvié con 2 x 1 ml de cloroformo con nonadecano 0,2 g/l como patron interno y se transfirieron a
frascos de vidrio topacio. Los extractos de esterol se almacenaron hasta el andlisis a -20 °c.

Tratamiento de los esteroles de membrana

Para la preparacion de las muestras para la analitica de esteroles de membrana debieron aislase en primer lugar las
membranas plasmaticas de las cepas de levadura S. cerevisiae que iban a examinarse. Esto tuvo lugar segun el
método de Serrano (Serrano et al., Methods Enzymol., 157:533-544 (1988) con algunas modificaciones, que se
describen brevemente a continuacion: Las células se recogieron tras la cosecha y una etapa de lavado con H>O en 1
ml de Tris 1 M (pH 8), 200 pl de EDTA 0,5 M y 100 yl de PMSF 200 mM. A continuacion tuvo lugar la disgregacion
con perlas de vidrio. Después de una etapa de centrifugacion se retiré el sobrenadante, se lavaron las perlas de
vidrio con tampén TED y se reunieron los sobrenadantes en un tubo SS34. Las vesiculas de membrana mas
grandes y la membrana plasmatica se sedimentaron ahora a 20000 g durante 30 min y el sedimento se recogi6 en 4
ml de glicerol al 20% en tampon TED con 200 pl de PMSF 0,2 M y se homogeneizaron con un homogeneizador
Dounce. Se afiadieron 3 ml de este homogeneizado a un gradiente discontinuo, de 6 ml al 53% (p/p) y 3 ml al 43%
(p/p) de sacarosa en un tubo de ultracentrifuga Beckman. La centrifugacion tuvo lugar durante 6 h a 100.000 g en un
rotor Beckman SW41-Ti. La membrana plasmatica purificada pudo retirarse de la interfase con una pipeta y se
transfirié a un nuevo tubo Beckman, que se llené con H>O. La membrana plasmatica se sedimenté a contlnuaC|on a
80000 g durante 30 min y se resuspendié el sedimento en 2 ml de tampdén TED y se almacend a -20°C. Para la
extraccion de los esteroles se mezcld 1 ml de la suspension de membrana plasmatica con 500 pl de cloroformo y se
agitoé con vortex durante 1 min. Le sigui6 la separacion de fases a 13000 rpm durante 15 min. Se transfirieron 450 pl
de la fase organica inferior ahora a un tubo de CG y se afiadieron 50 pl de N-metil- N trimetilsililtrifluoracetamida
(MSTFA, Sigma, Munich). La derivatizacion de los esteroles tuvo lugar durante 1 h a 80°C. Las muestras acabadas
pudieron ahora analizarse por cromatografia de gases.

Condiciones para la cromatografia de gases (CG)

La analitica de CG se llevé a cabo con un cromatografo de gases Agilent 6890N (Agilent, Waldbronn), equipado con
un automuestreador Agilent 7683B. Como detector se us6 un espectrometro de masas Agilent 5975 VL. Se
seleccionaron las siguientes condiciones: Como columna sirvié una columna HP-5MS de 30 m de Iongitud (J&W
Scientific, EE.UU.) con un diametro interno de 0,25 mm y un grosor de pellcula de 0,25 pm. Helio sirvid como fase
movil. El sistema CG/EM se ejecutd con un programa de temperatura (100°C 0,5 min, 50°C/min a 270°C, 270°C
durante 10 min, 5°C/min a 290°C, 290°C durante 4 min, 5°C/min a 325°C, 325°C durante 20 min, 5 C/min a 340°C,
340° C durante 2 min) en el modo sin fraccionamiento. La temperatura del inyector ascendia a 280°C, la del detector
a 150°C. Para la mejor separacion y el aumento de la volatilidad de los productos intermedios de esterol, se
derivatizaron los productos de esterol con MSTFA durante una hora a 80 °C en la estufa de secado. La determinacion
de las masas molares de los productos intermedios de esterol examinados, asi como su identificacion por medio del
patron de ionizacion, tuvo lugar con el espectrometro de masas Agilent 5975 VL. El volumen de inyeccion de las
muestras ascendié a 2 pl.

