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@Resumen:

Mutantes de apoacuorina y métodos para su uso.

La invencién proporciona un sensor de calcio basado
en la proteina apoacuorina, en donde se han
modificado la posicién 119 y las posiciones 24 y/o
157, asi como proteinas de fusion que comprenden
dicho sensor. La invencion también proporciona
métodos para detectar calcio en muestras y la
concentracion de calcio intracelular.
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DESCRIPCION
Mutantes de apoacuorina y metodos para su uso.

CAMPO DE LA TECNICA

La presente invencion se relaciona con sensores de calcio libre intracelular (Ca2+) codificados genéticamente ¥
en particular, con mutantes de apoacuorina. También se relaciona con métodos para la deteccion de Ca
mediante el uso de sensores de calcio.

ANTECEDENTES

El calcio i6nico intracelular (Ca2+) es la molécula sefializadora méas ubicua en los organismos vivos y regula una
gran cantidad de procesos celulares como la contraccion muscular, la secrecién de neurotransmisores y
hormonas, la expresién genlca la division celular, la diferenciacion y la apoptosis. Por su importante papel en
todas estas funciones, el Ca®* esta finamente regulado y alteraciones en su homeostasis pueden conducir a
situaciones patoldgicas relevantes en ciertas enfermedades como la enfermedad de Alzheimer, la diabetes, el
cancer o la migrafia.

Para poder estudiar estas funciones es esencial poder monitorizar el Ca en el lumen de las organelas de alto
contenido de calcio de forma fiable. El reticulo endoplasmlco (RE, también llamado sarcoplasmico en las células
musculares) es el principal reservorio intracelular de ca* aunque el complejo de Golgi y los lisosomas también
son capaces, en menor medida, de almacenar y liberar Ca Esto requiere disponer de un sensor que pueda
dirigirse especn‘lcamente al lumen de esas organelas y cuya afinidad esté en el rango apropiado para poder
detectar cambios de Ca’* en su interior. Ademas, otras propiedades de un sensor 6ptimo como un amplio rango
dindmico, y una buena reIaC|on sefial/ruido también son deseables. Actualmente se dispone de un amplio
repertorlo de indicadores de Ca?*, tanto sintéticos como codificados genéticamente (GECIs, Genetically Encoded
" Indicators) (Zhang et al., 2002 Nat Rev Mol Cell Biol 3:906-18).

Los indicadores sintéticos ofrecen muchas ventajas para monitorizar la concentracién de ca” en el citosol ya
que pueden introducirse en las células de forma rapida y sencilla (en su forma acetoximetilester), atravesando la
membrana y quedando atrapados en el interior celular gracias a las esterasas citosolicas. A pesar de disponer de
varios indicadores de baja afinidad, requeridos para medir de forma directa en organelas de alto contenido de
calcio, su uso para medir en el interior de las organelas es bastante mas limitado, debido a la dificultad de que el
indicador se cargue de forma especifica en una organela concreta. Se han descrito algunos trucos
experimentales para remediar esta limitacién, como son la incubacion del indicador a 37 °C, en lugar de a 25 °C,
como es habitual, para favorecer su compartimentalizacién en organelas con alta [Ca®]. Sin embargo, esto no
resuelve el problema de la especificidad, pudiendo cargarse el colorante en distintos compartimentos de alto
contenido Ca** como por ejemplo, el complejo de Golgi o las vesiculas de secrecién, y permaneciendo una gran
fraccion del colorante en el citosol. Esta Gltima debe eliminarse permeabilizando la membrana plasmatica, lo cual
podria alterar las propiedades del RE e imposibilitaria su uso en células intactas, limitando asi enormemente las
posibilidades de la técnica. Otros métodos alternativos de carga como la microinyeccion tamblen aducen de la
misma I|m|ta0|on Precisamente el método pionero empleado para medir la concentracion de ca” en el lumen
del RE ([Ca re) utilizé el indicador fluorescente de baja afinidad Mag-Fura 2 en células permeabilizadas (Hofer
and Machen, 1993, Proc Natl Acad Sci USA 90:2598-2602). En los ultimos afios se han descrito intentos
originales para enriquecer la fraccion de indicador atrapado en el interior de las organelas mediante la
sobreexpresion de esterasas en el lumen del RE, favoreciendo de esta forma la carga del colorante de calcio en
el interior de esta organela.

Al contrario de los indicadores de Ca®" sintéticos, la principal ventaja de los GECls es que, al ser proteinas,
pueden dirigirse a compartimentos subcelulares mediante su fusion con péptidos de direccionamiento. Por esta
razon, al contrario que las medidas en el citosol, para medir en las organelas son mucho mas ampliamente
utilizados que los indicadores sintéticos. Los GECIs pueden ser proteinas bioluminiscentes o fluorescentes. Entre
los primeros, la fotoproteina acuorina, procedente de la medusa Aequorea V|ctor|a fue el primer sensor de calcio
proteico y actualmente sigue siendo el sensor mas utilizado para medir ca® en organelas. Al igual que otras
proteinas de celenterados como la obelina y la mnemiopsina, es una proteina quimioluminiscente que emlte
fotones cuando se une al Ca”". La acuorina contiene en su estructura tres dominios funcionales de unién a Ca**

del tipo hélice- gzlro hélice denomlnadas manos EF” con una gran homologia con los dominios de otras proteinas
fljadoras de Ca”" de la misma familia como la calmodulina, la troponina y la parvalbimina. La union de 3 atomos
de ca* provoca un cambio conformacional en la apoproteina que resulta en una reaccién intramolecular de
peroxidacion del subgrupo prostético, la celenterazina, al que estd unido covalentemente, produmendo
celenteramida y emitiendo luz azul (A = 470 nm) y CO,. La acuorina nativa es capaz de medir [Ca i
comprendidas entre 0.1 y 10 uM. Desde su clonacion en 1985, la acuorina se ha dirigido a distintas organelas,
incluyendo a las de alto contenldo de Ca* como el RE, el complejo de Golgi y la vesicula de secremon Para
poder medir el contenido de Ca®" en estos casos se ha reducido la afinidad de la acuorina por el ca’" mediante la

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2452 485 Al

sustitucion del residuo aspartato 119 por alanina (Kendall et al., 1992, Biochem Biophys Res Commun 187:1091-
7; Montero et al., 1995, EMBO J 14:5467-75).

Las medidas de bioluminiscencia basadas en la acuorina poseen muchas ventajas como son la excelente
sefial/ruido debido a que el fondo es muy bajo ya que las células de mamifero no expresan proteinas
bioluminiscentes de forma natural. Ademas, a diferencia de los indicadores fluorescentes, no se necesita luz de
excitacion, por lo que no existen problemas de fototoxicidad. La principal desventaja de la acuorina reside en la
baja emision de luz, debido a que cada molécula de acuorlna emite un solo fotén, en contraste con los
indicadores sintéticos fluorescentes, que pueden emitir hasta 10* fotones antes de apagarse. Por otra parte, la
reaccion de oxidacion y emision de luz de la acuorina es practicamente irreversible, lo que hace que la
apoproteina se consuma a medida que va uniendo calcio. Esto se agrava en el caso de su localizacién en
organelas de alto ca”, por lo que antes de reconstituir la apoacuorina con su co-factor celenterazina, debe
vaciarse el RE completamente de todo su ca* , impidiéndose de este modo las medidas basales. Ademas, estas
limitaciones impiden registrar durante largos perlodos de tiempo. Todos estos factores hacen que la acuorina sea
un buen indicador para medlr calcio en organelas, pero poco apropiado para estudios de imagen en célula Unica
en organelas de alto Ca**, requiriéndose en este caso un equipamiento altamente especializado.

Entre los GEClIs fluorescentes se distinguen los basados en la transferencia de energia de resonanma de Foster
(FRET) y los que sufren un cambio del espectro de emision o excitacién en funcion de la [Ca®']. Los primeros
consisten en dos proteinas fluorescentes (derivadas de la proteina verde fluorescente, o GFP, originaria de la
medusa Aequorea V|ctor|a) en las que el espectro de emision de una se solapa con el de excitacion de la otra.
La sensibilidad a Ca** la concede la calmodulina y un péptido de unién a calmodulina (el péptido M13) (Miyawaki
et al., 1997, Nature 388:882-7). En el caso de la familia mas emblematica de este grupo, los camaleones, la
calmodullna Y el M13 se sittan entre las dos proteinas fluorescentes, de manera que cuando la calmodulina se
une al Ca®, esta sufre un cambio conformacional que la permite, a su vez, engarzar al péptido M13
(asemejandose a una lengua), acercando de este modo las proteinas fluorescentes y favoreciendo que haya
FRET.

Dentro de la familia de los camaleones, la versibn mas optimizada es la proteina D1RE, que consta de las
proteinas fluorescentes ciano (CFP) y citrina (Palmer et al., 2004, Proc Natl Acad Sci USA 101:17404-9). Se ha
dirigido al RE y la baja afinidad por el Ca** se ha Iogrado redisefiando la regiéon de interacciéon entre la
calmodulina y su péptido de unién. Esto solventa una de las limitaciones del camaledn original, la afectacion del
sensor por la calmodulina endégena, aunque no soluciona su pequefio rango dindmico. La dltima version del
camaledn es el D3 en la que la citrina se ha sustituido por la proteina fluorescente venus permutada
circularmente (Palmer et al., 2006, Chem Biol 13:521-30, Palmer and Tsien, 2006, Nat Protoc 1:1057-65). En
esta variante la primera mitad se sitia en el extremo C-terminal de la proteina y la segunda se convierte en el
extremo N-terminal, ambos separados por un pequefio péptido espaciador. cpD3 resulté en una mejora del rango
dinamico entre 5 a 8 veces respecto a versiones anteriores. El cpD3 se ha dirigido al complejo de Golgi donde se
han registrado cambios en la fluorescencia, aunque todavia modestos.

Los sensores no basados en FRET son fusiones de una Unica molécula fluorescente y una proteina fijadora de
calcio y cuyos modulos pueden disponerse entre si de distintas formas. Los cambios de fluorescencia
dependientes de ca’ " pueden darse, tanto en su espectro de excitacién como en el de emisién, y se basan en un
cambio conformacional que altera el estado de protonacion del croméforo de la proteina fluorescente. Este tipo
de sensores pueden clasificarse en dos familias. La primera es la familia de los canguros (Camgaroos), que
consisten en la proteina amarilla fluorescente (YFP) dividida en dos mitades unidas por la calmodulina (Baird et
al., 1999, Proc Natl Acad Sci USA 96:11241-6). La segunda familia es la de los pericam, consistente en la YFP
permutada circularmente (Nagai et al., 2001, Proc Natl Acad Sci USA 98:3197-202). Los nuevos extremos se
unen, a su vez, al péptido M13 en su extremo N-terminal y a la calmodulina en el C-terminal. Analogamente a los
camaleones, en presencia de Ca®" la calmodulina se une al M13, provocando el cambio de fluorescencia.
Diversas mutauones introducidas en la secuencia han generado 3 variantes del pericam. En uno de ellos la
unién del Ca?* modifica eI espectro de excitacion, permitiendo asi las medidas ratiométricas. Este pericam es
apropiado para medir [Ca "] bajas (Kd = 1,7 uM) y se ha dirigido con éxito al nGcleo y a la mitocondria, siendo
actualmente el sensor proteico fluorescente mas popular para realizar medidas en esta organela (Nagai et al.,
2001; Robert et al., 2001, EMBO J 20:4998-5007). Sin embargo, aunque se han generado mutantes de pericam
de 1 orden menor de afinidad, no se ha conseguido dirigirlo al RE porque al fusionarlo disminuye drasticamente
la intensidad de la fluorescencia (resultados de nuestro grupo no publicados).

Dentro de la familia de los pericam destacan los GCaMPs (Nakai et al., 2001, Nat Biotechnol 19:137-41), que se
han ido perfeccionando en los Ultimos afios hasta poder medir los cambios de calcio citosolicos asociados a un
Unico potencial de accién (Tian et al., 2009, Nat Methods 6:875-81). Este sensor se ha utilizado principalmente
sin direccionar, y hasta la fecha no se han descrito derivados para medir en organulos con alto contenido de
calcio.
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Recientemente ha surgido una nueva clase de GECIs que utiliza la propia EGFP como sensor de ca®" sin
fusionarla a una proteina fijadora de ca® (Tang et al.,, 2011, Proc Natl Acad Sci USA 108:16265-70). Esta
proteina llamada CatchRE, en referencia a su capacidad de “atrapar” todo eI Ca®* del RE (muchos GECIs no
pueden hacerlo debido a su alta afinidad por este i6n). La sensibilidad al ca’" la confiere un sitio artificial, del tipo
mano EF, creado en una regién cercana al croméforo y conformado por cinco residuos con carga negativa
resultantes de cinco mutaciones.

Por lo tanto, exnste una necesidad en la técnica para obtener una molécula con una afinidad baja por el ca* para
poder medir la [Ca "] en organelas con alto contenido en calcio.

COMPENDIO DE LA INVENCION

En un primer aspecto, la invencién se relaciona con un polipéptido que comprende la secuencia SEQ ID NO: 1
(apoacuorina), en donde
(i) en una primera posicion 119 de SEQ ID NO: 1 el aminoéacido es cualquier aminoacido excepto
Asp,y
(ii) en una segunda posicion 24 de SEQ ID NO: 1 el aminoacido es cualquier aminoacido excepto
Asp y/o en posicion 157 de SEQ ID NO: 1 es cualquier aminoacido excepto Ser.

En un segundo aspecto, la invencion se relaciona con una proteina de fusién que comprende
(i) un primer polipéptido segun la invencion, y
(ii) un segundo polipéptido fluorescente,
en donde dichos primer y segundo dominios se encuentran unidos a través de un péptido enlazador flexible.

En un tercer aspecto, la invencién se relaciona con un &cido nucleico que codifica para el polipéptido de la
invencion o la proteina de fusion segun la invencion.

En un cuarto aspecto, la invencion se relaciona con un casete de expresion que comprende el &cido nucleico de
la invencion, donde dicho &cido nucleico se encuentra bajo control de un sistema de transcripcién y/o traduccion
apropiado.

En un quinto aspecto, la invencion se relaciona con un plasmido que comprende el acido nucleico segun la
invencion o el casete de expresion segun la invencion.

En un sexto aspecto, la invencién se relaciona con una célula hospedadora que comprende el acido nucleico
segun la invencién, el casete de expresion segun la invencién o el plasmido segun la invencion.

En un séptimo aspecto, la invencion se reIaC|ona con el uso del polipéptido segun la invencién o la proteina de
fusion segun la invencion para la deteccién de Ca®* en una muestra.

En un octavo aspecto, la invencion se relaciona con un método para la determinacion de la concentracion de
Ca®* en una muestra que comprende
0] poner en contacto dicha muestra con un polipéptido segun la invencion,
(i)  poner en contacto dicho polipéptido con un co-factor especifico para el mismo,
(i)  detectar la luminiscencia emitida por dIChO polipéptido, y
(iv) determinar la concentracion de Ca®* a partir de la variacion en la |nten5|dad de la
luminiscencia con respecto a la intensidad de la luminiscencia en ausencia de ca*

En un noveno aspecto, la invencion se relaciona con un método para la determinacion de la concentracion de
Ca®" en una muestra que comprende
0] poner en contacto dicha muestra con una proteina de fusiébn que comprende un primer
polipéptido y un segundo polipéptido segun la invencién,
(i)  detectar la luminiscencia emitida por dicho primer polipéptido en respuesta a la puesta en
contacto dicha proteina de fusion con un co-factor especifico para dicho primer polipéptido,
o0, alternativamente
detectar la fluorescencia emitida por dicho segundo polipéptido en respuesta a la excitacion
de la muestra a una longitud de onda correspondiente a la longitud de onda de excitacion de
dicho segundo polipéptido, y
(i) determinar la concentracién de ca® a partir de la variacion en la intensidad de la
luminiscencia o fluorescenma con respecto a la intensidad de la luminiscencia o fluorescencia
en ausencia de Ca**

En un décimo aspecto, la invencién se relaciona con un método para la deteccion intracelular de ca® en una
célula o poblacién celular que comprende un polipéptido segun la invencién, en donde dicho método comprende
0] poner en contacto dicho polipéptido con un co-factor especifico del mismo, y
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(i)  detectar la luminiscencia emitida por dicho polipéptido,

en donde una variacién en la intensidad de la IumlnlscenC|a emltlda por la célula o poblacién celular con respecto
a un valor de referencia es indicativo de la presencia de ca” enla célula o poblacién celular.

En un undécimo aspecto, la invencién se relaciona con un método para la deteccidn intracelular de Cca” enuna
célula o poblacion celular que comprende una proteina de fusion que comprende un primer polipéptido y un
segundo polipéptido segun la invencion, en donde dicho método comprende
(@) detectar la luminiscencia emitida por dicho primer polipéptido en respuesta a la puesta en contacto dicha
proteina de fusién con un co-factor especifico para dicho primer polipéptido,
o0 alternativamente
(b) detectar la fluorescencia emitida por dicho segundo polipéptido en respuesta a la excitacion de la célula
0 poblacion celular a una longitud de onda correspondiente a la longitud de onda de excitaciéon de dicho
segundo polipéptido

en donde una variaciéon en la intensidad de la luminiscencia o fluorescencia emitida por la célula o poblacién
celular con respecto a un valor de referencia es indicativo de la presencia de Ca2+ en la célula o poblacién
celular.

En un duodécimo aspecto la invencién se relaciona con método para la deteccion de variaciones en la
concentracion de Ca®* intracelular en una célula o poblacion celular a lo largo del tiempo que comprende

0] proporcionar una célula o poblacion celular en donde dicha célula o células comprenden un
polipéptido segun la invencién,

(i) poner en contacto dicho polipéptido con un co-factor especifico del mismo,

(iii) determinar a un primer tiempo la luminiscencia emitida por la célula o poblacion celular, y

(iv) determinar a un segundo tiempo la luminiscencia emitida por la célula o poblacion celular

en donde una variacién en la intensidad de la sefial emitida en (iv) con respecto a la intensidad de la sefial
emitida en (iii) es indicativo de una variacion en la concentracion de Ca®* en la célula o poblacién celular.

En un decimotercer aspecto la invencion se relaciona con un método para la detecciéon de variaciones en la
concentracion de Ca®" intracelular en una célula o poblacion celular a lo largo del tiempo que comprende
(iii) proporcionar una célula o poblacion celular en donde dicha célula o células comprenden una proteina de
fusién que comprende un primer polipéptido y un segundo polipéptido segin la invencion,
(i,a) determinar a un primer tiempo la luminiscencia emitida por la célula o poblacién celular en respuesta a
la puesta en contacto dicha proteina de fusién con un co-factor especifico para dicho primer polipéptido, y
(ii.a) determinar a un segundo tiempo la luminiscencia emitida por la célula o poblacion celular en respuesta a
la puesta en contacto dicha proteina de fusién con un co-factor especifico para dicho primer polipéptido,

o0 alternativamente

(ii.b) determinar a un primer tiempo la fluorescencia emitida por la célula o poblacion celular en respuesta a una
excitacion de dicha célula o poblacién a una longitud de onda correspondiente a la longitud de onda de
excitacion de dicho segundo polipéptido y

(iii.b) determinar a un segundo tiempo la fluorescencia emitida por la célula o poblacion celular en respuesta a
una excitacién de dicha célula o poblacién a una longitud de onda correspondiente a la longitud de onda de
excitacion de dicho segundo polipéptido

en donde una variacion en la intensidad de la sefial emitida en (iii.a) con respecto a la intensidad de la sefial
emitida en (ii.a) o una variacion en la intensidad de la sefial emitida en (iii. b) con respecto a la intensidad de la
sefial emitida en (ii.b) es indicativo de una variacion en la concentracién de ca® enla célula o poblacién celular.