Ejemplo 2: Resultados
En el afio 2002 se logra establecer la biosintesis de colesta-5,7,24-trien-3-ol en la levadura S.cerevisiae (Veen,

2002, véase anteriormente). Para ello se modific6 con métodos de ingenieria genética una cepa de laboratorio de
libre acceso GRF18 tal como se representa a continuacion.
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Cepa Descripcion

GRFI8 ! leu2, his3

GRFura3 ! leu2, his3, ura3

GRFtH3 ! tHMG1-leu2, his3, ura3

GRFtH3Ele5 ! tHMG1-leu2, ERG1-erg5, his3, ura3

GRFtHIEIEI1e5e6 tHMG1-leu2, ERGI-erg5, ERG1l-erg6, his3, ura3

Tal como puede verse, se delecion6 en primer lugar el gen URA3 y el gen tHMG1 se integré en el locus de gen

LEU2. El gen tHMGH1 (t = truncated (truncado), abreviado) codifica para una HMG-CoA-reductasa acortada, que se
compone tan solo de la subunidad catalitica de la proteina y, por lo tanto, no experimenta ya la inhibicién feedback
mediante productos intermedios de esterol. La transcripcion del gen tHMG1 se controla por el promotor de ADH1
constitutivo. Mediante el analisis de una sobreexpresion sistematica y una desregulacion transcripcional de todos los
genes de la ruta de biosintesis de postescualeno individualmente y en combinaciones en la cepa desregulada por
HMGH1, pudieron identificarse dos puntos de regulacién principales adicionales o pasos estrechos en la ruta de
postescualeno. Estos pasos estrechos pudieron superarse mediante la sobreexpresion de la escualeno-epoxidasa
(ERG1) y la lanosterol-desmetilasa (ERG11). Para ello se integraron en el genoma de levadura los genes ERG1 y
ERG11 en una forma transcripcionalmente desregulada bajo el control de un promotor de ADH1 constitutivo, en
concreto, por medio de la recombinacién homologa en los loci de los genes ERG5 y ERG6, que se delecionaron de
esta manera (Veen, 2002, véase anteriormente). De este modo, en solo 3 etapas de transformacion, se introdujeron
5 cambios genéticos en la cepa de levadura, mediante los cuales se ha logrado una eliminaciéon de los pasos
estrechos en la ruta de sintesis de ergosterol, asi como el establecimiento de la sintesis de colesta-5,7,24-trien-3-ol.
Adicionalmente se mostré6 que la cepa de levadura resultante GRFtH1EIE11e5e6 (GRFcol) produce productos
intermedios de post-escualeno-esterol en cantidades mucho mayores que la cepa de tipo natural GRFura3.

En una etapa adicional, en esta cepa, por medio del vector lanzadera, de acuerdo con la invencion, se llevé a la
sobreexpresion una deshidrocolesterol-delta7-reductasa (conocida por la cita bibliografica US-5,759,801). Para ello
se integré el ADNc para la deshidrocolesterol-delta7-reductasa (DHCR7) de Arabidopsis thaliana entre el promotor
de ADH1 constitutivo y el terminador de triptéfano (TRP1) del vector y se transformé en la levadura. La cepa de
levadura resultante se designé como GRFcol pFlat1-DHCR?.