En un decimocuarto aspecto, la invencion se rela(:|ona con un método de identificacion de un compuesto con
capacidad de modulacién de la concentracién de Ca** en una célula o poblacién celular, que comprende

0] poner en contacto un compuesto candidato con una célula o poblacion celular en donde dicha
célula o células comprenden un polipéptido segun la invencion,
(i) determinar la luminiscencia emitida por la célula o poblacion celular en respuesta a la puesta

en contacto dicho polipéptido con un co-factor especifico para dicho polipéptido,

en donde una alteracién en la intensidad de luminiscencia determinada en la etapa (ii) con respecto a la
intensidad de luminiscencia emitida en ausencia de dIChO compuesto candidato es indicativo de que dicho
compuesto es capaz de modular la concentracion de Ca**

En un decimoquinto aspecto, la invencion se relaciona con un método de identificacion de un compuesto con
capacidad de modulacion de la concentracion de Ca”" en una célula o poblacion celular, que comprende
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0] poner en contacto un compuesto candidato con una célula o poblacién celular en donde dicha
célula o células comprenden una proteina de fusion que comprende un primer polipéptido y
un segundo polipéptido segun la invencion,

(i)  determinar la luminiscencia emitida por la célula o poblacion celular en respuesta a la puesta
en contacto dicha proteina de fusiébn con un co-factor especifico para dicho primer
polipéptido,

o alternativamente
determinar la fluorescencia emitida por la célula o poblacién celular en respuesta a una
excitacion de dicha célula o poblaciéon a una longitud de onda correspondiente a la longitud
de onda de excitacion de dicho segundo polipéptido,

en donde una alteracién en la intensidad de luminiscencia o fluorescencia determinada en la etapa (ii) con

respecto a la intensidad de fluorescencia emitida en ausencia de dicho compuesto candidato es indicativo
de que dicho compuesto es capaz de modular la concentracion de ca”.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. Sensibilidad a Ca®* de los mutantes de GAP. Las medidas de fluorescencia a 390 y 485 nm de
excitacion (emisién a 535 nm) se realizaron con 1 pl de proteina (en el rango de 3.5 pg para cada variante) en
PBS a tres concentraciones de Ca*": a 0 (con 100 uM EGTA), a 100 pM y a 1 mM para cada uno de los 10
mutantes. Los residuos mutados siguen la secuencia primaria de la proteina de la acuorina (no del gen completo
de GAP). La columna Ratio se ha calculado segin (Fass/Fzgo)caz+/(Fags/Fago)ecta. Cada valor es la media de 3
medidas independientes.

Figura 2. Representacion esquematica de las distintas construcciones de GAP2.2 utilizadas para su expresion en
procariotas y en eucariotas. El vector de expresién bacteriano (His-GAP2.2) contiene un péptido de 6 histidinas
(Hiss). La construccion utilizada en células de mamifero porta la secuencia consenso Kozak (kz) que facilita su
Optima expresion. La direccionalidad al RE se obtuvo (1) mediante la fusidon al péptido del gen de la cadena
pesada de la Ig-y-2b (erGAP2.2); y (2) fusionando el péptido sefial de la calreticulina al extremo 5" de GAP, y la
secuencia KDEL de retencién en el RE a su extremo 3’ (crGAP2.2).

Figura 3. Curva de titulacién de GAP2.2 para calcio. En cada muestra se afiadieron 3.5 pg de la proteina GAP2.2
en tampon MOPS 20 mM, 140 mM KCly 1mM MgCl, a pH 7.2. La fluorescencia se registré a 390 y 485 nm de
excitacion y a 535 nm de emision. Las concentraciones de calcio utilizadas fueron: EGTA 100 pM (Ca2+ 0) para
obtener la Fmin, no adiciones (Ca2+ nominal, 20 uM aproximadamente), 50 uM, 100 pM, 200 puM, 500 pM, 1 mM,
2 mM, 5 mM, 10 mM y 50 mM como valor de Fmax. Cada punto representa la media + desviacién estandar de 3
valores independientes. La curva es el mejor ajuste para una ecuacion de Hill con valores de Vmax = 1.01 +
0.018 M; k=0.33+0.02mMyn =0.975 + 0.05.

Figura 4. Expresion bacteriana y purificacion de la proteina GAP2.2. La proteina se indujo y se extrajo segun lo
descrito en Materiales y Métodos y se sometié a electroforesis en gel del 12% de poliacrilamida en condiciones
reductoras gSDS-PAGE). Carril 1, extracto bacteriano crudo; carril 2, primera elucion tras la incubacion con las
bolas de Ni** (8 pg); carril 3, segunda elucién tras la incubacién con las bolas de Ni?*; carril 4, marcadores de
peso molecular indicados en kDa (10 pl, Bio-Rad); carril 5, elucién tras la incubacién con el tampdén de union a
las bolas de Ni**; carril 6, primer lavado; carril 7, segundo lavado.

Figura 5. Espectros de excitacién y de emision de GAP2.2. Las medidas se realizaron con 8.5 pg de la proteina
GAP2.2 en un medio de MOPS 20 mM, KCI 150 mM y MgCl, 1 mM en presencia de 1 mM CacCl, (trazo verde) 6
de 1 mM EGTA (trazo rojo).

Figura 6. Medidas de la [Ca2+]RE en el clon estable de HelLa para crGAP2.2. (A) Efecto del ATP (100 uM) +
Histamina (100 uM) en 1 CaCl, o en ausencia de CaCl; (con 0.1 mM EGTA) en presencia de terbutilhidroquinona
(10 uM TBH). El trazado es la media de 23 células en el campo. (B) Efecto de la tapsigargina (1 uM). El trazado
es la media de 37 células en el campo. (C) Imagen de fluorescencia de crGAP2.2 tomada en un microscopio
confocal del clon estable de HelLa.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Polipéptido de la invencién

Los autores de la presente invencion han observado que la modificacién de determinados residuos de la
apoacuorina da lugar a un polipéptido en el que la capacidad de unién a iones de Ca?" se mantiene aunque con
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una afinidad reducida. Asi, esta observacion permite el desarrollo de sensores de calcio con una afinidad baja
por el ca® para poder medir la [Ca2+] en organelas con alto contenido en calcio.

Por tanto, en un primer aspecto, la invencion se relaciona con un polipéptido, en adelante “polipéptido de la
invencion”, que comprende la secuencia SEQ ID NO: 1 (apoacuorina), en donde
(i) en una primera posiciéon 119 de SEQ ID NO: 1 el aminoacido es cualquier aminoacido excepto Asp, y
(i)en una segunda posicién 24 de SEQ ID NO: 1 el aminoacido es cualquier aminoacido excepto Asp y/o
en posicién 157 de SEQ ID NO: 1 es cualquier aminoacido excepto Ser.

El término “polipéptido”, segun se usa en la presente invencion, usado aqui indistintamente con proteina, se
refiere a una cadena de aminoacidos de cualquier longitud en donde los distintos aminoacidos se encuentran
unidos entre si mediante enlaces peptidicos o por puentes disulfuro.

El término “apoacuorina”, segun se usa en la presente invencion, se refiere a una proteina que aparece en la
naturaleza en medusas luminiscentes del género Aequorea (por ejemplo, Aequorea victoria) y de una variedad
de otros organismos marinos. La apoacuorina comprende tres dominios funcionales del tipo de mano EF que
funcionan como sitios de unién a Ca®*. La apoacuorina forma acuorina mediante su unién a una molécula de
celenterazina, que es una luciferina que actia de grupo prostético. Los dos componentes de la acuorina se
reconstituyen de manera espontanea, formando la proteina funcional. Mientras que la apoacuorina en ausencia
de celenterazina no tiene actividad fluorescente, la unioén a iones de Ca®* resulta en un cambio conformacional
de la proteina que resulta a su vez en la oxidacién del grupo prostético celenterazina en celenteramida excitada y
CO.. A medida que el celenteramida excitada se relaja a su estado basal, se emite luz azul (A = 469 nm). En el
contexto de la presente invencion, se utilizan los términos apoacuorina y acuorina de manera indistinta.

El polipéptido de la invencion comprende la secuencia de aminoacidos de la apoacuorina (SEQ ID NO: 1), en
donde en una primera posicion 119 de SEQ ID NO: 1 el aminoéacido es cualquier aminoacido excepto Asp, y en
una segunda posicion 24 de SEQ ID NO: 1 el aminoécido es cualquier aminoacido excepto Asp y/o en posicion
157 de SEQ ID NO: 1 es cualquier aminoacido excepto Ser.

En un modo de realizacion particular, en una primera posicién 119 de SEQ ID NO: 1 el aminoéacido es cualquier
aminoacido excepto Asp, y en una segunda posicion 24 de SEQ ID NO: 1 el aminoacido es cualquier aminoécido
excepto Asp.

En otra forma de realizacion particular, en una primera posicion 119 de SEQ ID NO: 1 el aminoacido es cualquier
aminoacido excepto un aminoacido con carga negativa, y en una segunda posicion 24 de SEQ ID NO: 1 el
aminoécido es cualquier aminoacido excepto Asp.

En otra forma de realizacion particular, en una primera posicion 119 de SEQ ID NO: 1 el aminoacido es un
aminoacido con carga neutra, y en una segunda posicién 24 de SEQ ID NO: 1 el aminoacido es cualquier
aminoacido excepto Asp.

En otra forma de realizacion particular, en una primera posicion 119 de SEQ ID NO: 1 el aminoacido es Ala, y en
una segunda posicion 24 de SEQ ID NO: 1 el aminoéacido es cualquier aminoacido excepto Asp.

En otra forma de realizacion particular, en una primera posicion 119 de SEQ ID NO: 1 el aminoacido es cualquier
aminoacido excepto Asp, y en una segunda posicion 24 de SEQ ID NO: 1 el aminoacido es cualquier aminoacido
excepto un aminoacido con carga negativa.

En otra forma de realizacion particular, en una primera posicion 119 de SEQ ID NO: 1 el aminoacido es cualquier
aminoacido excepto un aminoacido con carga negativa, y en una segunda posicién 24 de SEQ ID NO: 1 el
aminoacido es cualquier aminoacido excepto un aminoacido con carga negativa.

En otra forma de realizacion particular, en una primera posicion 119 de SEQ ID NO: 1 el amino4cido es un
aminoacido con carga neutra, y en una segunda posicion 24 de SEQ ID NO: 1 el aminoacido es cualquier
aminoacido excepto un aminoacido con carga negativa.

En otra forma de realizacion particular, en una primera posicion 119 de SEQ ID NO: 1 el aminoacido es Ala, y en
una segunda posicion 24 de SEQ ID NO: 1 el aminoacido es cualquier aminoacido excepto un aminoacido con
carga negativa.

En otra forma de realizacién particular, en una primera posicion 119 de SEQ ID NO: 1 el aminoacido es cualquier
aminoacido excepto Asp, y en una segunda posicién 24 de SEQ ID NO: 1 el aminoacido es un aminoéacido
seleccionado del grupo que consiste en Asn, Gluy GIn.
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En otra forma de realizacién particular, en una primera posicion 119 de SEQ ID NO: 1 el aminoacido es cualquier
aminoacido excepto un aminoacido con carga negativa, y en una segunda posicion 24 de SEQ ID NO: 1 el
aminoacido es un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Asn, Glu y GIn.

En otra forma de realizacion particular, en una primera posicion 119 de SEQ ID NO: 1 el aminoacido es un
aminoacido con carga neutra, y en una segunda posicion 24 de SEQ ID NO: 1 el aminoacido es un aminoacido
seleccionado del grupo que consiste en Asn, Glu y GIn.

En otra forma de realizacion particular, en una primera posiciéon 119 de SEQ ID NO: 1 el aminoacido es Ala, y en
una segunda posicién 24 de SEQ ID NO: 1 el aminoacido es un aminoacido seleccionado del grupo que consiste
en Asn, Gluy GIn.

En otra forma de realizacion particular, en una primera posicion 119 de SEQ ID NO: 1 el aminoéacido es cualquier
aminoacido excepto Asp, y en una segunda posicién 24 de SEQ ID NO: 1 el aminoéacido es Asn.

En otra forma de realizacion particular, en una primera posicion 119 de SEQ ID NO: 1 el aminoacido es cualquier
aminoacido excepto un aminoacido con carga negativa, y en una segunda posicion 24 de SEQ ID NO: 1 el
aminoécido es Asn.

En otra forma de realizacion particular, en una primera posicion 119 de SEQ ID NO: 1 el amino4cido es un
aminoé&cido con carga neutra, y en una segunda posicion 24 de SEQ ID NO: 1 el amino&cido es Asn.

En una forma de realizacion preferida, en una primera posicion 119 de SEQ ID NO: 1 el amino&cido es Ala, y en
una segunda posicion 24 de SEQ ID NO: 1 el aminoacido es Asn.

En otra forma de realizacion particular, en una primera posicion 119 de SEQ ID NO: 1 el aminoéacido es cualquier
aminoacido excepto Asp, y en una segunda posicién 157 de SEQ ID NO: 1 es cualquier aminoéacido excepto Ser.

En otra forma de realizacion particular, en una primera posicion 119 de SEQ ID NO: 1 el aminoacido es cualquier
aminoacido excepto un aminoacido con carga negativa, y en una segunda posicién 157 de SEQ ID NO: 1 es
cualquier aminoéacido excepto Ser.

En otra forma de realizacién particular, en una primera posicion 119 de SEQ ID NO: 1 el aminoacido es un
aminoacido con carga neutra, y en una segunda posicion 157 de SEQ ID NO: 1 es cualquier aminoacido excepto
Ser.

En otra forma de realizacion particular, en una primera posicién 119 de SEQ ID NO: 1 el aminoacido es Ala, y en
una segunda posicion 157 de SEQ ID NO: 1 es cualquier aminoacido excepto Ser.

En otra forma de realizacion particular, en una primera posicion 119 de SEQ ID NO: 1 el aminoacido es cualquier
aminoacido excepto Asp, y en una segunda posicion 157 de SEQ ID NO: 1 es cualquier aminoacido excepto un
aminoacido con carga negativa.

En otra forma de realizacion particular, en una primera posicion 119 de SEQ ID NO: 1 el aminoacido es cualquier
aminoacido excepto un aminoacido con carga negativa, y en una segunda posicion 157 de SEQ ID NO: 1 es
cualquier aminoéacido excepto un aminoacido con carga negativa.

En otra forma de realizacion particular, en una primera posicion 119 de SEQ ID NO: 1 el amino4cido es un
aminoacido con carga neutra, y en una segunda posicion 157 de SEQ ID NO: 1 es cualquier aminoacido excepto
un aminoacido con carga negativa.

En otra forma de realizacion particular, en una primera posicion 119 de SEQ ID NO: 1 el aminoacido es Ala, y en
una segunda posicion 157 de SEQ ID NO: 1 es cualquier aminoacido excepto un aminoacido con carga negativa.

En otra forma de realizacién particular, en una primera posicion 119 de SEQ ID NO: 1 el aminoacido es cualquier
aminoacido excepto Asp, y en una segunda posicién 157 de SEQ ID NO: 1 es un amino&cido seleccionado del
grupo que consiste en Asn, Glu y GIn.

En otra forma de realizacion particular, en una primera posicion 119 de SEQ ID NO: 1 el aminoacido es cualquier
aminoacido excepto un aminoacido con carga negativa, y en una segunda posicion 157 de SEQ ID NO: 1 es un
aminoéacido seleccionado del grupo que consiste en Asn, Glu y Gin.

En otra forma de realizacion particular, en una primera posiciéon 119 de SEQ ID NO: 1 el aminoacido es un
aminoacido con carga neutra, y en una segunda posicion 157 de SEQ ID NO: 1 es un aminoacido seleccionado
del grupo que consiste en Asn, Gluy GIn.
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En otra forma de realizacion particular, en una primera posiciéon 119 de SEQ ID NO: 1 el aminoacido es Ala, y en
una segunda posicion 157 de SEQ ID NO: 1 es un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Asn, Glu
y Gin.

En otra forma de realizacion particular, en una primera posicion 119 de SEQ ID NO: 1 el aminoéacido es cualquier
aminoacido excepto Asp, y en una segunda posicion 157 de SEQ ID NO: 1 es Asn.

En otra forma de realizacién particular, en una primera posicion 119 de SEQ ID NO: 1 el aminoacido es cualquier
aminoacido excepto un aminoacido con carga negativa, y en una segunda posiciéon 157 de SEQ ID NO: 1 es Asn.

En otra forma de realizacion particular, en una primera posicion 119 de SEQ ID NO: 1 el aminoacido es un
aminoacido con carga neutra, y en una segunda posiciéon 157 de SEQ ID NO: 1 es Asn.

En otra forma de realizacién preferida, en una primera posicién 119 de SEQ ID NO: 1 el amino&cido es Ala, y en
una segunda posicion 157 de SEQ ID NO: 1 es Asn.

En otra forma de realizacion particular, en una primera posicion 119 de SEQ ID NO: 1 el aminoacido es cualquier
aminoacido excepto Asp, y en una segunda posicion 24 de SEQ ID NO: 1 el aminoacido es cualquier aminoacido
excepto Asp y en posicion 157 de SEQ ID NO: 1 es cualquier aminoacido excepto Ser.

En otra forma de realizacion particular, en una primera posicion 119 de SEQ ID NO: 1 el aminoacido es cualquier
amino4cido excepto un aminodcido con carga negativa, y en una segunda posicién 24 de SEQ ID NO: 1 el
aminoacido es cualquier aminoacido excepto Asp y en posicion 157 de SEQ ID NO: 1 es cualquier aminoacido
excepto Ser.

En otra forma de realizacién particular, en una primera posicion 119 de SEQ ID NO: 1 el aminoacido es un
amino4cido con carga neutra, y en una segunda posicién 24 de SEQ ID NO: 1 el aminoacido es cualquier
amino&cido excepto Asp y en posicién 157 de SEQ ID NO: 1 es cualquier aminoacido excepto Ser.

En otra forma de realizacion particular, en una primera posicion 119 de SEQ ID NO: 1 el aminoacido es Ala, y en
una segunda posicion 24 de SEQ ID NO: 1 el aminoacido es cualquier aminoacido excepto Asp y en posicion
157 de SEQ ID NO: 1 es cualquier aminoacido excepto Ser.

En otra forma de realizacion particular, en una primera posicion 119 de SEQ ID NO: 1 el aminoacido es cualquier
aminoacido excepto Asp, y en una segunda posicion 24 de SEQ ID NO: 1 el aminoacido es cualquier amino&cido
excepto Asp y en posicion 157 de SEQ ID NO: 1 es cualquier aminoacido excepto Ser.

En otra forma de realizacion particular, en una primera posicion 119 de SEQ ID NO: 1 el aminoacido es cualquier
aminoacido excepto un aminoacido con carga negativa, y en una segunda posicion 24 de SEQ ID NO: 1 el
aminoacido es cualquier aminoacido excepto un aminoacido con carga negativa y en posicion 157 de SEQ ID
NO: 1 es cualquier aminoacido excepto Ser.

En otra forma de realizacion particular, en una primera posicion 119 de SEQ ID NO: 1 el amino4cido es un
aminoacido con carga neutra, y en una segunda posicion 24 de SEQ ID NO: 1 el aminoacido es un aminoacido
seleccionado del grupo que consiste en Asn, Glu y GIn y en posicion 157 de SEQ ID NO: 1 es cualquier
aminoéacido excepto Ser.

En otra forma de realizacion particular, en una primera posicion 119 de SEQ ID NO: 1 el aminoécido es Ala, y en
una segunda posicion 24 de SEQ ID NO: 1 el aminoacido es Asn y en posicion 157 de SEQ ID NO: 1 es
cualquier aminoéacido excepto Ser.

En otra forma de realizacién particular, en una primera posicion 119 de SEQ ID NO: 1 el aminoacido es cualquier
aminoacido excepto Asp, y en una segunda posicion 24 de SEQ ID NO: 1 el aminoacido es cualquier aminoécido
excepto Asp y en posicién 157 de SEQ ID NO: 1 es cualquier aminodcido excepto un aminoéacido con carga
negativa.

En otra forma de realizacion particular, en una primera posicion 119 de SEQ ID NO: 1 el aminoacido es cualquier
aminoacido excepto un aminoacido con carga negativa, y en una segunda posicion 24 de SEQ ID NO: 1 el
aminoacido es cualquier aminoacido excepto un aminoacido con carga negativa y en posicion 157 de SEQ ID
NO: 1 es cualquier aminoacido excepto un aminoacido con carga negativa.

En otra forma de realizacion particular, en una primera posiciéon 119 de SEQ ID NO: 1 el aminoacido es un
aminoacido con carga neutra, y en una segunda posicion 24 de SEQ ID NO: 1 el aminoacido es un aminoacido
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seleccionado del grupo que consiste en Asn, Glu y GIn y en posicion 157 de SEQ ID NO: 1 es cualquier
aminoacido excepto un aminoacido con carga negativa.

En otra forma de realizacion particular, en una primera posicién 119 de SEQ ID NO: 1 el aminoacido es Ala, y en
una segunda posicion 24 de SEQ ID NO: 1 el aminoacido es Asn y en posicion 157 de SEQ ID NO: 1 es
cualquier aminoéacido excepto un aminoacido con carga negativa.

En otra forma de realizacién particular, en una primera posicion 119 de SEQ ID NO: 1 el aminoacido es cualquier
aminoacido excepto Asp, y en una segunda posicién 24 de SEQ ID NO: 1 el aminoacido es cualquier aminoacido
excepto Asp y en posicién 157 de SEQ ID NO: 1 es un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Asn,
Gluy GIn.

En otra forma de realizacion particular, en una primera posicion 119 de SEQ ID NO: 1 el aminoéacido es cualquier
aminoacido excepto un aminoacido con carga negativa, y en una segunda posicion 24 de SEQ ID NO: 1 el
aminoé&cido es cualquier aminoacido excepto un aminoacido con carga negativa y en posicién 157 de SEQ ID
NO: 1 es un aminoéacido seleccionado del grupo que consiste en Asn, Glu y GIn.

En otra forma de realizacién particular, en una primera posicion 119 de SEQ ID NO: 1 el aminoacido es un
aminoacido con carga neutra, y en una segunda posicion 24 de SEQ ID NO: 1 el amino&cido es un aminoéacido
seleccionado del grupo que consiste en Asn, Glu y GIn y en posicion 157 de SEQ ID NO: 1 es un aminoéacido
seleccionado del grupo que consiste en Asn, Glu y GIn.

En otra forma de realizacion particular, en una primera posicién 119 de SEQ ID NO: 1 el aminoacido es Ala, y en
una segunda posicion 24 de SEQ ID NO: 1 el aminoacido es Asn y en posicién 157 de SEQ ID NO: 1 es un
aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Asn, Glu y GIn.

En otra forma de realizacion particular, en una primera posicion 119 de SEQ ID NO: 1 el aminoacido es cualquier
aminoacido excepto Asp, y en una segunda posicion 24 de SEQ ID NO: 1 el aminoacido es cualquier aminoacido
excepto Asp y en posicion 157 de SEQ ID NO: 1 es Asn.

En otra forma de realizacion particular, en una primera posicion 119 de SEQ ID NO: 1 el aminoacido es cualquier
aminoacido excepto un aminoacido con carga negativa, y en una segunda posicién 24 de SEQ ID NO: 1 el
aminoacido es cualquier aminoacido excepto un aminoacido con carga negativa y en posicion 157 de SEQ ID
NO: 1 es Asn.

En otra forma de realizacion particular, en una primera posicion 119 de SEQ ID NO: 1 el aminoacido es un
aminoacido con carga neutra, y en una segunda posicion 24 de SEQ ID NO: 1 el amino&cido es un aminoéacido
seleccionado del grupo que consiste en Asn, Glu y GIn y en posicién 157 de SEQ ID NO: 1 es Asn.

En otra forma de realizacion particular, en una primera posicion 119 de SEQ ID NO: 1 el aminoacido es Ala, y en
una segunda posicion 24 de SEQ ID NO: 1 el aminoacido es Asn y en posicion 157 de SEQ ID NO: 1 es Asn.

En el contexto de la presente invencion, los polipéptidos de la invencion estan derivados de la secuencia de
apoacuorina (SEQ ID NO: 1), en donde se modifican los aminoacidos en la posiciéon 119 y en la posicién 24 y/o
157 de dicha secuencia, presentan una afinidad por ca’* reducida con respecto a la afinidad de la apoacuorina.
Los polipéptidos de la invencién tendran preferiblemente una afinidad relativa a la afinidad de la acuorina de al
menos 10,000 veces menos, al menos 1,000 veces menos, al menos 500 veces menos, al menos 400 veces
menos, al menos 300 veces menos, al menos 200 veces menos, al menos 100 veces menos, al menos 30 veces
menos, al menos 60 veces menos, al menos 50 veces menos, al menos 45 veces menos, al menos 40 veces
menos, al menos 35 veces menos, al menos 30 veces menos, al menos 25 veces menos, al menos 24 veces
menos, al menos 23 veces menos, al menos 22 veces menos, al menos 21 veces menos o al menos 20 veces
menos. Métodos para determinar la afinidad de dichas variantes o fragmentos de acuorina son bien conocidos en
la técnica e incluyen, sin limitacion, experimentos de competicion utilizando ligandos marcados radiactivamente,
resonancia de superficie de plasmon, termoforesis a microescala, calorimetria de titulacion isotermal. Métodos
adecuados para determinar la capacidad de una proteina de unir ca* incluyen, por ejemplo, el método descrito
en el ejemplo de la presente invencion (p. , lineas ).

En una forma de realizacion preferida, el polipéptido de acuerdo a la presente invencion comprende al menos un
péptido de localizacion que permite dirigir el polipéptido a diferentes localizaciones celulares. Esto es
potencialmente beneficioso para la deteccion de ca® en distintos lugares subcelulares de manera especifica.
Por tanto, en otra realizacion particular, la proteina de fusion de la invencién comprende ademas un péptido de
localizacién en posicion amino-terminal y un péptido de localizacion en posicion carboxilo-terminal.

El término “péptido de localizacion”, "péptido sefial de localizacién" o "péptido sefial”, segin se usa en la
presente invencion, se refiere a un péptido corto (3-60 aminoacidos de longitud) que dirige el transporte de una
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proteina a un determinado compartimento intracelular. El término “péptido de localizaciéon”, seglin se usa en la
presente invencion, se refiere tanto a secuencias que promueven activamente el transporte de una proteina
fusionada a dicha secuencia a un determinado compartimento intracelular (en cuyo caso se conocen como
péptido sefial de localizacién" o "péptido sefial) como a una secuencia que impide que una proteina fusionada a
ella escape de un determinado compartimento intracelular una vez que dicha proteina se encuentra en dicho
compartimento, en cuyo caso se conocen como péptido o sefial de retencion.

Los péptidos de localizacion se pueden encontrar en posicion amino o carboxilo-terminal o en el interior de la
secuencia de la proteina. En una realizacion preferida, el péptido de localizacion esta en posicién amino-terminal.
En otra realizacion preferida, el péptido de localizacion esta en posicidn carboxilo-terminal.

Péptidos de localizacién adecuados para su uso en la presente invencién incluyen, sin limitacion, péptidos de
localizacién capaces de dirigir una proteina a la membrana de la célula, al nucleo, a la membrana nuclear, a la
matriz mitocondrial, a la membrana mitocondrial, al reticulo endoplasmico o sarcoplasmico, al citoplasma, al
complejo de Golgi, al cloroplasto, al apoplasto o al peroxisoma.

En una forma preferida de realizacion, el péptido de localizacion es un péptido de localizacion nuclear. Ejemplos
ilustrativos de péptido de localizacion nuclear incluyen PKKKRKV (SEQ ID NO: 2), PQKKIKS (SEQ ID NO: 3),
PPKKKRKYV (SEQ ID NO: 4), QPKKP (SEQ ID NO: 5), RKKR (SEQ ID NO: 6), RKKRRQRRRAHQ (SEQ ID NO:
7), RQARRNRRRRWRERQR (SEQ ID NO: 8), MPLTRRRPAASQALAPPTP (SEQ ID NO: 9), GAALTILV (SEQ ID
NO: 10) y GAALTLLG (SEQ ID NO: 11). En una forma de realizacion aun mas preferida, la secuencia de
localizacién nuclear comprende la secuencia de nucleoplasmina de Xenopus laevis (SEQ ID NO: 12).

En una forma preferida de realizacion, la secuencia de localizacion es una secuencia de localizacion al complejo
de Golgi. En una forma de realizacion méas preferida, la secuencia de localizacion al complejo de Golgi
comprende la secuencia de localizacion en el complejo de Golgi de galactosiltransferasa (SEQ ID NO: 13).

En una forma preferida de realizacion, la secuencia de localizacién es una secuencia de localizacion al
citoplasma. En una forma de realizacion méas preferida, la secuencia de localizacién al citoplasma es la
secuencia de la luciferasa (SEQ ID NO: 14).

En una forma preferida de realizacion, el péptido de localizacion es un péptido que dirige la proteina a la matriz
mitocondrial. Secuencias capaces de dirigir una proteina a la mitocondria incluyen, sin limitacion, la secuencia
RRIVVLHGYGAVKEVLLNHK (SEQ ID NO: 15), la secuencia que comprende los aminoacidos 74-95 del
citocromo P450 2E1 (CYP2EL) de rata (SRRIVVLHGYKAVKEVLLNHKN; SEQ ID NO: 16) (Neve and Ingelman-
Sundberg, J. Biol. Chem. 2001, 276:11317-22), la secuencia del precursor de la citocromo c oxidasa IV de
levadura (MLSLRQDIRFFKPATRTLCSSR; SEQ ID NO: 17) (Maarse et al., EMBO J. 1984, 3:2831-37 y Hurt et
al., FEBS 1984, 178:306-310); la secuencia de transporte mitocondrial de la proteina PB2 protein de los virus de
la gripe (Carr et al., Virology 2006, 344:492-508); la secuencia de transporte mitocondrial presente en las hemo
liasas (Diekert et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 1999, 96:11752-57); la secuencia sefial de la enzima de la
matriz mitocondrial ornitina transcarbamilasa (OTC) (Horwich et al., EMBO J. 1985, 4:1129-35; Hay et al.,
Biochim. Biophys. Acta 1984, 779:65-87; Fujiwara et al., Genome Inform. Ser. Workshop, Genome Inform. 1997,
8:53-60) y el péptido de direccionamiento mitocondrial de la proteina Noxa humana (KLLNLISKLF; SEQ ID NO:
18). En una forma mas preferida de realizacion, la secuencia de localizacién es una secuencia de localizacion a
la mitocondria comprende la secuencia de localizacién mitocondrial de la citocromo ¢ oxidasa VIIIl humana. En
otra forma preferida de realizacion, el péptido de localizacion mitocondrial comprende la secuencia
MLFNLRXXLNNAAFRHGHNFMVRNFRCGQPLX (SEQ ID NO: 19).

En una realizacién preferida, la proteina de fusién comprende una primera secuencia sefial de direccionamiento
a la ruta secretora y una segunda sefial de retencién en el reticulo endoplasmico.

Ejemplos no limitantes de secuencias de direccionamiento a la ruta secretora incluyen las secuencias sefial que
aparecen en las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad de clase | y Il, secuencias sefial de
citoquinas o inmunoglobulinas, secuencias sefial de la cadena invariante o de las proteinas Lampl, Tapasin,
Erp57, Calreticulin, Calnexin. Preferiblemente, la secuencia de direccionamiento a la ruta secretora se selecciona
del grupo consistente en:
- la secuencia MMSFVSLLLVGILFWATEAEQLTKCEVFQ (SEQ ID NO: 20);
- el péptido sefial de PTH1R humana (H.N-MGTARIAPGLALLLCCPVLSSAYAL-, SEQ ID NO: 21);
- secuencia de localizacion mitocondrial de la citocromo c¢ oxidasa VIII humana (H:2N-
MSVLTPLLLRGLTGSARRLPVPRAK- SEQ ID NO: 22);
- el péptido sefal de mGIuR5 humana (H2N-MVLLLILSVLLLKEDVRGSA-, SEQ ID NO: 23);
- el péptido sefial de GABAg2R humana (H2N- MASPRSSGQPGPPPPPPPPPARLLLLLLLPLLLPLAPG-,
SEQ ID NO: 24);
- el péptido sefal de la calreticulina humana (H2N-MLLSVPLLLGLLGLAVA-, SEQ ID NO: 25);
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- el péptido sefal de la cadena pesada de Igy2b humana, (H2N-
MGWSCIILFLVATATGKGLTVAGLRSGHIYG-, SEQ ID NO: 26); y
en donde dichas secuencias se encuentran en posicion N-terminal en la proteina de fusion.

Ejemplos no limitantes de secuencias de retencion en el reticulo endoplasmico incluyen un péptido de retencion
en el reticulo endoplasmico en posicion carboxilo terminal y una secuencia de interaccion con BiP.

En una realizacion mas preferida, el péptido de retencion en el reticulo endoplasmico incluyen las secuencias
KDEL (SEQ ID NO: 27), DDEL (SEQ ID NO: 28), DEEL (SEQ ID NO: 29), QEDL (SEQ ID NO: 30), RDEL (SEQ
ID NO: 31), and GQNLSTSN (SEQ ID NO: 32), en donde dichas secuencias se localizan en posicién C-terminal.

En una realizacién mas preferida, el péptido de retencidon en el reticulo endoplasmico es una secuencia de
interaccion con BiP. En una forma de realizacién aun mas preferida, la secuencia de interacciéon con BiP
comprende los dominios VDJ y CH1 de la cadena pesada de la inmunoglobulina Igy2b.

En una forma preferida de realizacion, el polipéptido de la invencion comprende la secuencia sefial de
calreticulina en el extremo N-terminal, y la secuencia de retencion KDEL (SEQ ID NO: 27) en el extremo C-
terminal. En otra forma de realizacion, el polipéptido ha perdido la secuencia sefial tras ser traslocado al reticulo
endoplasmico y comprende la secuencia de retencion KDEL (SEQ ID NO: 27) en el extremo C-terminal.

En otra forma de preferida de realizacion, la invencion se refiere a un polipéptido que comprende el péptido sefial
de Igy2b, los dominios VDJ y CH1 de la cadena pesada de la inmunoglobulina Igy2b en el extremo N-terminal.
En otra forma de realizacién, el polipéptido ha perdido la secuencia sefial tras ser traslocado al reticulo
endoplasmico y comprende los dominios VDJ y CH1 de la cadena pesada de la inmunoglobulina Igy2b en el
extremo N-terminal.

Los polipéptidos de acuerdo a la presente invencion pueden contener una 0 mas etiquetas que permitan su
deteccién o purificacion. Etiquetas de deteccion/purificacién adecuadas incluyen hexahistidinas (resto de quelato
metdlico), etiquetas que muestran afinidad por glutatién (glutation S-transferasa), péptido de unién a calmodulina
(CBP), etiqueta de estreptomicina, dominio de unién a celulosa, proteina de uniébn a maltosa, etiqueta de S-
péptido, etiqueta de unidn a quitina, epitopos inmunorreactivos, etiquetas de epitopo, E2tag, etiqueta de epitopo
HA, epitopo Myc, epitopo FLAG, epitopos AU1 y AU5, epitopo Glu-Glu, epitopo KT3, epitopo IRS, epitopo Btag,
epitopo de proteina quinasa-C, epitopo de VSV o cualquier otra etiqueta siempre que la etiqueta no afecte a la
estabilidad de la proteina. En una forma preferida de realizacion la etiqueta es una etiqueta de hexahistidina.

Proteina de fusién de la invencion

El polipéptido de la invencion requiere de la interaccién con su grupo prostético, celenterazina, para emitir luz en
respuesta a la union de Ca". Como el experto en la materia apreciara, la fusion del polipéptido de la invencién a
un segundo polipéptido que permita la deteccion de la union de ca® independientemente de la presencia de
celenterazina, como por ejemplo un polipéptido fluorescente, puede ser ventajosa en entornos donde la
celenterazina no esta presente de manera natural.

Por lo tanto, en un segundo aspecto, la invencién se relaciona con una proteina de fusion, en adelante “proteina
de fusién de la invencién”, que comprende

(i) un primer polipéptido segun el primer aspecto de la invencion y de cualquiera de sus realizaciones, y

(ii) un segundo polipéptido fluorescente,
en donde dichos primer y segundo dominios se encuentran unidos a través de un péptido enlazador flexible.

El primer polipéptido esta definido en el apartado “polipéptido de la invencién”. Las formas de realizacion del
mismo relativas a las variaciones en las posiciones 119, 24 y 157 de SEQ ID NO: 1 son aplicables a la proteina
de fusion del segundo aspecto de la invencién.

El segundo polipéptido de la proteina de fusidon de la invencidon es un polipéptido fluorescente. El término
“polipéptido fluorescente” o "proteina fluorescente", segin se usa en la presente invencion, se refiere un
polipéptido con capacidad de emitir luz en respuesta a una absorcién de luz o de otra radiacién electromagnética.
Practicamente cualquier proteina o proteina fluorescente puede emplearse. Ejemplos no limitativos de dominios y
proteinas fluorescentes son la proteina verde fluorescente (GFP o wtGFP), variantes de GFP para diferentes
longitudes de onda de emisidn, intensidad de emisién y/o estabilidad de la proteina tales como la Superfolder
GFP, variantes de EGFP para distintas longitudes de onda de emision (colores) como la proteina fluorescente
azul (EBFP), cyan (ECFP), y amarilla (YFP), GFPuv (caracterizado por presentar las mutaciones F99S, M153T y
V163A en la secuencia de GFP; SEQ ID NO: 33), Emerald, mPlum, mCherry, tdTomato, mStrawberry, J-Red, ,
mOrange, mKO, YFP, EYFP, mCitrine, Venus, YPet, CyPet, CFP, ECFP, mCFPm, Cerulean, y T-Sapphire. Otros

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2452 485 Al

polipéptidos fluorescentes incluyen la proteina roja fluorescente (RFP), DsRed y sus variantes DsRed2, DsRed-
Express, RedStar, HcRed1, Kaede, EosFP, y la proteina fluorescente Kindling (KFP).