El analisis de cromatografia de gases de la composicion de esterol total esta representada a continuacion. La Tabla
2 muestra la composicion de los esteroles principales en la levadura GRFcol después de la transformacion con el
vector pFLAT1-DHCRY7, que incluye la deshidrocolesterol-A7-reductasa de Arabidopsis thaliana y/o pFlat3-DHCR24,
que incluye la deshidrocolesterol-A24-reductasa de Xenopus laevis. Los valores proceden de un analisis de CG/EM
y se entienden como partes porcentuales. Se reconoce que la sobreexpresion de DHCR7 llevé a una conversion
parcial del colesta-5,7,24-trienol en colesta-5,24-dienol (desmosterol), un precursor directo de colesterol. El
porcentaje de este esterol en el contenido en esterol total de la levadura se encuentra en aproximadamente el 40-
50%. Por lo tanto, desmosterol junto a zimosterol, era el esterol principal en la levadura. El examen de la membrana
plasmatica dio como resultado que desmosterol era, con un porcentaje de aproximadamente el 60%, el esterol de
membrana principal (datos no mostrados).

Tabla 2: Parte porcentual del esterol respectivo en las cepas indicadas (esteroles totales)

Coles- Desmos- Zimos- colesta- | Ergos- colesta- | Escua- 7-des-

terol terol terol 7,24- terol 5,7,24- leno hidro-

dienol trienol coles-

Cepa terol
GRFcol

pFlat1 0,0 0,0 14,5 14,0 5,3 25,4 40,7 0,0
pFlat3
GRFcol
pFlat1-

DHCR7 0,0 47,3 8,7 55 4,2 13,1 21,3 0,0
pFlat3
GRFcol
pFlat1-

DHCR7 3,2 417 6,6 4.8 5,7 8,9 221 7,0
pFlat3-
DHCR24
X.laevis
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Después del establecimiento de la biosintesis de desmosterol, se expresé por medio del vector lanzadera pFlat3,
una deshidrocolesterol-A24-reductasa en la levadura ademas de DHCRY7. Para ello se integré el ADNc para la
deshidrocolesterol-A24-reductasa (DHCR24) de Xenupus laevis entre el promotor de ADH1 constitutivo y el
terminador de triptéfano (TRP1) del vector pFlat3 y se introdujo en la levadura. La cepa resultante se designé como
GRFcol pFlat1-DHCR?7 pFlat3-DHCR24. El analisis de cromatografia de gases de la composicion de esterol total de
esta cepa mostré que la sobreexpresion de DHCR24 llevaba a la sintesis de colesterol y 7- deshidrocolesterol. El
porcentaje de colesterol y 7-deshidrocolesterol se encontraba en aproximadamente el 3,2 o0 el 7,0 %. (Tabla 1)

Para examinar una influencia de desmosterol sobre la expresion heterdloga de una proteina de membrana, se
sobreexpresoé el transportador de serotonina de la rata en la cepa GRFcol pFlat1-DHCRY7. Par ello se integro el
ADNCc de rSERT entre el promotor de ADH1 constitutivo (C. Lang, A.C. Looman, Appl. Microbiol. Biotechnol. 44: 147-
156 (1995) y el terminador de triptéfano (TRP1) del vector pFlat3. La integracion tuvo lugar a través de un sitio de
restriccion Notl y un sitio de restriccion Xhol en el "multiple-cloning-site" (sitio de clonacion multiple) de este "vector
lanzadera" de E. coli / S. cerevisiae. El sistema de vector pFlat esta representado esquematicamente en la Figura 1.
Esta muestra una representacion esquematica de los plasmidos de expresion de levadura episomales pFlat1 y
pFlat3. El plasmido pFlat1 porta un gen URA3 y pFlat3 un gen LEU2 para la seleccion de cepas que portan
plasmido. Ambos plasmidos contienen el promotor de ADH1 constitutivo y el terminador de TRP1, asi como la mayor
parte del ADN 2 ym para la replicacion. La clonacion del ADNc de rSERT entre los sitios de restriccion Notl y Xhol
del multiple-cloning-site esta representada esquematicamente.

Después de la creacion del vector pFlat3 rSERT se transformoé la cepa GRFcol pFlat1-DHCR7 asi como la cepa de
tipo natural GRF18 con el plasmido y se llevé a la expresion el receptor de serotonina. La expreS|on funcional del
rSERT en las cepas de levadura que van a examinarse se examiné mediante uniéon de [ H] citalopram a
esferoblastos.

Los antagonistas de serotonina, tales como citalopram, se unen exclusivamente a moléculas de SERT
correctamente plegadas y activas, es decir, funcionalmente expresadas. Citalopram se une con alta afinidad al
mismo sitio del transportador de serotonina que el verdadero sustrato, serotonina. Un indice de ello es que
citalopram reduce el nimero maximo de sitios de union, pero no reduce la afinidad de la serotonina hacia SERT. Se
conoce que [ H] citalopram solo se une al rSERT, cuando esta presente colesterol en la membrana que lo rodea.
Ergosterol no pudo sustituir a colesterol en este estudio. En un experimento debera examinarse si esto se logra con
los esteroles colesta-5,7,24-trienol y desmosterol, que son similares a la estructura de colesterol.

Para examinar la expresion funcional del rSERT en Ia membrana plasmatica de las cepas de levadura que van a
examinarse, se llevo a cabo un estudio de unién de [ H] citalopram con esferoblastos de estas cepas. La Figura 2
muestra los resultados de este estudio. Esta representado un recuento de centelleo del [ H] citalopram unido fmol
por 10° células. Se cultivaron de manera anaerdbica esferoblastos de las cepas GRFura3 pFlat1-leer, pFlat3-rSERT;
GRFcol pFlat-leer, pFlat3-rSERT; GRFcol pFlat-DHCR7, pFlat3-rSERT; GRFura3 pFlat1-leer, pFlat3-rSERT con
suplementacion de colesterol y se |ncubaron las cepas control correspondientes (para determinar la unién no
especifica, portan el vector pFlat3-leer) con [ H] citalopram 2 nM. Los datos de porcentaje representan la union
especifica a la unién total. La altura de las barras representa el valor medio de tres experimentos independientes.
Las barras de error indican el valor de medicién mayor y el menor.

La Figura 2 muestra que la unién no especifica es la maxima en GRFcol-DHCR?7 y es la minima en GRFura3 de
manera anaerdbica + colesterol.

Una diferencia significativa entre union especifica y no especifica a esferoblastos de GRFura3 y GRFcol y, por lo
tanto, una expresion funcional del rSERT en estas cepas, no es evidente a partir de los resultados en la Figura 2. En
cambio, es sorprendente que, ademas de GRFura3 de manera anaerébica con colesterol, también en GRFcol-
DHCRY puede detectarse una union especifica del [ H] C|talopram de aproximadamente el 20%. Esto corresponde a
una unioén especifica de, en promedio, 6 moléculas de [ H] citalopram o a la expresién funcional de 6 moléculas de
rSERT por célula de la cepa GRFura3 de manera anaerdbica con colesterol. En GRFcol-DHCR?7 corresponde a 11
moléculas. La diferencia de 5 moléculas puede explicarse mediante el diferente nivel de expresion del SERT en las
dos cepas. Un analisis del nivel de expresion por inmunotransferencia de tipo Western (datos no mostrados) mostré
que la expresion en GRFcol-DHCR7 es mayor que en GRFura3 de manera anaerdbica con colesterol.

La unién especifica asciende, tanto en GRFura3 de manera anaerodbica con colesterol, como en GRFcol-DHCR7 a
aproximadamente el 20%. Es decir, desmosterol parece compensar por completo la falta de colesterol, con respecto
a la funcionalidad del SERT. Los resultados del estudio de unién con esferoblastos indican una expresién funcional
del rSERT en GRFcol-DHCR?Y.