En una forma particular de realizacion, el polipéptido fluorescente es cualquier polipéptido fluorescente.

En una forma preferida de realizacion, el polipéptido fluorescente es GFPuv o una variante funcionalmente
equivalente del mismo.

El término “GFPuv” (SEQ ID NO: 33), segun se usa en la presente invencion, se refiere a una variante de la
proteina verde fluorescente (GFP) caracterizada por presentar las mutaciones F99S, M153T y V163A con
respecto a la secuencia de GFP de A. victoria (NUmero de acceso en GenBank P42212.1 en la version de 17 de
diciembre de 2011). Esta proteina se caracteriza por mostrar una expresién mas rapida, por ser 18 veces mas
brillante que la GFP y por presentar dos maximos de excitacion (403 nm y 470 nm) y uno de emision (510 nm).

El término “GFP”, segln se usa en la presente invencion, se refiere a una proteina compuesta de 238
aminoacidos, con un peso molecular de 26.9 kDa y que presenta fluorescencia verde brillante cuando se expone
a la luz azul ultravioleta. A pesar de muchos otros organismos marinos tienen proteinas verdes fluorescentes
similares, GFP tradicionalmente se refiere a la primera proteina aislada de la medusa A. victoria. La GFP de A.
victoria tiene un maximo de excitacion principal a una longitud de onda de 395 nm y uno menor a 475 nm. Su
maximo de emisién es a 509 nm. El rendimiento de fluorescencia cuantica de la GFP es de 0,79. En A. victoria,
la GFP transduce la quimioluminiscencia azul de la acuorina a luz verde fluorescente mediante una transferencia
de energia.

En el contexto de la presente invencién, el término “variante de GFPuv (SEQ ID NO: 33)” o ‘“variante
funcionalmente activa de GFPuv (SEQ ID NO: 33)”, se refiere a (i) una variante de SEQ ID NO: 33 (GFPuv) en la
gue uno o mas aminoacidos se han sustituido por aminoacidos conservados o no conservados, y codificados por
el coédigo genético o no, o (i) variantes que comprenden una insercion o una delecion de uno o mas
aminoécidos, en donde dichas variantes (i) y (ii) mantienen dos maximos en su espectro de excitacién y al menos
un maximo en su espectro de emision. Por tanto, para identificar variantes funcionalmente activas de GFPuv sera
evidente para el experto en la materia la necesidad de determinar el espectro de emision y el espectro de
excitacion de las mismas. En un experimento tipico, el maximo de la longitud de onda de emisioén se determina
excitando el polipéptido fluorescente a la longitud de onda correspondiente al maximo de excitacion. Se utiliza un
monocromador (dispositivo que permite el paso de bandas estrechas de longitud de onda de luz) para analizar la
intensidad de emisién de fluorescencia en toda la serie de longitudes de onda de emision. La intensidad relativa
de la fluorescencia se mide a diferentes longitudes de onda para trazar el espectro de emision. El espectro de
excitacion se determina de manera similar mediante el control de emisién de fluorescencia a la longitud de onda
de méxima intensidad, mientras que el fluoréforo se excita a través de un grupo de longitudes de onda
consecutivos. Se escoge la longitud de onda de emision maxima y sélo se permite el paso de luz emitida en esa
longitud de onda hacia el detector. La excitacion es inducida (generalmente por medio de un monocromador) a
longitudes de onda de excitacion diferentes y la intensidad de la fluorescencia emitida se mide en funcion de la
longitud de onda. Como resultado se obtiene un grafico o curva que representa la intensidad relativa de
fluorescencia producida por la excitacion de todo el espectro de longitudes de onda de excitacion. Ejemplos no
limitativos de instrumentos adecuados para la deteccion de fluorescencia incluyen espectrofluorometros y
lectores de microplacas, microscopios de fluorescencia, escaneres de fluorescencia, incluyendo lectores de
microarrays y citometros de flujo.

En el contexto de la presente invencion, se entiende por “actividad de GFPuv” o “actividad de cualquiera de las
variantes de GFPuv’ a la capacidad de excitarse a al menos dos longitudes de onda correspondientes a
aproximadamente los maximos de longitudes de onda de excitacion de dichas proteinas, y a la capacidad de
emitir luz a una longitud de onda correspondiente a aproximadamente el maximo de longitud de onda de emisién
de dichas proteinas. Las variantes funcionalmente activas de GFPuv segun la invencion tendran preferiblemente
una identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 33 de al menos el 50%, al menos el 60%, al menos el 70%, al
menos el 80%, al menos el 90%, al menos el 91%, al menos el 92%, al menos el 93%, al menos el 94%, al
menos el 95%, al menos el 96%, al menos el 97%, al menos el 98% o al menos el 99%. Asimismo, las variantes
funcionalmente activas segun la invencion tendran preferiblemente una actividad de al menos el 50%, al menos
el 60%, al menos el 70%, al menos el 80%, al menos el 90%, al menos el 91%, al menos el 92%, al menos el
93%, al menos el 94%, al menos el 95%, al menos el 96%, al menos el 97%, al menos el 98% o al menos el 99%
de la actividad de la GFPuv de SEQ ID NO: 33.

La proteina de fusion de la invencién comprende ademas un péptido flexible que une el primer dominio y el
segundo dominio de la misma de manera covalente. El término “péptido flexible”, “péptido espaciador”, “péptido
linker” o “péptido conector”, segin se usa en la presente invencion, se refiere a un péptido que une de manera
covalente dichos primer y segundo dominios, que no forma parte ni del primer ni del segundo dominios,
permitiendo el movimiento de un dominio con respecto del otro, sin causar sustancialmente un detrimento en la

funcién de uno de los dominios unidos y permitiendo que la proteina de fusién sufra un cambio conformacional
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que modifique las propiedades fluorescentes del segundo polipéptido en respuesta a la unién de ca’ al primer
polipéptido. En una realizacién preferida, dicho péptido flexible une los dominios sin causar sustancialmente un
detrimento en la funcién de ninguno de los dos dominios unidos. No es necesario que el primer y segundo
dominios estén dispuestos en ese orden y, en este caso, la invencién contempla proteinas de fusién en las que el
primer dominio esta situado en posicién amino-terminal con respecto al segundo, y en donde el primer dominio
esta situado en posicién carboxilo-terminal con respecto al segundo.

El péptido flexible comprende al menos un aminoacido, al menos dos aminoacidos, al menos tres aminoacidos,
al menos cuatro aminodacidos, al menos cinco aminoacidos, al menos seis aminoacidos, al menos siete
aminoacidos, al menos ocho aminoacidos, al menos nueve aminoéacidos, al menos 10 aminoacidos, al menos 12
aminoécidos, al menos 14 aminoacidos, al menos 16 aminoacidos, al menos 18 aminoacidos, al menos 20
aminoacidos, al menos 25 aminoacidos, al menos 30 aminoacidos, al menos 35 aminoacidos, al menos 40
aminoéacidos, al menos 45 aminoacidos, al menos 50 aminoacidos, al menos 60 aminoacidos, al menos 70
aminoacidos, al menos 80 aminoacidos, al menos 90 aminoacidos, o aproximadamente 100 aminoécidos.

Péptidos flexibles adecuados para su uso en la presente invencion son todos aquellos que han sido descritos con
anterioridad como adecuados para unir dos dominios polipeptidicos y que permiten que dichos dominios
polipeptidicos conserven sustancialmente su estructura nativa y actividad, tales como los descritos en el
documento W02009150284. En una forma preferida de realizacion, el péptido enlazador esta formado
mayoritariamente por restos de glicina, serina y/o prolina. Péptidos enlazadores adecuados para su uso en la
presente invencion incluyen péptidos que comprenden las secuencias (Gly-Ser)n, (GlymSer), 0 (SermGly)s, en
donde m es 1 a 6, en particular 1 a 4 y tipicamente 2a4ynes1la3001a1l0y, tipicamente, 1 a 4 y que,
opcionalmente, comprenden algunos restos de glutamico (Glu) o lisina (Lys) repartidos a lo largo de la secuencia
para mejorar la solubilidad (véase, por ejemplo, WO 96/06641, que proporciona ejemplos de péptidos
enlazadores). Péptidos enlazadores ejemplares incluyen, sin limitacion, péptidos que comprenden la secuencia
GGSSRSSSSGGGGSGGGG (SEQ ID NO: 34), GSGRSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 35), EGSSGSGSESKST
(SEQ ID NO: 36), EGKSSGSGSESKSTQ (SEQ ID NO: 37), EGKSSGSGSESKVD (SEQ ID NO: 38),
GSTSGSGKSSEGKG (SEQ ID NO: 39), KESGSVSSEQLAQFRSLD (SEQ ID NO: 40) y ESGSVSSEELAFRSLD
(SEQ ID NO: 41).

Otros ejemplos no limitativos de péptidos flexibles incluyen los siguientes:

- el péptido de secuencia TATPATTPTTAPTAGT (SEQ ID NO: 42);

- el péptido de secuencia TATPATTPTTAPTAGTTATPATTPTTAPTAGT (SEQ ID NO: 43).

- el péptido de secuencia GTKVHMK (SEQ ID NO: 44) formado por los residuos 53-56 y 57-59 de
tetranectina (Nielsen et al., 1997, “Crystal structure of tetranectin, a trimeric plasminogen-binding protein
with an alpha-helical coiled coil.” FEBS Lett 412:388-396);

- la hebra conectora 3 de la fibronectina humana (SEQ ID NO: 45), correspondiente a los aminoacidos
1992-2102 (numeracién SWISSPROT, entrada P02751);

- la subsecuencia PGTSGQQPSVGQQ (SEQ ID NO: 46) correspondiente al nimero de aminoacidos
2037-2049 de la fibronectina, y dentro de esa subsecuencia el fragmento GTSGQ (SEQ ID NO: 47)
correspondiente a los aminoacidos 2038-2042;

- la secuencia de 10 aminoéacidos de la region de la bisagra superior de la IgG3 murina (PKPSTPPGSS,
SEQ ID NO: 48);

- el péptido de secuencia APAETKAEPMT (SEQ ID NO: 49);

- el péptido de secuencia GAP;

- el péptido de secuencia SGGSGSGGQ (SEQ ID NO: 50); y

- el péptido de secuencia GGSSRSSS (SEQ ID NO: 51).

En una realizacion preferida, el péptido flexible es un péptido con secuencia SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO: 43 o
SEQ ID NO: 51, o variantes o fragmentos del mismo que mantienen sustancialmente su actividad. En una
realizacién ain mas preferida, el péptido flexible es un péptido con secuencia SEQ ID NO: 42.

El experto en la materia apreciara que la disposicion relativa del primer y segundo polipéptido puede variar
siempre que la proteina de fusion mantenga la propiedad de sufrir un cambio en las propiedades fluorescentes
del segundo polipéptido en respuesta a la unién de Ca”" al primer polipéptido. Asi, en una forma preferida de
realizacién, el extremo C-terminal del primer polipéptido se encuentra asociado al péptido enlazador que a su vez
se encuentra unido al segundo polipéptido a través del extremo N-terminal de éste. En otra forma preferida de
realizacion, el extremo C-terminal del segundo polipéptido se encuentra asociado al péptido enlazador que a su
vez se encuentra unido al primer polipéptido a través del extremo N-terminal de éste.

El término “propiedades fluorescentes”, segun se usa en la presente invencion, se refiere a las caracteristicas del
espectro de excitacion y el espectro de emision del segundo polipéptido. La fluorescencia es una forma de
luminiscencia en la que la emisién de luz por una sustancia que ha absorbido luz o radiacion electromagnética de
otro tipo. En la mayoria de los casos, la luz emitida tiene una longitud de onda mas larga, y por lo tanto, la
energia mas baja, de la radiacion absorbida. Sin embargo, cuando la radiacion electromagnética absorbida es
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intensa, es posible que un electron pueda absorber dos fotones; esta absorcién de dos fotones puede conducir a
la emision de radiacion de longitud de onda mas corta que la radiacion absorbida. La radiacion emitida puede ser
también de la misma longitud de onda que la radiacién absorbida, denominada fluorescencia de resonancia.

Una sustancia, elemento o polipéptido fluorescente se caracteriza por sus espectros de excitacion y de emision.
El término “espectro de emision” se refiere al rango de longitudes de onda especificas necesarias para excitar
una molécula fluorescente para emitir luz. Cominmente se suele representar en un gréafico la excitancia de
fotones del espectro frente a la longitud de onda de la excitacion. El término “espectro de emision” se refiere al
rango de longitudes de onda de la radiacién electromagnética emitida por los atomos del elemento o las
moléculas del compuesto cuando se devuelven a un estado energético mas bajo o de reposo. Comunmente se
suele representar en un grafico de la emisién espectral de potencia radiante (exitancia radiante espectral) o de la
irradiancia espectral de fotones emitidos (exitancia fotones del espectro) frente a la longitud de onda.

Métodos para determinar el espectro de emision y el espectro de excitacion de un polipéptido fluorescente son
bien conocidos en el estado de la técnica. En un experimento tipico, la longitud de onda de maxima absorcion
(por lo general el mismo que el maximo de excitacion) se determina mediante la excitacion usando un
monocromador (dispositivo que permite el paso de bandas estrechas de longitud de onda de luz) en toda la serie
de longitudes de onda. La intensidad relativa de la fluorescencia se mide a diferentes longitudes de onda para
trazar el espectro de emision. El espectro de excitacion se determina de manera similar mediante el control de
emision de fluorescencia a la longitud de onda de méxima intensidad, mientras que el fluoréforo se excita a
través de un grupo de longitudes de onda consecutivos. Se escoge la longitud de onda de emision maximay solo
se permite el paso de luz emitida en esa longitud de onda hacia el detector. La excitacién es inducida
(generalmente por medio de un monocromador) a longitudes de onda de excitacion diferentes y la intensidad de
la fluorescencia emitida se mide en funcién de la longitud de onda. Como resultado se obtiene un gréafico o curva
gue representa la intensidad relativa de fluorescencia producida por la excitacion de todo el espectro de
longitudes de onda de excitacion.

En una forma preferida de realizacién, la proteina de fusion de acuerdo a la presente invencién comprende al
menos un péptido de localizacion que permite dirigir la proteina de fusion a diferentes localizaciones celulares.
Esto es potencialmente beneficioso para la deteccién de ca® en distintos lugares subcelulares de manera
especifica. Por tanto, en otra realizacion particular, la proteina de fusion de la invencién comprende ademas un
péptido de localizacion en posicién amino-terminal y un péptido de localizacion en posicion carboxilo-terminal.

Los péptidos de localizacion se pueden encontrar en posicion amino o carboxilo-terminal o en el interior de la
secuencia de la proteina. En una realizacion preferida, el péptido de localizacion esta en posicién amino-terminal.
En otra realizacion preferida, el péptido de localizacién esta en posicion carboxilo-terminal.

Péptidos de localizacion adecuados para su uso en la presente invencidn incluyen, sin limitacion, péptidos de
localizacién capaces de dirigir una proteina a la membrana de la célula, al nacleo, a la membrana nuclear, a la
matriz mitocondrial, a la membrana mitocondrial, al reticulo endoplasmico o sarcoplasmico, al citoplasma, al
complejo de Golgi, al cloroplasto, al apoplasto o al peroxisoma.

En una forma preferida de realizacion, el péptido de localizacion es un péptido de localizacion nuclear. Ejemplos
ilustrativos de péptido de localizacién nuclear incluyen PKKKRKV (SEQ ID NO: 2), PQKKIKS (SEQ ID NO: 3),
PPKKKRKY (SEQ ID NO: 4), QPKKP (SEQ ID NO: 5), RKKR (SEQ ID NO: 6), RKKRRQRRRAHQ (SEQ ID NO:
7), RQARRNRRRRWRERQR (SEQ ID NO: 8), MPLTRRRPAASQALAPPTP (SEQ ID NO: 9), GAALTILV (SEQ ID
NO: 10) y GAALTLLG (SEQ ID NO: 11). En una forma de realizacion aun méas preferida, la secuencia de
localizacién nuclear comprende la secuencia de de nucleoplasmina de Xenopus laevis (SEQ ID NO: 12).

En una forma preferida de realizacién, la secuencia de localizaciéon es una secuencia de localizacion al complejo
de Golgi. En una forma de realizacion mas preferida, la secuencia de localizacion al complejo de Golgi
comprende la secuencia de localizacion en el complejo de Golgi de galactosiltransferasa (SEQ ID NO: 13).

En una forma preferida de realizacion, la secuencia de localizacién es una secuencia de localizacion al
citoplasma. En una forma de realizacion mas preferida, la secuencia de localizacién al citoplasma es la
secuencia de la luciferasa (SEQ ID NO: 14).

En una forma preferida de realizacion, el péptido de localizacion es un péptido que dirige la proteina a la matriz
mitocondrial. Secuencias capaces de dirigir una proteina a la mitocondria incluyen, sin limitacion, la secuencia
RRIVVLHGYGAVKEVLLNHK (SEQ ID NO: 15), la secuencia que comprende los aminoacidos 74-95 del
citocromo P450 2E1 (CYP2E1) de rata (SRRIVVLHGYKAVKEVLLNHKN; SEQ ID NO: 16) (Neve and Ingelman-
Sundberg, J. Biol. Chem. 2001, 276:11317-22), la secuencia del precursor de la citocromo c oxidasa IV de
levadura (MLSLRQDIRFFKPATRTLCSSR; SEQ ID NO: 17) (Maarse et al., EMBO J. 1984, 3:2831-37 y Hurt et
al., FEBS 1984, 178:306-310); la secuencia de transporte mitocondrial de la proteina PB2 protein de los virus de
la gripe (Carr et al., Virology 2006, 344:492-508); la secuencia de transporte mitocondrial presente en las hemo
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liasas (Diekert et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 1999, 96:11752-57); la secuencia sefial de la enzima de la
matriz mitocondrial ornitina transcarbamilasa (OTC) (Horwich et al., EMBO J. 1985, 4:1129-35; Hay et al.,
Biochim. Biophys. Acta 1984, 779:65-87; Fujiwara et al., Genome Inform. Ser. Workshop, Genome Inform. 1997,
8:53-60) y el péptido de direccionamiento mitocondrial de la proteina Noxa humana (KLLNLISKLF; SEQ ID NO:
18). En una forma mas preferida de realizacion, la secuencia de localizacién es una secuencia de localizacion a
la mitocondria comprende la secuencia de localizacion mitocondrial de la citocromo ¢ oxidasa VIII humana. En
otra forma preferida de realizacion, el péptido de localizacion mitocondrial comprende la secuencia
MLFNLRXXLNNAAFRHGHNFMVRNFRCGQPLX (SEQ ID NO: 19).

En una realizacion preferida, la proteina de fusién comprende una primera secuencia sefial de direccionamiento
a la ruta secretora y una segunda sefial de retencién en el reticulo endoplasmico.