En el caso de esferoblastos de la cepa GRFura3 pFlat3-rSERT de manera anaerdbica con colesterol, pudo
detectarse una unién especifica de [ H] citalopram. Es decir, se parte de que el rSERT en esta cepa se expresa
funcionalmente en estas condiciones de cultivo. Dado que se trabajé con esferoblastos, se ha logrado también la
deteccion para la expresion del rSERT en la membrana plasmatica. Los resultados en la Figura 2 aclaran que
ergosterol y colesta-5,7,24-trienol no pueden compensar la falta de colesterol, y para una expresion funcional del
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SERT es necesario colesterol o desmosterol en la membrana.
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REIVINDICACIONES

1. Organismo no mamifero vivo, modificado por ingenieria genética, aislado, con una actividad HMG-CoA-reductasa
elevada con respecto al tipo natural, y con una actividad C24-metiltransferasa y/o delta22-desaturasa reducida con
respecto al tipo natural,

caracterizado por que
el organismo presenta una actividad deshidrocolesterol-delta7-reductasa elevada con respecto al tipo natural y

por que el organismo esta transformado adicionalmente con un gen que codifica una proteina de membrana de un
mamifero, bajo el control de un promotor.

2. Organismo de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizado por que el organismo presenta adicionalmente una
actividad deshidrocolesterol-delta24-reductasa elevada con respecto al tipo natural.

3. Organismo de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 o 2, caracterizado por que el organismo presenta una
actividad escualeno-epoxidasa y/o lanosterol-desmetilasa elevada con respecto al tipo natural.

4. Organismo de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado por que el organismo es un organismo
procariota, en particular seleccionado del grupo que consiste en bacterias de los géneros Bacillus, Escherichia,
Lactobacillus, Corynebacterium, Acetobacter, Acinetobacter y Pseudomonas o un organismo eucariota, en particular
seleccionado del grupo que consiste en algas, levaduras, hongos, células de insecto, musgos y plantas.

5. Microorganismo, de acuerdo con la reivindicacion 4, caracterizado por que la levadura se selecciona del grupo
que consiste en Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces delbriickii, Saccharomyces italicus, Saccharomyces
ellipsoideus, Saccharomyces fermentati, Saccharomyces kluyveri, Saccharomyces krusei, Saccharomyces lactis,
Saccharomyces marxianus, Saccharomyces microellipsoides, Saccharomyces montanus, Saccharomyces norbensis,
Saccharomyces oleaceus, Saccharomyces paradoxus, Saccharomyces pastorianus, Saccharomyces pretoriensis,
Saccharomyces rosei, Saccharomyces rouxii, Saccharomyces uvarum y Saccharomycodes ludwigii, asi como
levaduras del género Kluyveromyces tales como K. lactis K. marxianus var. marxianus, K. thermotolerans, asi como
levaduras del género Candida tales como Candida utilis, Candida tropicalis, Candida albicans, Candida lipolytica y
Candida versatilis, asi como levaduras del género Pichia tales como Pichia stipidis, Piachia pastoris y Pichia
sorbitophila, asi como levaduras de los géneros Cryptococcus, Debaromyces, Hansenula, Saccharomycecopsis,
Saccharomycodes, Schizosaccharomyces, Wickerhamia, Debayomyces, Hanseniaspora, Kloeckera,
Zygosaccharomyces, Ogataea, Kuraishia, Komagataella, Metschnikowia, Williopsis, Nakazawaea, Cryptococcus,
Torulaspora, Bullera, Rhodotorula, Willopsis y Sporobolomyces.

6. Organismo de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizado por que el organismo, en particular la
membrana, en particular la membrana plasmatica del organismo presentan un contenido en desmosterol y/o
colesterol y/o 7-deshidro-colesterol y/o latosterol elevado con respecto al tipo natural.

7. Organismo de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizado por que el gen que codifica una
proteina de membrana de un mamifero es un gen que codifica una proteina de membrana humana, preferentemente
una proteina de membrana plasmatica, y por que este gen se encuentra bajo el control de un promotor
constitutivamente activo.

8. Uso de un organismo de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 7 para la produccion de una proteina de
membrana de un mamifero, en particular de una proteina de membrana humana, preferentemente de una proteina
de membrana plasmatica, caracterizado por que el organismo transformado se cultiva, preferentemente sin adicion
de colesterol y/o desmosterol, y por que tras transcurrir una duracién de cultivo predeterminada se aisla la proteina
de membrana a partir del sobrenadante de cultivo y/o a partir del organismo.

9. Uso de un organismo de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 7 para la seleccion de sustancias que se
unen a una proteina de membrana de un mamifero, en particular a una proteina de membrana humana,
preferentemente a una proteina de membrana plasmatica, caracterizado por que el organismo o un extracto de
membrana del organismo, tras el cultivo previo del organismo, se pone en contacto con una sustancia
predeterminada o una mezcla de sustancias predeterminadas, por que se miden cambios o la ausencia de cambios
de propiedades del organismo, del extracto de membrana, y/o la unién o no unién de una sustancia a la proteina de
membrana y por que en la medicién de cambios y/o la unién, la sustancia o la mezcla de sustancias se clasifica
como de unién a la proteina de membrana.

10. Kit para llevar a cabo un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 9, con un organismo no mamifero vivo,
modificado por ingenieria genética, con una actividad HMG-CoA-reductasa elevada con respecto al tipo natural, con
una actividad C24-metiltransferasa y/o actividad delta22-desaturasa reducida con respecto al tipo natural, y con una
actividad deshidrocolesterol-delta7-reductasa elevada con respecto al tipo natural, con un constructo de acido
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nucleico, adecuado para la transformacion del organismo, que contiene un acido nucleico que codifica para una
proteina de membrana de un mamifero, en particular una proteina de membrana humana, preferentemente una
proteina de membrana plasmatica, que se encuentra bajo el control de un promotor preferentemente activo
constitutivamente, y con unas instrucciones de uso para la transformacién del organismo con el constructo de acido
nucleico, para el cultivo del organismo antes y después de la transformacioén, para poner en contacto el organismo
con una sustancia predeterminada o una mezcla predeterminada de sustancias, y para la medicién de un cambio de
una propiedad del organismo y/o de una unién de la sustancia o mezcla de sustancias a la proteina de membrana.

11. Uso de un constructo de acido nucleico, en particular plasmido o vector lanzadera, que contiene un acido
nucleico o varios acidos nucleicos, iguales o distintos, que codifican una proteina con actividad deshidrocolesterol-
delta7-reductasa y/o actividad deshidrocolesterol-delta24-reductasa, en el que el/los acido(s) nucleico(s) se
encuentra o encuentran (en cada caso) bajo el control de un promotor de manera preferente constitutivamente activo
para la produccion de un organismo para un kit de acuerdo con la reivindicacién 10, en el que se transforma un
organismo precursor con el constructo de acido nucleico, el constructo de acido nucleico que contiene un acido
nucleico que codifica una proteina de membrana de un mamifero, en particular una proteina de membrana humana,
preferentemente una proteina de membrana plasmatica, que se encuentra bajo el control de un promotor
preferentemente activo constitutivamente, en el que el organismo precursor es preferentemente un organismo
modificado por ingenieria genética con una actividad C24-metiltransferasa y/o delta22-desaturasa reducida con
respecto al tipo natural.

12. Uso de acuerdo con la reivindicacion 11, el constructo de acido nucleico que contiene adicionalmente un acido
nucleico o varios acidos nucleicos, iguales o distintos que codifican una proteina con actividad HMG-CoA-reductasa
y/o escualeno-epoxidasa y/o lanosterol-desmetilasa, en el que el/los acido(s) nucleico(s) se encuentra o encuentran
(en cada caso) bajo el control de un promotor preferentemente activo constitutivamente.