Ejemplos no limitantes de secuencias de direccionamiento a la ruta secretora incluyen las secuencias sefial que
aparecen en las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad de clase | y Il, secuencias sefial de
citoquinas o inmunoglobulinas, secuencias sefial de la cadena invariante o de las proteinas Lampl, Tapasin,
Erp57, Calreticulin, Calnexin. Preferiblemente, la secuencia de direccionamiento a la ruta secretora se selecciona
del grupo consistente en:

- la secuencia MMSFVSLLLVGILFWATEAEQLTKCEVFQ (SEQ ID NO: 20);

- el péptido sefial de PTH1R humana (HoN-MGTARIAPGLALLLCCPVLSSAYAL-, SEQ ID NO: 21);

- secuencia de localizacion mitocondrial de la citocromo c¢ oxidasa VI humana (H2N-

MSVLTPLLLRGLTGSARRLPVPRAK- SEQ ID NO: 22);
- el péptido sefial de mGIuR5 humana (H2N-MVLLLILSVLLLKEDVRGSA-, SEQ ID NO: 23);
- el péptido sefial de GABAgR humana (H2N- MASPRSSGQPGPPPPPPPPPARLLLLLLLPLLLPLAPG-,

SEQ ID NO: 24);
- el péptido sefial de la calreticulina humana (HaN-MLLSVPLLLGLLGLAVA-, SEQ ID NO: 25);
- el péptido sefal de la cadena pesada de Igy2b humana, (H2N-

MGWSCIILFLVATATGKGLTVAGLRSGHIYG-, SEQ ID NO: 26); y
en donde dichas secuencias se encuentran en posicion N-terminal en la proteina de fusion.

Ejemplos no limitantes de secuencias de retencion en el reticulo endoplasmico incluyen un péptido de retencién
en el reticulo endoplasmico en posiciéon carboxilo terminal y una secuencia de interaccion con BiP.

En una realizacion mas preferida, el péptido de retenciéon en el reticulo endoplasmico incluyen las secuencias
KDEL (SEQ ID NO: 27), DDEL (SEQ ID NO: 28), DEEL (SEQ ID NO: 29), QEDL (SEQ ID NO: 30), RDEL (SEQ
ID NO: 31), and GQNLSTSN (SEQ ID NO: 32), en donde dichas secuencias se localizan en posicién C-terminal.

En una realizacion méas preferida, el péptido de retencion en el reticulo endoplasmico es una secuencia de
interaccion con BiP. En una forma de realizacion aun mas preferida, la secuencia de interaccion con BiP
comprende los dominios VDJ y CH1 de la cadena pesada de la inmunoglobulina Igy2b.

En una forma preferida de realizacion, el polipéptido de la invenciobn comprende la secuencia sefial de
calreticulina en el extremo N-terminal, y la secuencia de retencion KDEL (SEQ ID NO: 27) en el extremo C-
terminal. En otra forma de realizacion, el polipéptido ha perdido la secuencia sefial tras ser traslocado al reticulo
endoplasmico y comprende la secuencia de retencion KDEL (SEQ ID NO: 27) en el extremo C-terminal.

En otra forma de preferida de realizacion, la invencién se refiere a un polipéptido que comprende el péptido sefial
de Igy2b, los dominios VDJ y CH1 de la cadena pesada de la inmunoglobulina Igy2b en el extremo N-terminal.
En otra forma de realizacion, el polipéptido ha perdido la secuencia sefial tras ser traslocado al reticulo
endoplasmico y comprende los dominios VDJ y CH1 de la cadena pesada de la inmunoglobulina Igy2b en el
extremo N-terminal.

En una forma preferida de realizacion, la proteina de fusion comprende, desde el extremo N-terminal al extremo
C-terminal, la secuencia sefial de calreticulina, el polipéptido de la invencion, GFPuv (SEQ ID NO: 33) y la
secuencia de retencion KDEL (SEQ ID NO: 27). En otra forma de realizacién, la proteina de fusién ha perdido la
secuencia sefial tras ser traslocada al reticulo endoplasmico y comprende, desde el extremo N-terminal al
extremo C-terminal, el polipéptido de la invencidn, el enlazador de secuencia SEQ ID NO: 42, GFPuv (SEQ ID
NO: 33) y la secuencia de retencion KDEL (SEQ ID NO: 27).

En otra forma de preferida de realizacion, la invencion se refiere a una proteina de fusién comprende, desde el
extremo N-terminal al extremo C-terminal, el péptido sefial de Igy2b, los dominios VDJ y CH1 de la cadena
pesada de la inmunoglobulina Igy2b, el polipéptido de la invencion, el enlazador de secuencia SEQ ID NO: 42,
GFPuv (SEQ ID NO: 33). En otra forma de realizacion, la proteina de fusién ha perdido la secuencia sefial tras
ser traslocada al reticulo endoplasmico y comprende, desde el extremo N-terminal al extremo C-terminal, los
dominios VDJ y CH1 de la cadena pesada de la inmunoglobulina Igy2b, el polipéptido de la invencién, el
enlazador de secuencia SEQ ID NO: 42, GFPuv (SEQ ID NO: 33).
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Los polipéptidos de acuerdo a la presente invenciéon pueden contener una 0 mas etiquetas que permitan su
deteccion o purificacion. Etiquetas de deteccion/purificacién adecuadas incluyen hexahistidinas (resto de quelato
metalico), etiquetas que muestran afinidad por glutation (glutation S-transferasa), péptido de unién a calmodulina
(CBP), etiqueta de estreptomicina, dominio de unién a celulosa, proteina de unién a maltosa, etiqueta de S-
péptido, etiqueta de unién a quitina, epitopos inmunorreactivos, etiquetas de epitopo, E2tag, etiqueta de epitopo
HA, epitopo Myc, epitopo FLAG, epitopos AU1 y AU5, epitopo Glu-Glu, epitopo KT3, epitopo IRS, epitopo Btag,
epitopo de proteina quinasa-C, epitopo de VSV o cualquier otra etiqueta siempre que la etiqueta no afecte a la
estabilidad de la proteina. En una forma preferida de realizacion la etiqueta es una etiqueta de hexahistidina.

Acidos nucleicos, casetes de expresion, vectores y células de la invencion

En un tercer aspecto aspecto, la presente invencién se relaciona con un acido nucleico que codifica para el
polipéptido del primer aspecto de la invencion o para la proteina de fusién del segundo aspecto de la invencién y
de cualquiera de sus realizaciones.

El término “acido nucleico”, segun se usa en la presente invencion, se refiere a polimeros formados por la
repeticion de mondmeros llamados nucleétidos, unidos mediante enlaces fosfodiéster.

Dicho &cido nucleico de la invencidn puede incorporar, operativamente unida, una secuencia reguladora de la
expresion de las secuencias de nucledtidos que codifican para la proteina de fusion de la invencién,
constituyendo de este modo una construccion génica. Segun se utiliza en la presente invencion, la expresién
“operativamente unida” significa que el polipéptido de la proteina de fusién codificado por la secuencia de acido
nucleico de la invencion, es expresado en el marco de lectura correcto bajo el control de las secuencias de
control o reguladoras de expresion. Por tanto, en otro aspecto, la invencion proporciona un casete de expresion
gue comprende la construccién génica de la invencidon operativamente unida a una secuencia de control de
expresion. La construccién génica de la invencidn puede obtenerse mediante el empleo de técnicas ampliamente
conocidas en el estado de la técnica [Sambrook et al., “Molecular cloning, a Laboratory Manual”, 2" ed., Cold
Spring Harbor Laboratory Press, N.Y., 1989 Vol 1-3].

Las secuencias de control son secuencias que controlan y regulan la transcripcion y, en su caso, la traduccion de
dicha proteina de fusion, e incluyen secuencias promotoras, secuencias codificantes para reguladores
transcripcionales, secuencias de unién a ribosomas (RBS) y/o secuencias terminadoras de transcripcion. El
casete de expresion de la presente invencion puede incluir ademas un potenciador, que puede estar adyacente o
distante a la secuencia del promotor y puede funcionar aumentando la transcripcion a partir del mismo. En una
realizacién particular, dicha secuencia de control de expresion es funcional en células y organismos procariotas,
por ejemplo, bacterias, etc., mientras que en otra realizacion particular, dicha secuencia de control de expresion
es funcional en células y organismos eucariotas, por ejemplo, células de insecto, células vegetales, células de
mamifero, etc.

Se puede usar cualquier promotor disponible en la presente metodologia. En una forma de realizacion preferida
de la presente invencion, el promotor utilizado por la construccion de acido nucleico de la presente invencion es
activo en la poblacién celular especifica transformada. Ejemplos ilustrativos, no limitativos, de promotores
ubicuos que pueden estar presentes en el casete de expresion proporcionado por esta invencion incluyen el
promotor de citomegalovirus humano (hCMV), el promotor de SV40, el promotor para EF1-alfa, y el promotor de
ubiquitina C. Ejemplos ilustrativos, no limitativos, de promotores especificos de tipo celular y/o especificos de
tejido incluyen promotores tales como albumina que es especifico de higado [Pinkert et al., (1987) Genes Dev.
1:268-277], promotores linfoides especificos [Calame et al.; (1988) Adv. Immunol. 43:235-275]; en particular
promotores de los receptores de células T [Winoto et al., (1989) EMBO J. 8:729-733] e inmunoglobulinas;
[Banerji et al. (1983) Cell 33729-740], promotores especificos de neuronas tal como el promotor de
neurofilamentos [Byrne et al. (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:5473-5477], promotores especificos de
pancreas [Edlunch et al. (1985) Science 230:912-916] o promotores especificos de glandula mamaria tal como el
promotor de suero de leche (patente de EE UU No. 4.873.316 y publicacién de solicitud europea No. 264.166). El
casete de expresion CAG-GS esta compuesto de un elemento del enhancer CMV, el promotor de la -actina de
pollo y el elemento regulador postranscripcional (WPRE) del virus de la hepatitis de marmota (Woodchuck
Hepatitis Virus, WHP) [Niwa et al. (1991) Gene 108: 193-9]. La combinacion del promotor y este elemento
favorece unos niveles de expresion del transgen in vivo altos.

Ventajosamente, dicho casete de expresion comprende, ademas, un marcador o gen que codifica para un motivo
0 para un fenotipo que permita la seleccién de la célula hospedadora transformada con dicho casete de
expresion. Ejemplos ilustrativos de dichos marcadores que podrian estar presentes en el casete de expresion de
la invencion incluyen genes de resistencia a antibioticos, genes de resistencia a compuestos toxicos, y, en
general, todos aquellos que permitan seleccionar a las plantas transformadas genéticamente.
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La construccion génica de la invencion, o el casete de expresion proporcionado por esta invencion, pueden ser
insertados en un vector apropiado. Asi, en otro aspecto, la invencion se relaciona con un vector, tal como un
vector de expresion, que comprende dicha construccion de génica de la invencion o dicho casete de expresion.
La eleccion del vector dependera de la célula hospedadora en la que se va a introducir posteriormente. A modo
ilustrativo, el vector donde se introduce dicha secuencia de acido nucleico puede ser un plasmido o un vector
gue, cuando se introduce en una célula hospedadora, se integra o no en el genoma de dicha célula. La obtencion
de dicho vector puede realizarse por métodos convencionales conocidos por los técnicos en la materia
[Sambrook et al., 1989, citado supra]. En una realizacion particular, dicho vector recombinante es un vector util
para transformar células animales.

Dicho vector puede ser utlizado para transformar, transfectar o infectar células susceptibles de ser
transformadas, transfectadas o infectadas por dicho vector. Dichas células pueden ser procariotas o eucariotas.
Por tanto, en otro aspecto, la invencion se relaciona con una célula hospedadora transformada, transfectada o
infectada con un vector proporcionado por esta invencion. Dicha célula transformada, transfectada o infectada
comprende, por tanto, una construccién génica de la invencién, o bien dicho casete de expresion o vector
proporcionado por esta invencion.

Células transformadas, transfectadas o infectadas pueden ser obtenidas por métodos convencionales conocidos
por los técnicos en la materia (Sambrook et al., 1989, citado supra). Células adecuadas para llevar a cabo la
invencién, incluyen, sin limitacion, células de mamiferos, plantas, insectos, de hongos y de bacterias. Células
bacterianas incluyen, sin estar limitado, células de bacterias Gram positivas tales como especies del género
Bacillus, Streptomyces y Staphylococcus y células de bacterias Gram negativas tales como células del género
Escherichia y Pseudomonas. Células de hongos incluyen, preferiblemente, células de levaduras tales como
Saccharomyces, Pichia pastoris y Hansenula polymorpha. Células de insectos incluyen, sin limitacién, células de
Drosophila y células Sf9. Células de plantas incluyen, entre otros, células de plantas de cultivos tales como
cereales, plantas medicinales, ornamentales o de bulbos. Células de mamiferos adecuadas para en la presente
invencion incluyen lineas celulares epiteliales (porcinas, etc.), lineas celulares de osteosarcoma (humanas, etc.),
lineas celulares de neuroblastoma (humanas, etc.), carcinomas epiteliales (humanos, etc.), células gliales
(murinas, etc.), lineas celulares hepéticas (de mono, etc.). células CHO (Chinese Hamster Ovary), células COS,
células BHK, células HelLa, 911, AT1080, A549, 293 o PER.C6, células ECCs humana NTERA-2, células D3 de
la linea de mESCs, células troncales embrionarias humanas tales como HS293 y BGV01, SHEF1, SHEF2 y
HS181, células NIH3T3, 293T, REH y MCF-7 y células hMSCs.

En una realizacion particular, dicha célula hospedadora es una célula animal transformada, transfectada o
infectada con un vector apropiado, siendo dicha célula animal transformada, transfectada o infectada capaz de
expresar la proteina de fusién proporcionada por esta invencion, por lo que dichos vectores pueden utilizarse
para la expresion en células animales de la proteina de fusién proporcionada por esta invencion.

El acido nucleico, o casete de expresion, o vector o célula hospedadora de la invencion pueden ser utilizados
para producir:
(&) un polipéptido que comprende la secuencia SEQ ID NO: 1 (apoacuorina), segun el primer aspecto de la
invencién, o
(b) una proteina de fusién que comprende (i) un primer polipéptido segin el primer aspecto de la invencion,
y (i) un segundo polipéptido fluorescente, en donde dichos primer y segundo dominios se encuentran
unidos a través de un péptido enlazador flexible, seguin el segundo aspecto de la invencién.

Por tanto, en otro aspecto, la invencion se relaciona con un método para producir dicha proteina de fusion
proporcionada por esta invencion que comprende crecer una célula u organismo proporcionado por esta
invencion bajo condiciones que permiten la produccion de dicha proteina de fusion. Las condiciones para
optimizar el cultivo de dicha célula u organismo dependeran de la célula u organismo utilizado. Si se desea, el
método para producir un producto de interés proporcionado por esta invencion incluye, ademas, el aislamiento y
purificacion de dicha proteina de fusion.

Uso del polipéptido segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11 y 15 a 20 o la proteina de fusion segun
cualquiera de las reivindicaciones 12 a 20 para la deteccion de Ca®" en una muestra.

Métodos para la determinacién de la concentracion de ca* en una muestra

En otro aspecto, la presente invencién se relaciona con un método, en adelante “primer método de la invencién”,
para la determinacion de la concentracion de ca* en una muestra que comprende

(i) poner en contacto dicha muestra con un polipéptido segun el primer aspecto de la invencién,

(ii) poner en contacto dicho polipéptido con un co-factor especifico para el mismo,

(iii) detectar la luminiscencia emitida por dicho polipéptido, y

18



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2452 485 Al

(iv) determinar la concentracion de ca* a partir de la variaciéon en la intensidad de la luminiscencia con
respecto a la intensidad de la luminiscencia en ausencia de ca®.

El término “muestra”, segun se usa en la presente invencién, se refiere a una pequefia parte de un sujeto,
representante de la totalidad de un 6rgano o tejido, y puede estar constituida por una biopsia o cultivo celular de
las células que componen la misma. Por tanto, en otra realizaciéon particular, la célula o poblaciéon celular
comprende una biopsia o un cultivo celular de las células que componen la misma. Las biopsias son pequefias
piezas de tejido y pueden ser frescas, congeladas o fijadas, como, por ejemplo, en formalina y embebidas en
parafina (FFPE). Las biopsias, por ejemplo, se pueden extirpar quirdrgicamente la extracciéon por hipodérmicas o
de otros tipos de agujas, por microdiseccion o por captura con laser. La muestra debe comprender la proteina de
fusion para detectar Ca** segtin el método de la invencion.

En una primera etapa, el primer método de la invencién comprende poner en contacto dicha muestra con un
polipéptido segun el primer aspecto de la invencién.

El término “polipéptido” se ha descrito en detalle en el contexto de los polipéptidos de la invencion y se usan de
la misma manera en los métodos de la invencion.

En una realizacion particular, el polipéptido comprende la secuencia de la apoacuorina (SEQ ID NO: 1), en donde
en una primera posicion 119 de SEQ ID NO: 1 el aminoacido es Ala, y en una segunda posicién 24 de SEQ ID
NO: 1 el amino4cido es Asn.

En otra realizacion particular, el polipéptido comprende la secuencia de la apoacuorina (SEQ ID NO: 1), en
donde en una primera posicion 119 de SEQ ID NO: 1 el aminoacido es Ala, y en una segunda posicion 157 de
SEQ ID NO: 1 el aminoacido es Asn.

En una segunda etapa, el primer método de la invencion comprende poner en contacto dicho polipéptido con un
co-factor especifico para el mismo.

El término “co-factor especifico” o “factor postético”, segin se usa en la presente invencién, se refiere a la
celenterazina o variantes funcionalmente equivalentes de la misma. La celenterazina es la luciferina, la molécula
emisora de luz, que se encuentra en muchos organismos acuaticos a través de siete filos. Es el sustrato de
muchas luciferasas y fotoproteinas, incluyendo la luciferasa de Renilla reniformis (Rluc), Gaussia luciferasa
(Gluc), acuorina y obelina. Por variantes funcionalmente equivalentes de la celenterazina incluyen, sin limitacion,
celenterazina i, celenterazina h y celenterazina n.

En una tercera etapa, el primer método de la invencién comprende detectar la luminiscencia emitida por dicho
polipéptido.

El término “luminiscencia”, segun se usa en la presente invencién, se refiere a bioluminiscencia y es la
produccién y emisién de luz por un organismo vivo. La bioluminiscencia es una forma natural de
guimioluminiscencia donde la energia se libera en forma de fotones a partir de una reaccién quimica.

El experto apreciard que la longitud de onda a la que se debe efectuar la deteccion dependera de las
propiedades del polipéptido. En el caso de la apoacuorina (SEQ ID NO: 1), dicha longitud de onda de emision es
A =469 nm. El experto en la materia podra facilmente determinar la longitud de onda correspondiente al méximo
de emisidn del polipéptido.

Aunque es preferible que la deteccion en la etapa (iii) se lleve a cabo a una longitud de onda correspondiente al
maximo de emisién del polipéptido, la invencién contempla la posibilidad de que la etapa (iii) se lleve a cabo
usando longitudes de onda distintas a las maximas de emision del polipéptido siempre que se consiga suficiente
deteccion de la emisién luminiscente. Asi, la etapa (iii) se lleva a cabo usando una longitud de onda que se
encuentra en un intervalo de 50 nm, #40 nm, £30 nm, 25 nm, #20 nm, #15 nm, #10 nm, #8 nm, +6 nm, 4 nm,
+2 nm, £1 nm, £0,5 nm, +0,1 nm 6 +0,01 nm con respecto al valor maximo de longitud de onda de emision.