13. Extracto de membrana, en particular extracto de membrana plasmatica, que puede obtenerse a partir de un
organismo de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 7 mediante disgregacion del organismo y separacion de la
membrana, en particular de la membrana plasmatica, que contiene desmosterol y/o colesterol y/o 7-deshidro-
colesterol y/o latosterol, asi como una proteina de membrana de un mamifero, obtenido a partir del gen que codifica
una proteina de membrana de un mamifero.

20



ES 2 586 205 T3

Figura 1

Promotor de ADH1

Terminador de TRP1
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Figura 2
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Figura 3

ATGGACCAATTGGTGAARACTGARGTCACCAAG
AAGTCTTTTACTGCTCCTGTACAARAGGCTTCTACACCAGTTTTAACCAATAAAACAGTC
ATTTCTGGATCGARAGTCARAAGTTTATCATCTGCGCAATCGAGCTCATCAGGACCTTCA
TCATCTAGTGAGGRAGATGATTCCCGCGATATTGAAAGCT TGGATAAGARAATACGTCCT
TTAGAAGAATTAGAAGCATTATTAAGTAGTGGAAATACAAAACAATfGAAGAACAAAGAG
GTCGCTGCCTTGGTTATTCACGGTAAGTTACCTTTGTACGCT TTGGAGAARAAATTAGGT
GATACTACGAGAGCGGTTGCGGTACGTAGGAAGGCTCTTTCAAT T TTGGCAGAAGCTCCT
GTATTAGCATCTGATCGTTTACCATATAAAAATTATGACT ACGACCGCGTATTTEACGCT
TGTTGTGARAATGTTATAGETTACATGCCTTTGCCCGTTGGTGTTATAGGCCCCTTGETT
ATCGATGGTACATCTTATCATATACCAATGGCAACTACAGAGGGTTGTTTGGTAGCTTCT
GCCATGCGTGGCTGTAAGGCARTCAATGCTGGCGGTGGTGCARCAACTGT TTTAACTAAS
GATGGTATGACAAGAGGCCCAGTAGTCCGT TTCCCAACTTTGAARAGATCTGGTGCCTGT
AAGATATGGTTAGACTCAGAAGAGGGACAAAACGCAATTARARARGCTTTTAACTCTACA
TCAAGATTTGCACGTc:GCAACATATTCAAACTTQTCTAGCAGGAGATTTACTCTTCATG
AGATTTAGAACAACTACTGQTGACGCAATGGGTAiGAATATGATTTCTAAAGGTGTCGAA
TACTCATTAAAGCARATGGTAGAAGAGTATGGCTGGGAAGATATGGAGETTGTCTCCGTT
TCTGGTARCTACTGTACCGACAAAAMACCAGCTGCCATCAACTGGATCGAAGGTCGTGCT
ARGAGTGTCGTCGCAGAAGCTACTATTCCTGGTGATGTTGTCAGARAAGTGTTAAAAAGT
GATGTTTCCGéATTGGTTGAGTTGAACATTGCTAAGAATTTGGTTGGATCTGCAATGGCT
GGGTCTGTTGGTGGATTTAACGCACATGCAGCTAATTTAGTGACAGCTGTTTTCTTGGCA
TTAGGACAAGATCCTGCACAAARTGTTGARAGTTCCAACTGTATARCATTGATGARAGAR
GTGGACGGTGATTTGAGAATTTCCGTATCCATGCCATCCATCGAAGTAGGTACCATCGET
GGTGGTACTGTTCTAGAACCACAAGGTGCCATGTTGGACT TATTAGGTGTAAGAGGCCCS
CATGCTACCGCTCCTGGTACCARCGCACGTCARTTAGCAAGAATAGTTGCCTGTGCCGTC
TTGGCAGGTGAATTATCCTTATGTGCTGCCCTAGCAGCCGGCCATTTGGTTCARAGTCAT
ATGACCCACAACAGGAAACCTGCTGARCCAACARRACCTAACAATTTGGACGCCACTGAT
ATAAATCGTTTGARAGATGGGTCCGTCACCTGCATTAAATCCTAA.
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