En el caso particular de que el polipéptido tenga un méaximo de emision sustancialmente idéntico al de la
apoacuorina (SEQ ID NO: 1), A = 469 nm, la etapa (iii) se lleva a cabo mediante deteccion a una longitud de onda
de emision que se encuentra en el rango entre 439 nm y 499 nm, y preferiblemente, la longitud de onda de
emision es aproximadamente de 469 nm.

La medida de la luminiscencia se puede efectuar por métodos bien conocidos en la técnica. Ejemplos no

limitativos de instrumentos adecuados para la deteccién de luminiscencia incluyen luminémetros y lectores de
microplacas, camaras de CCD.
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Una vez que se ha detectado la luminiscencia emitida por el polipéptido en la muestra, se puede determinar la
concentracién de Ca®* en la muestra mediante la deteccion de una var|a0|on en la intensidad de la luminiscencia
con respecto a la |ntenS|dad de la fluorescencia en ausencia de Ca**. Como entendera el experto en la materia,
la concentracion de Ca** en la muestra puede medirse cuantitativamente utilizando este método. Para eIIo se
realiza una calibracion de la sefial de emision obtenida en la etapa (ii) a diferentes concentraciones de ca*

Los autores de la presente invencién también han puesto de manifiesto que la fusién de un primer polipéptido
segun el primer aspecto de la invencién a un segundo polipéptido fluorescente da lugar a una proteina de fusion
en la que propiedades fluorescentes de dicho segundo polipéptido fluorescente se modifican en respuesta a la
union de calcio a dicho primer polipéptido. Esta modificacién de las propiedades fluorescentes del segundo
polipéptido fluorescente en respuesta a la unién de Cca* se manifiesta cuando la proteina fluorescente es
excitada con una longitud de onda correspondiente a la longitud de onda de excitacion de dicha proteina. Esto
permite la deteccion de Ca” en una muestra o en el interior de una célula mediante el uso de proteinas de fusién
formadas por un primer polipéptido seglin el primer aspecto de la invencién y un segundo polipéptido
fluorescente que son excitadas a la longitud de onda de excitacion del polipéptido fluorescente sin necesidad de
introducir en la misma molécula una segunda molécula fluorescente o luminiscente que permita la aparicion de
fenébmenos de CRET o FRET.

Por lo tanto, en otro aspecto, la presente invencion se reIaC|ona con un método, en adelante “segundo método de
la invencién”, para la determinacion de la concentracion de ca” en una muestra gue comprende
0] poner en contacto dicha muestra con una proteina de fusion que comprende un primer polipéptido y
un segundo polipéptido fluorescente segun el segundo aspecto de la invencion,
(ii) detectar la luminiscencia emitida por dicho primer polipéptido en respuesta a la puesta en contacto
dicha proteina de fusion con un co-factor especifico para dicho primer polipéptido,
o, alternativamente
detectar la fluorescencia emitida por dicho segundo polipéptido en respuesta a la excitacion de la
muestra a una longitud de onda correspondiente a la longitud de onda de excitacion de dicho
segundo polipéptido, y
(i)  determinar la concentracién de Ca®* a partir de la variacién en la intensidad de la IumlnlscenC|a o]
fluorescencia con respecto a la intensidad de la luminiscencia o fluorescencia en ausencia de Ca**

En una primera etapa, el segundo método de la invencién comprende poner en contacto dicha muestra con una
proteina de fusion que comprende un primer polipéptido y un segundo polipéptido fluorescente segun el segundo
aspecto de la invencion

Los términos “proteina de fusion” y “polipéptido fluorescente”, segun se usa en la presente invencion, se han
descrito en detalle en el contexto de las proteinas de fusion de la invencién y se usan de la misma manera en los
métodos de la invencion.

En una forma particular de realizacion, el polipéptido fluorescente es cualquier polipéptido fluorescente con
excepcion de EGFP. En una forma preferida de realizacion, el polipéptido fluorescente es GFPuv o una variante
funcionalmente equivalente del mismo.

En una segunda etapa, el segundo método de la invencién comprende detectar la luminiscencia emitida por
dicho primer polipéptido en respuesta a la puesta en contacto dicha proteina de fusiébn con un co-factor
especifico para dicho primer polipéptido, o, alternativamente detectar la fluorescencia emitida por dicho segundo
polipéptido en respuesta a la excitacion de la muestra a una longitud de onda correspondiente a la longitud de
onda de excitacion de dicho segundo polipéptido.

La deteccion de la luminiscencia emitida por dicho primer polipéptido en respuesta a la puesta en contacto dicha
proteina de fusién con un co-factor especifico para dicho primer polipéptido ha sido descrita en detalle en el
contexto del primer método de la invencion y se usa de la misma manera en el segundo método de la invencion.

Alternativamente, se puede detectar la fluorescencia emitida por dicho segundo polipéptido en respuesta a la
excitacion de la muestra a una longitud de onda correspondiente a la longitud de onda de excitacion de dicho
segundo polipéptido.

El experto apreciara que tanto la longitud de onda de excitacién que se tiene que usar en la etapa (ii) para excitar
la proteina de fusion como la longitud de onda a la que se debe efectuar la deteccién dependera de las
propiedades del polipéptido fluorescente que forme parte de la proteina de fusion. Dado que la proteina de fusion
se excita a la longitud de onda adecuada para la excitaciéon del polipéptido quorescente Y que no es necesario
que tenga lugar fenomenos de CRET o FRET para detectar el efecto de la unién de ca” sobre las propiedades
fluorescentes del polipéptido fluorescente, la longitud de onda de excitacibn que se usa en la etapa (ii)
corresponde a una longitud de onda préxima al maximo de excitacion del polipéptido fluorescente. Ejemplos de
proteinas fluorescentes que pueden que se pueden usar en el segundo método de la invencion y de las
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longitudes de onda de excitacion y emisién adecuadas para cada una de ellas se encuentran recogidas en la
Tabla 1.

P Longitud de onda de | Longitud de onda de
Proteina N I
excitacion (nm) emisién (hm)
GFP 488 507
GFPuv 403/470 509
BFP 383 445
CFP 439 476
YFP 514 527
EBFP2 383 448
mCerulean 334 475
mCerulean3 433 475
mVenus 515 528
mTurquoise 435 477
T-Sapphire 399 511
citrine 516 529
amFP486 458 486
zFP506 492 506
zFP538 528 538
drFP 558 583
DsRed 558 583
mCherry 587 610
dTomato 554 581
mTFP1 462 492
TagRFP-T 555 584
mKQO2 551 565
mRuby 558 605
mKate 588 635
mAmetrine 406 526
REACh 515 528

Tabla 1: Proteinas fluorescentes y valores longitud de onda maximos de excitacion y emision.

Aunque es preferible usar una longitud de onda correspondiente al maximo de excitacién de la proteina
fluorescente, la invencién contempla la posibilidad de que la etapa (ii) se lleva a cabo usando longitudes de onda
distintas a las maximas de excitacion de la proteina fluorescente siempre que se consiga suficiente excitacion de
la proteina fluorescente. Asi, la etapa (ii) se lleva a cabo usando una longitud de onda que se encuentra en un
intervalo de +50 nm, +40 nm, +30 nm, 25 nm, 20 nm, 15 nm, #10 nm, +8 nm, #6 nm, 4 nm, +2 nm, 1 nm,
40,5 nm, £0,1 nm ¢ £0,01 nm con respecto al valor maximo de longitud de onda de excitacion.

Aunque es preferible que la deteccién en la etapa (ii) se lleve a cabo a una longitud de onda correspondiente al
maximo de emisién de la proteina fluorescente, la invencidn contempla la posibilidad de que la etapa (ii) se lleve
a cabo usando longitudes de onda distintas a las maximas de emision de la proteina fluorescente siempre que se
consiga suficiente deteccién de la emisién fluorescente. Asi, la etapa (ii) se lleva a cabo usando una longitud de
onda que se encuentra en un intervalo de +50 nm, £40 nm, +30 nm, £25 nm, £20 nm, +15 nm, £10 nm, 8 nm, 6
nm, +4 nm, £2 nm, +1 nm, 0,5 nm, 0,1 nm 6 +0,01 nm con respecto al valor maximo de longitud de onda de
emision.

En el caso particular de que la proteina fluorescente que forme parte de la proteina de fusion tenga varios
maximos de excitacion, la etapa (ii) puede llevarse a cabo usando cualquiera de las longitudes de onda de
excitacion. En el caso particular de que la proteina fluorescente comprende la secuencia de GFPuv (SEQ ID NO:
33), la longitud o longitudes de onda de excitacion se encuentran en el rango entre 373 nm y 433 nm y/o el rango
entre 440 nm y 500 nm, y preferiblemente la longitud de onda o longitudes de excitacion son aproximadamente
de 403 nm y/o 470 nm. Asimismo, la etapa (ii) se lleva a cabo mediante deteccion a una longitud de onda de
emisién que se encuentra en el rango entre 480 nm y 540 nm, y preferiblemente, la longitud de onda de emision
es aproximadamente de 510 nm.

La medida de la fluorescencia se puede efectuar por métodos bien conocidos en la técnica. Ejemplos no
limitativos de instrumentos adecuados para la deteccion de fluorescencia incluyen espectrofluorémetros y
lectores de microplacas, microscopios de fluorescencia, escaneres de fluorescencia, incluyendo lectores de
microarrays y citdbmetros de flujo.
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Una vez que se ha detectado la fluorescencia emitida por la proteina de fusion en la célula, se puede determinar
la concentracion de Ca®* en la muestra mediante la deteccién de una variacién en la intensidad de la
fluorescencia con respecto a la intensidad de la fluorescencia en ausencia de ca®.

En una forma preferida de realizacién, cuando la proteina fluorescente que forme parte de la proteina de fusién
tenga varios maximos de excitacion, el método de la invencién contempla la posibilidad de excitar la muestra a
una longitud de onda correspondiente a otro maximo de excitacion. La excitaciéon a varias longitudes de onda
permite la deteccién de un numero correspondiente de picos de emisién, lo que permite determinar la cantidad
de Ca?" en una muestra en base al cociente de intensidades emitidas en respuesta a cada una de las longitudes
de onda de excitacion.

Asi, en el caso particular de que la proteina fluorescente que forme parte de la proteina de fusion sea GFPuyv, la
etapa (ii) se lleva a cabo mediante excitacion de la célula o poblacién celular a una primera longitud de onda de
excitacion que se encuentra en el rango entre 373 nm y 433 nm y a una segunda longitud de onda de excitacion
que se encuentra en el rango entre 440 nm y 500 nm. Alternativamente, la primera longitud de onda de
excitacion se encuentra en el rango entre 440 nm y 500 nm y la segunda longitud de onda de excitacion se
encuentra en el rango entre 373 nm y 433 nm. Preferiblemente, la primera longitud de onda de excitacion es
aproximadamente de 403 nm y la segunda longitud de onda de excitacion es aproximadamente de 470 nm, o
bien la primera longitud de onda de excitacion es aproximadamente de 470 nm y la segunda longitud de onda de
excitacion es aproximadamente de 403 nm.

Como entendera el experto en la materia, la concentracién de Ca®" en la muestra puede medirse
cuantitativamente utilizando este método. Para ello, se realiza una calibracion de la sefial de emision obtenida en
la etapa (i) a diferentes concentraciones de Ca®".

Métodos para la deteccion intracelular de Ca®" en una célula o poblacion celular

En otro aspecto la presente invencion se relaciona con un método, en adelante “tercer método de la invencion”,
para la deteccion intracelular de Ca®* en una célula o poblacion celular que comprende un polipéptido segtn el
primer aspecto de la invencion, en donde dicho método comprende

0] poner en contacto dicho polipéptido con un co-factor especifico del mismo, y

(ii) detectar la luminiscencia emitida por dicho polipéptido,

en donde una variacién en la intensidad de la luminiscencia emitida por la célula o poblacion celular con respecto
a un valor de referencia es indicativo de la presencia de Ca® en la célula o poblacién celular.

Células adecuadas para llevar a cabo el primer método de la invencidn, incluyen, sin limitacion, células de
mamiferos, plantas, insectos, de hongos y de bacterias. Células bacterianas incluyen, sin estar limitado, células
de bacterias Gram positivas tales como especies del género Bacillus, Streptomyces y Staphylococcus y células
de bacterias Gram negativas tales como células del género Escherichia y Pseudomonas. Células de hongos
incluyen, preferiblemente, células de levaduras tales como Saccharomyces, Pichia pastoris y Hansenula
polymorpha. Células de insectos incluyen, sin limitacién, células de Drosophila y células Sf9. Células de plantas
incluyen, entre otros, células de plantas de cultivos tales como cereales, plantas medicinales, ornamentales o de
bulbos. Células de mamiferos adecuadas para en la presente invencion incluyen lineas celulares epiteliales
(porcinas, etc.), lineas celulares de osteosarcoma (humanas, etc.), lineas celulares de neuroblastoma (humanas,
etc.), carcinomas epiteliales (humanos, etc.), células gliales (murinas, etc.), lineas celulares hepaticas (de mono,
etc.), células CHO (Chinese Hamster Ovary), células COS, células BHK, células HelLa, 911, AT1080, A549, 293
0 PER.C6, células ECCs humana NTERA-2, células D3 de la linea de mESCs, células troncales embrionarias
humanas tales como HS293 y BGV01, SHEF1, SHEF2 y HS181, células NIH3T3, 293T, REH y MCF-7 y células
hMSCs.

Estas células se han modificado de forma que expresen la proteina de fusion. Para ello, las células se pueden
haber modificado genéticamente mediante la introduccién de un acido nucleico que codifique la proteina de
fusion. Métodos adecuados para la introduccion de material genético en la célula o células incluyen, sin
limitacion, precipitacion con fosfato de calcio, lipofecciébn, bombardeo de particulas, microinyeccion,
electroporacion, sistemas de dispersion coloidal (es decir, complejos de macromoléculas, nanocapsulas,
microesferas, perlas y sistemas a base de lipidos incluyendo emulsiones de aceite en agua, micelas, micelas
mixtas y liposomas). Estos métodos se entienden en la técnica y se describen en la bibliografia publicada de
manera que permita a un experto en la técnica realizar estos métodos.

Alternativamente, la célula se puede haber obtenido mediante la introduccion directa de la proteina de fusion bien
mediante microinyeccion o bien mediante modificacion de la proteina de fusién con una region polipeptidica que
permite la translocacion de dicho polipéptido a través de membranas biologicas. Estas secuencias son
conocidas de forma genérica como dominios de transduccién de proteina (Protein-transducing domains o PTDs).
PTDs adecuados para su uso en la presente incluyen, sin limitacion, polipéptidos que comprenden la region
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minima de la proteina TAT de HIV formada por la secuencia de aminoacidos RKKRRQRR (residuos 49-57 de
TAT) (SEQ ID NO: 52), variantes sintéticas de dicha secuencia tales como YARKARRQARR (SEQ ID NO: 53);
YARAARRAARR (SEQ ID NO: 54); YARAARRAARA (SEQ ID NO: 55); YARAAARQARA (SEQ ID NO: 56), la
proteina VP22 de HSV-1, polipéptidos que comprenden la secuencia RQIKIWFQNRRMKWKK (SEQ ID NO: 57),
derivada de la tercera hélice del homeodominio de la proteina Antennapedia, homeodominios derivados de las
proteinas Fushi tarazu (Ftz) y Engrailed (En), polilisina, poliarginina (por ejemplo, Arg9), secuencias formadas por
lisina y arginina, Transportan, MAP, MTS, o PEP-1.

En una primera etapa, el tercer método de la invencién comprende poner en contacto dicho polipéptido con un
co-factor especifico del mismo. En una segunda etapa, el tercer método de la invencion comprende detectar la
luminiscencia emitida por dicho polipéptido. Los términos “polipéptido”, “co-factor especifico” y “luminiscencia”
han sido descritos en detalle en el contexto del primer método de la invencién y se usan de la misma manera en
el tercer método de la invencion.

Una vez se ha detectado la luminiscencia emitida por dicho polipéptido, se puede determinar la concentracion de
Ca’" en la célula o poblacion celular mediante comparacion con una sefial de referencia.

Como entendera el experto en la materia, la concentracién de Ca** en una célula o poblacion celular que
comprende el polipéptido puede medirse cuantitativamente utilizando este método. Para eIIo se realiza una
calibracion de la sefial de emision obtenida en la etapa (iii) a diferentes concentraciones de ca®'. Por ejemplo, se
puede calibrar una célula o poblacién celular que comprenda la proteina de fusién permeablllzando primero la
membrana celular e incubando a contmuauon la célula o poblacion celular en un medio externo que contiene
diferentes concentraciones de Ca®" libre. Las diferentes sefiales de emisién de luminiscencia obtenidas se
corresponden con las diferentes concentraciones de Ca®" libre. La permeabilizacion de la membrana se puede
llevar a cabo mediante incubacién en medios de cultivo de permeabilizacion bien conocidos en la técnica. Un
ejemplo no limitativo de medios de cultivo de permeabilizacién celular es un medio del cual hayan sido
previamente eliminados los cationes divalentes contaminantes, que contiene 60 pM digitonina, 10 uM nigericina,
20 uyM monensina, 10 pM 4- BrA23187 1 UM gramicidina y 2 yM CCCP. Los medios de cultivo que contienen
diferentes concentraciones de Ca®* pueden obtenerse, por ejemplo, mediante la adicidn de diferentes
combinaciones de 0.43 M HEEDTA y 0.1M CacCl,, de manera que las concentraciones finales de ca” libre estén
entre 1 y 100 pM. Una vez calibrada la célula o poblacion celular que comprende la proteina de fusién, la
aplicacién del primer método de la invencion permitird correlacionar la sefial de emision obtenida en la etapa (ii)
con una concentracion de Ca?" libre.

Como entendera el experto en la materia, la célula o poblacién celular del método puede ser una muestra
tomada de un animal, preferiblemente un mamifero. Por tanto, en otra realizacién particular, la célula o poblacién
celular comprende una biopsia 0 un cultivo celular de las células que componen la misma. Las biopsias son
pequefias piezas de tejido y pueden ser frescas, congeladas o fijadas, como, por ejemplo, en formalina y
embebidas en parafina (FFPE). Las biopsias, por ejemplo, se pueden extirpar quirirgicamente la extraccion por
hipodérmicas o de otros tipos de agujas, por mlcrodlseCC|on 0 por captura con laser. La muestra debe
comprender la proteina de fusion para detectar ca® segun el método de la invencion.

En otra realizacion particular, la deteccién de Ca”" se realiza in vitro o ex vivo.

En otra realizacion particular, las células o poblacién celular expresan el polipéptido en un compartimento
intracelular u organulo especifico y la deteccién de Ca® se realiza en dicho compartimento intracelular u
organulo especifico. Las particularidades del péptido de localizacion han sido analizadas previamente en relacién
con el polipéptido de la invencién. En una realizacion preferida, el polipéptido se localiza en un compartimento
intracelular u organulo especifico, preferiblemente en el reticulo endoplasmico o sarcoplasmico.

En una forma preferida de realizacion, el polipéptido de la invencion comprende la secuencia sefial de
calreticulina en el extremo N-terminal, y la secuencia de retencion KDEL (SEQ ID NO: 27) en el extremo C-
terminal. En otra forma de realizacion, el polipéptido ha perdido la secuencia sefial tras ser traslocado al reticulo
endopldsmico y comprende la secuencia de retencion KDEL (SEQ ID NO: 27) en el extremo C-terminal.

En otra forma de preferida de realizacion, la invencion se refiere a un polipéptido que comprende el péptido sefial
de Igy2b, los dominios VDJ y CH1 de la cadena pesada de la inmunoglobulina Igy2b en el extremo N-terminal.
En otra forma de realizacion, el polipéptido ha perdido la secuencia sefial tras ser traslocado al reticulo
endoplasmico y comprende los dominios VDJ y CH1 de la cadena pesada de la inmunoglobulina Igy2b en el
extremo N-terminal.

El experto en la materia entendera que el primer método de la invencién posibilita la deteccién simultanea de
ca® en dos o mas localizaciones intracelulares diferentes. Para ello, se pueden utilizar células o poblaciones
celulares que ademas comprendan un segundo sensor de calcio. Dicho segundo sensor de calcio debe estar
dirigido, mediante un péptido sefial de localizacion, a un compartimento intracelular u organulo diferente al cual
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esta dirigida la proteina de fusion. Ejemplos no limitativos de sensores de calcio apropiados incluyen Fura-2 y
sensores del tipo camaledn y derivados del mismo. De manera preferida, el segundo sensor de calcio es Fura-2.

La “sefial de referencia” o “valor de referencia” se refiere a la sefial de emisidon obtenida en la etapa (ii) tras la
aplicacién del primer método de la invencién sobre una célula o poblacion celular que comprende la proteina de
fusién y que se encuentra en estado basal o en un medio sustancialmente libre de ca”®. Una vez gue se ha
establecido el valor o sefial de referencia, el valor de la sefial de emision obtenido en la etapa (i) puede
compararse con este valor de referencia, permitiendo, por tanto, la deteccién de alteraciones en los niveles
respecto al valor de referencia. Esto puede resultar en un aumento o en una disminucién de la intensidad de
luminiscencia emitida por el polipéptido.

En otro aspecto, la presente |nvenC|on se relaciona con un método, en adelante “cuarto método de la invencién”,
para la deteccion intracelular de Ca®* en una célula o poblacién celular que comprende una proteina de fu5|on
segun el segundo aspecto de la invencion, en donde dicho método comprende
(@) detectar la luminiscencia emitida por dicho primer polipéptido en respuesta a la puesta en
contacto dicha proteina de fusién con un co-factor especifico para dicho primer polipéptido,
o alternativamente
(b) detectar la fluorescencia emitida por dicho segundo polipéptido en respuesta a la excitacion
de la célula o poblacion celular a una longitud de onda correspondiente a la longitud de onda
de excitacion de dicho segundo polipéptido

en donde una variacion en la intensidad de la luminiscencia o fluorescencia emltlda por la célula o poblacion
celular con respecto a un valor de referencia es indicativo de la presencia de Cca” en la célula o poblacion
celular.

Como el experto en la materia entenderd, una proteina de fusién segun el segundo aspecto de la i |nvenC|on , que
comprende un primer polipéptido que comprende una variante de apoacuorina con baja aflnldad por Ca?", un
segundo polipéptido fluorescente y un péptido enlazador puede ser empleada como sensor de ca* p05|b|I|tando
la deteccion de Ca”* mediante deteccién de luminiscencia, mediada por el primer pollpeptldo, o0 mediante
deteccién de fluorescencia, mediada por el segundo polipéptido fluorescente.

El método para la deteccion intracelular de Ca®* en una célula o poblacion celular que comprende una proteina
de fusién segin el segundo aspecto de la invencién, en donde dicho método comprende (a) detectar la
luminiscencia emitida por dicho primer polipéptido en respuesta a la puesta en contacto dicha proteina de fusion
con un co-factor especifico para dicho primer polipéptido, ha sido descrito en detalle en el contexto del tercer
método de la invencion, con la salvedad de la proteina empleada para la deteccion, y se usa de la misma manera
en el cuarto método de la invencion.

Alternativamente, el método para la deteccion intracelular de ca”" en una célula o poblacion celular que
comprende una proteina de fusién segun el segundo aspecto de la invencién puede ser llevado a cabo mediante
un método comprende (b) detectar la fluorescencia emitida por dicho segundo polipéptido en respuesta a la
excitacion de la célula o poblacion celular a una longitud de onda correspondiente a la longitud de onda de
excitacion de dicho segundo polipéptido.

El experto en la materia apreciara que tanto la longitud de onda de excitacién que se tiene que usar para excitar
la proteina de fusion como la longitud de onda a la que se debe efectuar la deteccién dependera de las
propiedades del segundo polipéptido fluorescente que forme parte de la proteina de fusién. Dado que la proteina
de fusion se excita a la longitud de onda adecuada para la excitacion del polipéptido fluorescente y aue no es
necesario que tenga lugar fenémenos de CRET o FRET para detectar el efecto de la union de ca? sobre las
propiedades fluorescentes del polipéptido fluorescente, la longitud de onda de excitacion corresponde a una
longitud de onda proxima al maximo de excitacion del polipéptido fluorescente. Ejemplos de proteinas
fluorescentes que pueden que se pueden usar en el método de la invencion y de las longitudes de onda de
excitacion y emision adecuadas para cada una de ellas se encuentran recogidas en la Tabla 1.

Aunque es preferible usar una longitud de onda correspondiente al maximo de excitacion de la proteina
fluorescente, la invencién contempla la posibilidad de que se usen longitudes de onda distintas a las maximas de
excitacion de la proteina fluorescente siempre que se consiga suficiente excitacion de la proteina fluorescente.
Asi, se puede usar una longitud de onda que se encuentra en un intervalo de +50 nm, +40 nm, £30 nm, 25 nm,
+20 nm, +15 nm, £10 nm, +8 nm, £6 nm, +4 nm, #2 nm, +1 nm, +0,5 nm, +0,1 nm 6 +0,01 nm con respecto al
valor maximo de longitud de onda de excitacion.

Aunque es preferible que la deteccion se lleve a cabo a una longitud de onda correspondiente al maximo de
emision de la proteina fluorescente, la invencion contempla la posibilidad de que se lleve a cabo usando
longitudes de onda distintas a las maximas de emisidn de la proteina fluorescente siempre que se consiga
suficiente deteccion de la emision fluorescente. Asi, la la deteccion de fluorescencia se lleva a cabo usando una
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longitud de onda que se encuentra en un intervalo de £50 nm, £40 nm, £30 nm, 25 nm, £20 nm, 15 nm, +10
nm, £8 nm, £6 nm, +4 nm, +2 nm, £1 nm, £0,5 nm, £0,1 nm 6 £0,01 nm con respecto al valor maximo de longitud
de onda de emision.

En el caso particular de que la proteina fluorescente que forme parte de la proteina de fusion tenga varios
maximos de excitacion, la deteccion de fluorescencia puede llevarse a cabo usando cualquiera de las longitudes
de onda de excitacién. En el caso particular de que la proteina fluorescente comprende la secuencia de GFPuv
(SEQ ID NO: 33), la longitud o longitudes de onda de excitacion se encuentran en el rango entre 373 nm y 433
nm y/o el rango entre 440 nm y 500 nm, y preferiblemente la longitud de onda o longitudes de excitaciéon son
aproximadamente de 403 nm y/o 470 nm. Asimismo, la deteccion de fluorescencia se lleva a cabo mediante
deteccion a una longitud de onda de emision que se encuentra en el rango entre 480 nm y 540 nm, y
preferiblemente, la longitud de onda de emision es aproximadamente de 510 nm.

La medida de la fluorescencia se puede efectuar por métodos bien conocidos en la técnica. Ejemplos no
limitativos de instrumentos adecuados para la deteccion de fluorescencia incluyen espectrofluorémetros y
lectores de microplacas, microscopios de fluorescencia, escaneres de fluorescencia, incluyendo lectores de
microarrays y citbmetros de flujo.

Una vez que se ha detectado la fluorescencia emitida por la proteina de fusion en la célula, se puede determinar
la concentracion de Ca®* en la célula o poblacién celular mediante comparacién con una sefial de referencia.

En una forma preferida de realizacion, cuando la proteina fluorescente que forme parte de la proteina de fusion
tenga varios maximos de excitacion, el método de la invencién contempla la posibilidad de excitar la célula o
poblacién celular a una longitud de onda correspondiente a otro maximo de excitacion. La excitacion a varias
longitudes de onda permite Ia deteccién de un nimero correspondiente de picos de emision, lo que permite
determinar la cantidad de Ca*" en una muestra en base al cociente de intensidades emitidas en respuesta a cada
una de las longitudes de onda de excitacion.

Asi, en el caso particular de que la proteina fluorescente que forme parte de la proteina de fusién sea GFPuv, la
deteccién de fluorescencia se lleva a cabo mediante excitacion de la célula o poblacién celular a una primera
longitud de onda de excitacion que se encuentra en el rango entre 373 nm y 433 nm y a una segunda longitud de
onda de excitacion que se encuentra en el rango entre 440 nm y 500 nm. Alternativamente, la primera longitud
de onda de excitacion se encuentra en el rango entre 440 nm y 500 nm y la segunda longitud de onda de
excitacion se encuentra en el rango entre 373 nm y 433 nm. Preferiblemente, la primera longitud de onda de
excitacion es aproximadamente de 403 nm y la segunda longitud de onda de excitacion es aproximadamente de
470 nm, o bien la primera longitud de onda de excitacién es aproximadamente de 470 nm y la segunda longitud
de onda de excitacién es aproximadamente de 403 nm.

Como entendera el experto en la materia, la concentracién de ca® en una célula o poblacién celular que
comprende la proteina de fusién puede medirse cuantitativamente utilizando este método. Para ello, se realiza
una calibracion de la sefial de emision obtenida mediante la deteccion de fluorescencia a diferentes
concentraciones de Ca®*. Por ejemplo, se puede calibrar una célula o poblacion celular que comprenda la
proteina de fusion permeabilizando primero la membrana celular e incubando a contmuamon la célula o
poblacion celular en un medio externo que contiene diferentes concentraciones de ca? libre. Las dlferentes
sefiales de emisién de fluorescencia obtenidas se corresponden con las diferentes concentraciones de ca? libre.
La permeabilizacion de la membrana se puede llevar a cabo mediante incubacion en medios de cultivo de
permeabilizacion bien conocidos en la técnica. Un ejemplo no limitativo de medios de cultivo de permeabilizacion
celular es un medio del cual hayan sido previamente eliminados los cationes divalentes contaminantes, que
contiene 60 puM digitonina, 10 yM nigericina, 20 yM monensina, 10 yM 4- BrA23187 1 uM gramicidina y 2 yM
CCCP. Los medios de cultivo que contienen diferentes concentraciones de ca’ " pueden obtenerse, por ejemplo,
mediante la adicion de dlferentes combinaciones de 0.43 M HEEDTA y 0.1M CaCl;, de manera que las
concentraciones finales de Ca®" libre estén entre 1 y 100 pM. Una vez calibrada la célula o poblacién celular que
comprende la proteina de fusién, la aplicacion del primer metodo de la invencién permitira correlacionar la sefal
de emisién obtenida en la etapa (ii) con una concentracion de ca”' libre.

Como entendera el experto en la materia, la célula o poblacion celular del método puede ser una muestra
tomada de un animal, preferiblemente un mamifero. El término “muestra”, segun se usa en la presente invencion,
se refiere a una pequefia parte de un sujeto, representante de la totalidad de un d6rgano o tejido, y puede estar
constituida por una biopsia o cultivo celular de las células que componen la misma. Por tanto, en otra realizacion
particular, la célula o poblacion celular comprende una biopsia o un cultivo celular de las células que componen
la misma. Las biopsias son pequefias piezas de tejido y pueden ser frescas, congeladas o fijadas, como, por
ejemplo, en formalina y embebidas en parafina (FFPE). Las biopsias, por ejemplo, se pueden extirpar
quirargicamente la extraccion por hipodérmicas o de otros tipos de agulas  por microdiseccién o por captura con
laser. La muestra debe comprender la proteina de fusion para detectar ca* segun el método de la invencién.

25



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2452 485 Al

En otra realizacion particular, la deteccion de Ca?" se realiza in vitro o ex vivo.

En otra realizacién particular, las células o poblacion celular ’ expresan la proteina de fusién en un compartimento
intracelular u organulo especifico y la deteccién de Cca* se realiza en dicho compartimento intracelular u
organulo especifico. Las particularidades del péptido de localizacién han sido analizadas previamente en relacion
con la proteina de fusién de la invencion. En una realizacion preferida, la proteina de fusion se localiza en el
reticulo endoplasmico o sarcoplasmico.

En una forma preferida de realizacion, la proteina de fusién comprende, desde el extremo N-terminal al extremo
C-terminal, la secuencia sefial de calreticulina, el polipéptido de la invencién, GFPuv (SEQ ID NO: 33) y la
secuencia de retencion KDEL (SEQ ID NO: 27). En otra forma de realizacion, la proteina de fusion ha perdido la
secuencia sefial tras ser traslocada al reticulo endoplasmico y comprende, desde el extremo N-terminal al
extremo C-terminal, el polipéptido de la invencidn, el enlazador de secuencia SEQ ID NO: 42, GFPuv (SEQ ID
NO: 33) y la secuencia de retencién KDEL (SEQ ID NO: 27).

En otra forma de preferida de realizacion, la invencion se refiere a una proteina de fusién comprende, desde el
extremo N-terminal al extremo C-terminal, el péptido sefial de Igy2b, los dominios VDJ y CH1 de la cadena
pesada de la inmunoglobulina Igy2b, el polipéptido de la invencion, el enlazador de secuencia SEQ ID NO: 42,
GFPuv (SEQ ID NO: 33). En otra forma de realizacion, la proteina de fusién ha perdido la secuencia sefal tras
ser traslocada al reticulo endoplasmico y comprende, desde el extremo N-terminal al extremo C-terminal, los
dominios VDJ y CH1 de la cadena pesada de la inmunoglobulina Igy2b, el polipéptido de la invencion, el
enlazador de secuencia SEQ ID NO: 42, GFPuv (SEQ ID NO: 33).

El experto en la materia entendera que el cuarto método de la invencion posibilita la deteccion simultanea de
Ca®" en dos o mas localizaciones intracelulares diferentes. Para ello, se pueden utilizar células o poblaciones
celulares que ademas comprendan un segundo sensor de calcio. Dicho segundo sensor de calcio debe estar
dirigido, mediante un péptido sefial de localizacion, a un compartimento intracelular u organulo diferente al cual
esta dirigida la proteina de fusion. Ejemplos no limitativos de sensores de calcio apropiados incluyen Fura-2 y
sensores del tipo camaledn y derivados del mismo. De manera preferida, el segundo sensor de calcio es Fura-2.

La “sefial de referencia” o “valor de referencia” se refiere a la sefial de emision obtenida en la etapa (ii) tras la
aplicacion del cuarto método de la invencion sobre una célula o poblacién celular que comprende la proteina de
fusién y que se encuentra en estado basal o en un medio sustancialmente libre de ca®'. Una vez gue se ha
establecido el valor o sefial de referencia, el valor de la sefial de emisidon obtenido puede compararse con este
valor de referencia, permitiendo, por tanto, la deteccion de alteraciones en los niveles respecto al valor de
referencia. Dependlendo de la combinacion del primer polipéptido y del segundo polipéptido fluorescente, la
unién de Ca** al primer polipéptido puede resultar en un aumento o en una disminucién de la intensidad de
fluorescencia emitida por el segundo polipéptido fluorescente.

Métodos para la deteccion de variaciones en la concentracién de Ca®' intracelular en una célula o poblacion
celular

En otro aspecto, la presente invencion se relaciona con un metodo en adelante “quinto método de la invencion”,
para la deteccion de variaciones en la concentracién de Ca* intracelular en una célula o poblacién celular a Io
largo del tiempo que comprende

(i) proporcionar una célula o poblacién celular en donde dicha célula o células comprenden el polipéptido

de la invencién,

(i) poner en contacto dicho polipéptido con un co-factor especifico del mismo,

(iii) determinar a un primer tiempo la luminiscencia emitida por la célula o poblacién celular, y

(iv) determinar a un segundo tiempo la luminiscencia emitida por la célula o poblacién celular
en donde una variacion en la intensidad de la sefial emitida en (iv) con respecto a la intensidad de la sefial
emitida en (iii) es indicativo de una variacién en la concentracion de Ca® enla célula o poblacién celular.

En una primera etapa, el sexto método de la invencion comprende proporcionar una célula o poblacion celular en
donde dicha célula o células comprenden el polipéptido de acuerdo a la invencion.

En una segunda etapa, el quinto método de la invenciébn comprende poner en contacto dicho polipéptido con un
co-factor especifico del mismo.

” o« » o«

Las expresiones “célula”, “poblacién celular”, “polipéptido” y “co-factor especifico” se han descrito en detalle en el
contexto de los pollpeptldos de la invencidén y se usan de la misma manera en los métodos de la invencion.

En otra realizacion particular, las células o poblacion celular expresan el polipéptido en un compartimento
intracelular u organulo especifico y la deteccion de ca® se realiza en dicho compartimento intracelular u
organulo especifico. Las particularidades del péptido de localizaciéon han sido analizadas previamente en relacion
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con el polipéptido de la invencion. En una realizacion preferida, el polipéptido se localiza en el reticulo
endoplasmico o sarcoplasmico.

En una forma preferida de realizacion, el polipéptido comprende, desde el extremo N-terminal al extremo C-
terminal, la secuencia sefial de calreticulina, el polipéptido de la invencién y la secuencia de retencion KDEL
(SEQ ID NO: 27). En otra forma de realizacién, la proteina de fusién ha perdido la secuencia sefial tras ser
traslocado al reticulo endoplasmico y comprende, desde el extremo N-terminal al extremo C-terminal, el
polipéptido de la invencién y la secuencia de retencién KDEL (SEQ ID NO: 27).

En otra forma de preferida de realizacion, el polipéptido comprende, desde el extremo N-terminal al extremo C-
terminal, el péptido sefial de Igy2b, los dominios VDJ y CH1 de la cadena pesada de la inmunoglobulina Igy2b y
el polipéptido de la invencién. En otra forma de realizacion, el polipéptido ha perdido la secuencia sefial tras ser
traslocado al reticulo endoplasmico y comprende, desde el extremo N-terminal al extremo C-terminal, los
dominios VDJ y CH1 de la cadena pesada de la inmunoglobulina Igy2b y el polipéptido de la invencion.

En una tercera etapa (iii), el quinto método de la invencion comprende determinar a un primer tiempo la
luminiscencia emitida por la célula o poblacion celular a una longitud de onda correspondiente a la longitud de
onda de emision de dicho polipéptido.

En una cuarta etapa (iv), el quinto método de la invencion comprende determinar a un segundo tiempo la
luminiscencia emitida por la célula o poblacién celular a una longitud de onda correspondiente a la longitud de
onda de emision de dicho polipéptido.

Una vez determinada la intensidad de Iumlnlscenma a dichos primer y segundo tiempo, se determina la
existencia de una variacion en la concentracion de Ca®* en la célula o poblacién celular entre dicho primer tiempo
y dicho segundo tiempo cuando se observa una variacion detectable en la intensidad de la sefial emitida en la
etapa (iv) con respecto a la intensidad de la sefial emitida en la etapa (iii).

El término “alteracién en la intensidad de la sefial emitida”, segun se usa en el quinto método de la invencién, se
refiere a una variacién en la intensidad de la luminiscencia emitida por el polipéptido. Dicha variacién en la
intensidad se detecta como una variacion en las unidades de luminiscencia a un segundo tiempo con respecto
del primer tiempo. Puesto que la intensidad de la sefial emitida esta relacionada con la concentracion de ca*
intracelular, resultara evidente para el experto en la materla qgue las variaciones en la sefial emitida se
correlacionan con variaciones en la concentracion de Ca®" intracelular. Se entiende por variacion en la intensidad
de la sefal un cambio de al menos un 5%, al menos un 10%, al menos un 20%, al menos un 30%, al menos un
40%, al menos un 50%, al menos un 60%, al menos un 70%, al menos un 80%, al menos un 90%, al menos un
100% o mas en la intensidad de emision en el segundo tiempo con respecto al primer tiempo. Dependiendo de la
combinacién del primer polipéptido y del segundo polipéptido fluorescente en la proteina de fusion, el cambio en
la concentracion de calcio intracelular puede dar lugar a una variacion en la intensidad de la sefial emitida en el
mismo sentido (un aumento en la concentramon de Ca® intracelular resulta en un aumento en la sefial emitida y
una disminucion en la concentracion de Ca®" intracelular resulta en una disminucion en la sefial emitida) o en
sentido opuesto (un aumento en la concentracion de Ca®" intracelular resulta en una disminucion en la sefal
emitida y una disminucion en la concentracion de Ca" intracelular resulta en un aumento en la sefial emitida).

La deteccién de variaciones en la concentracion de Ca®* intracelular en una célula o poblamon celular en
diferentes tiempos consecutivos permitira la deteccion de variaciones en la concentracion de ca”a tiempo real.

La medida de la luminiscencia se puede efectuar por métodos bien conocidos en la técnica. Ejemplos no
limitativos de instrumentos adecuados para la deteccién de luminiscencia incluyen luminémetros y lectores de
microplacas, camaras de CCD.

El experto apreciara que la longitud de onda a la que se debe efectuar la deteccion dependerda de las
propiedades del polipéptido. En el caso de la apoacuorina (SEQ ID NO: 1), dicha longitud de onda de emision es
A =469 nm. El experto en la materia podra facilmente determinar la longitud de onda correspondiente al méximo
de emision del polipéptido. Aunque es preferible que la deteccién en las etapas (iii) y (iv) se lleven a cabo a una
longitud de onda correspondiente al maximo de emision del polipéptido, la invenciéon contempla la posibilidad de
gue las etapas (iii) y (iv) se lleven a cabo usando longitudes de onda distintas a las maximas de emision del
polipéptido siempre que se consiga suficiente deteccién de la emision luminiscente. Asi, las etapas (iii) y (iv) se
llevan a cabo usando una longitud de onda que se encuentra en un intervalo de £50 nm, £40 nm, £30 nm, £25
nm, £20 nm, +15 nm, £10 nm, £8 nm, +6 nm, 4 nm, +2 nm, 1 nm, 0,5 nm, £0,1 nm 6 0,01 nm con respecto al
valor maximo de longitud de onda de emisién.

En el caso particular de que el polipéptido tenga un maximo de emision sustancialmente idéntico al de la
apoacuorina (SEQ ID NO: 1), A = 469 nm, la etapa (iii) se lleva a cabo mediante deteccién a una longitud de onda
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de emision que se encuentra en el rango entre 439 nm y 499 nm, y preferiblemente, la longitud de onda de
emision es aproximadamente de 469 nm.

La concentracion aumenta significativamente, segln se usa en la presente invencion, se refiere a aumentos de al
menos un 10%, al menos un 20%, al menos un 30%, al menos un 40%, al menos un 50%, al menos un 60%, al
menos un 70%, al menos un 80%, al menos un 90%, al menos 2 veces, al menos 3 veces, al menos 4 veces, al
menos 5 veces, al menos 6 veces, al menos 7 veces, al menos 8 veces, al menos 9 veces, al menos 10 veces, al
menos 100 veces, al menos 1000 veces 0 mas.

En otro aspecto, la presente invencion se relaciona con un método, en adelante “sexto método de la invencion”,
para la deteccion de variaciones en la concentracion de ca”" intracelular en una célula o poblacion celular a lo
largo del tiempo que comprende
(i) proporcionar una célula o poblacién celular en donde dicha célula o células comprenden una proteina de
fusién que comprende un primer polipéptido y un segundo polipéptido segln cualquiera de las
reivindicaciones 12 a 20,
(ii,a) determinar a un primer tiempo la luminiscencia emitida por la célula o poblacion celular en respuesta
a la puesta en contacto dicha proteina de fusion con un co-factor especifico para dicho primer
polipéptido, y
(i.ka) determinar a un segundo tiempo la luminiscencia emitida por la célula o poblacion celular en
respuesta a la puesta en contacto dicha proteina de fusiébn con un co-factor especifico para dicho
primer polipéptido,

o alternativamente
(ii.b) determinar a un primer tiempo la fluorescencia emitida por la célula o poblacion celular en respuesta
a una excitacion de dicha célula o poblacion a una longitud de onda correspondiente a la longitud de
onda de excitacion de dicho segundo polipéptido y
(iii.b) determinar a un segundo tiempo la fluorescencia emitida por la célula o poblacion celular en
respuesta a una excitacion de dicha célula o poblacion a una longitud de onda correspondiente a la
longitud de onda de excitacion de dicho segundo polipéptido

en donde una variacion en la intensidad de la sefial emitida en (iii.a) con respecto a la intensidad de la sefal
emitida en (ii.a) o una variacion en la intensidad de la sefial emitida en (iii.b) con respecto a la intensidad de la
sefial emitida en (ii.b) es indicativo de una variacion en la concentracion de Ca® en la célula o poblacién celular.

En una primera etapa, el sexto método de la invencién comprende proporcionar una célula o poblacion celular en
donde dicha célula o células comprenden una proteina de fusion de acuerdo a la invencion.

Las expresiones “célula”’, “poblacién celular”’, y “proteina de fusién” se han descrito en detalle en el contexto de
las proteinas de fusion de la invencidn y se usan de la misma manera en los métodos de la invencion.

En una realizacion particular, las células o poblacion celular expresan la proteina de fusién en un compartimento
intracelular u organulo especifico y la deteccién de ca” se realiza en dicho compartimento intracelular u
organulo especifico. Las particularidades del péptido de localizacion han sido analizadas previamente en relacion
con la proteina de fusion de la invencion. En una realizacion preferida, la proteina de fusion se localiza en el
reticulo endoplasmico o sarcoplasmico.

En una forma preferida de realizacion, la proteina de fusién comprende, desde el extremo N-terminal al extremo
C-terminal, la secuencia sefial de calreticulina, el polipéptido de la invencion, GFPuv (SEQ ID NO: 33) y la
secuencia de retencion KDEL (SEQ ID NO: 27). En otra forma de realizacion, la proteina de fusion ha perdido la
secuencia sefial tras ser traslocada al reticulo endoplasmico y comprende, desde el extremo N-terminal al
extremo C-terminal, el polipéptido de la invencidn, el enlazador de secuencia SEQ ID NO: 42, GFPuv (SEQ ID
NO: 33) y la secuencia de retencion KDEL (SEQ ID NO: 27).

En otra forma de preferida de realizacion, la invencion se refiere a una proteina de fusion comprende, desde el
extremo N-terminal al extremo C-terminal, el péptido sefial de Igy2b, los dominios VDJ y CH1 de la cadena
pesada de la inmunoglobulina Igy2b, el polipéptido de la invencién, el enlazador de secuencia SEQ ID NO: 42,
GFPuv (SEQ ID NO: 33). En otra forma de realizacion, la proteina de fusién ha perdido la secuencia sefial tras
ser traslocada al reticulo endoplasmico y comprende, desde el extremo N-terminal al extremo C-terminal, los
dominios VDJ y CH1 de la cadena pesada de la inmunoglobulina Igy2b, el polipéptido de la invencion, el
enlazador de secuencia SEQ ID NO: 42, GFPuv (SEQ ID NO: 33).

En una segunda etapa (ii.a), el sexto método de la invencién comprende determinar a un primer tiempo la

luminiscencia emitida por la célula o poblacién celular en respuesta a la puesta en contacto dicha proteina de
fusion con un co-factor especifico para dicho primer polipéptido.
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En una tercera etapa (iii.a), el sexto método de la invencion comprende determinar a un segundo tiempo la
luminiscencia emitida por la célula o poblacién celular en respuesta a la puesta en contacto dicha proteina de
fusién con un co-factor especifico para dicho primer polipéptido.

Una vez determinada la intensidad de luminiscencia a dichos primer y segundo tiempo, se determina la
existencia de una variacién en la concentracion de Ca®* en la célula o poblacion celular entre dicho primer tiempo
y dicho segundo tiempo cuando se observa una variacién detectable en la intensidad de la sefial emitida en la
etapa (iii.a) con respecto a la intensidad de la sefial emitida en la etapa (ii.a).

La deteccién de variaciones en la concentracion de Ca®' intracelular en una célula o poblacién celular en
diferentes tiempos consecutivos permitird la deteccion de variaciones en la concentracion de ca® a tiempo real.

El experto apreciara que la longitud de onda a la que se debe efectuar la deteccion dependerda de las
propiedades del polipéptido. En el caso de la apoacuorina (SEQ ID NO: 1), dicha longitud de onda de emisién es
A =469 nm. El experto en la materia podra facilmente determinar la longitud de onda correspondiente al maximo
de emision del polipéptido. Aunque es preferible que la deteccién en las etapas (iii) y (iv) se lleven a cabo a una
longitud de onda correspondiente al maximo de emision del polipéptido, la invencién contempla la posibilidad de
gue las etapas (iii) y (iv) se lleven a cabo usando longitudes de onda distintas a las maximas de emision del
polipéptido siempre que se consiga suficiente deteccién de la emision luminiscente. Asi, las etapas (iii) y (iv) se
llevan a cabo usando una longitud de onda que se encuentra en un intervalo de +50 nm, +40 nm, +30 nm, +25
nm, +20 nm, £15 nm, +10 nm, £8 nm, +6 nm, 4 nm, £2 nm, +1 nm, +0,5 nm, £0,1 nm 6 +0,01 nm con respecto al
valor maximo de longitud de onda de emisién.

En el caso particular de que el polipéptido tenga un maximo de emision sustancialmente idéntico al de la
apoacuorina (SEQ ID NO: 1), A = 469 nm, la etapa (iii) se lleva a cabo mediante deteccion a una longitud de onda
de emision que se encuentra en el rango entre 439 nm y 499 nm, y preferiblemente, la longitud de onda de
emision es aproximadamente de 469 nm.

Alternativamente, en una segunda etapa (ii.b), el sexto método de la invencién comprende determinar a un
primer tiempo la fluorescencia emitida por la célula o poblacion celular en respuesta a una excitacién de dicha
célula o poblacion a una longitud de onda correspondiente a la longitud de onda de excitacion de dicho segundo
polipéptido fluorescente.

En una tercera etapa (iii.b), el sexto método de la invencion comprende determinar a un segundo tiempo la
fluorescencia emitida por la célula o poblacion celular en respuesta a una excitacion de dicha célula o poblacién
a una longitud de onda correspondiente a la longitud de onda de excitacion de dicho segundo polipéptido
fluorescente.

Una vez determinada la intensidad de fluorescencia a dichos primer y segundo tiempo, se determina la existencia
de una variacion en la concentracion de Ca®* en la célula o poblacién celular entre dicho primer tiempo y dicho
segundo tiempo cuando se observa una variacion detectable en la intensidad de la sefial emitida en la etapa
(iii.b) con respecto a la intensidad de la sefial emitida en la etapa (ii.b).

El experto apreciara que tanto longitud de onda de excitacién que se tiene que usar en las etapas (ii.b) y (iii.b)
para excitar la proteina de fusiébn como la longitud de onda a la que se debe efectuar la deteccién de la
fluorescencia en ambas etapas dependera de las propiedades del polipéptido fluorescente que forme parte de la
proteina de fusion. Dado que la proteina de fusion se excita a la longitud de onda adecuada para la excitacion del
polipéptido fluorescente g gue no es necesario que tenga lugar fenémenos de CRET o FRET para detectar el
efecto de la unién de Ca”" sobre las propiedades fluorescentes del polipéptido fluorescente, la longitud de onda
de excitacion que se usa en la etapa (ii.b) corresponde a una longitud de onda préxima al maximo de excitacion
del polipéptido fluorescente. Ejemplos de proteinas fluorescentes que pueden que se pueden usar en el método
de la invencion y de las longitudes de onda de excitacion y emision adecuadas para cada una de ellas se
encuentran recogidas en la Tabla 1.

En el caso particular de que la proteina fluorescente que forme parte de la proteina de fusion tenga varios
maximos de excitacion, las etapas (ii.b) y (iii.b) pueden llevarse a cabo usando cualquiera de las longitudes de
onda de excitacion. En el caso particular de que la proteina fluorescente comprende la secuencia de GFPuyv, la
longitud o longitudes de onda de excitacién se encuentran en el rango entre 373 nm y 433 nm y/o el rango entre
440 nm y 500 nm, y preferiblemente la longitud de onda o longitudes de excitacion son aproximadamente de 403
nm y/o 470 nm. Asimismo, las etapas (ii.b) y (iii.b) se llevan a cabo mediante deteccion a una longitud de onda de
emision que se encuentra en el rango entre 480 nm y 540 nm, y preferiblemente, la longitud de onda de emisién
es aproximadamente de 510 nm.

En una forma preferida de realizacion, cuando la proteina fluorescente que forme parte de la proteina de fusion
tenga varios maximos de excitacion, el método de la invencion contempla la posibilidad de excitar la célula o
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poblacién celular en las etapas (ii.b) y (iii.b) a varias longitudes de onda correspondientes a los maximos de
excitacion. La excitacion a varias longitudes de onda permite la deteccién de un namero correspondiente de
picos de emision, lo que permite determinar la variacion en la concentracién de ca* encélula o poblacién celular
en base al cociente de intensidades emitidas en respuesta a cada una de las longitudes de onda de excitacion.
Asi, se considera que existe un cambio en la concentracion de Ca®* en célula o poblacién celular cuando se
observa una variacion en el cociente de intensidades de fluorescencia en respuesta a la excitacion a la primera
longitud de onda y la segunda longitud de onda de al menos un 10%, un 20%, un 30%, un 40%, un 50%, un
60%, un 70%, un 80%, un 90%, un 100%, o de al menos 2 veces, 4 veces, 6 veces, 8 veces, 10 veces, 20 veces,
30 veces, 40 veces, 50 veces, 60 veces, 70 veces, 80 veces, 90 veces, 100 veces 0 mas.

Asi, en el caso particular de que la proteina fluorescente que forme parte de la proteina de fusion sea GFPuyv, la
etapa (ii.b) se lleva a cabo mediante excitacion de la célula o poblacién celular a una primera longitud de onda de
excitaciéon que se encuentra en el rango entre 373 nm y 433 nm y a una segunda longitud de onda de excitacién
que se encuentra en el rango entre 440 nm y 500 nm. Alternativamente, la primera longitud de onda de
excitacion se encuentra en el rango entre 440 nm y 500 nm y la segunda longitud de onda de excitacion se
encuentra en el rango entre 373 nm y 433 nm. Preferiblemente, la primera longitud de onda de excitacion es
aproximadamente de 403 nm y la segunda longitud de onda de excitacion es aproximadamente de 470 nm, o
bien la primera longitud de onda de excitacion es aproximadamente de 470 nm y la segunda longitud de onda de
excitacion es aproximadamente de 403 nm. Se considera que existe un aumento en la concentracion de Ca?*
cuando el cociente entre la intensidad de emision a 470 nm y la intensidad de emisién a 403 nm aumenta
significativamente, dado los cambios reC|procos que muestra la fluorescencia de GFPuv a 403 nm y 407 en
respuesta a cambios en la concentracién de Ca®* en el rango de concentraciones fisiolégicas. La concentracion
aumenta significativamente, segin se usa en la presente invencion, se refiere a aumentos de al menos un 10%,
al menos un 20%, al menos un 30%, al menos un 40%, al menos un 50%, al menos un 60%, al menos un 70%,
al menos un 80%, al menos un 90%, al menos 2 veces, al menos 3 veces, al menos 4 veces, al menos 5 veces,
al menos 6 veces, al menos 7 veces, al menos 8 veces, al menos 9 veces, al menos 10 veces, al menos 100
veces, al menos 1000 veces 0 mas.

La medida de la luminiscencia se puede efectuar por métodos bien conocidos en la técnica. Ejemplos no
limitativos de instrumentos adecuados para la deteccién de luminiscencia incluyen luminémetros, lectores de
microplacas y cdmaras de CCD. La medida de la fluorescencia se puede efectuar por métodos bien conocidos en
la técnica. Ejemplos no limitativos de instrumentos adecuados para la deteccion de fluorescencia incluyen
espectrofluorémetros y lectores de microplacas, microscopios de fluorescencia, escaneres de fluorescencia,
incluyendo lectores de microarrays y citometros de flujo.

El término “alteracion en la intensidad de la sefial emitida”, segin se usa en el sexto método de la invencion, se
refiere a una variacion en la intensidad de la luminiscencia emitida por el primer polipéptido de la proteina de
fusion, o alternativamente, a una variacion en la intensidad de la fluorescencia emitida por el segundo polipéptido
fluorescente de la proteina de fusién. Dicha variacion en la intensidad se detecta como una variaciéon en las
unidades de luminiscencia o de fluorescencia a un segundo tiempo con respecto del primer tiempo. Puesto que
la intensidad de la sefial emitida esta relacionada con la concentracion de Ca*" intracelular, resultara evidente
para el experto en Ia materia que las variaciones en la sefial emitida se correlacionan con variaciones en la
concentracion de Ca®" intracelular. Se entiende por variacion en la intensidad de la sefial un cambio de al menos
un 5%, al menos un 10%, al menos un 20%, al menos un 30%, al menos un 40%, al menos un 50%, al menos un
60%, al menos un 70%, al menos un 80%, al menos un 90%, al menos un 100% o mas en la intensidad de
emision en el segundo tiempo con respecto al primer tiempo. Dependiendo de la combinacién del primer
polipéptido y del segundo polipéptido fluorescente en la proteina de fusién, el cambio en la concentracion de
calcio intracelular puede dar lugar a una variacién en la intensidad de la sefial emitida en el mismo sentido (un
aumento en la concentramon de Ca®" intracelular resulta en un aumento en la sefial emitida y una disminucién en
la concentracién de Ca?" intracelular resulta en una disminucion en la sefial emitida) o en sentido opuesto (un
aumento en la concentracion de Ca intracelular resulta en una disminucion en la sefial emitida y una
disminucion en la concentracion de Ca®* intracelular resulta en un aumento en la sefial emitida).

La deteccién de variaciones en la concentracion de Ca®* intracelular en una célula o poblamon celular en
diferentes tiempos consecutivos permitira la deteccion de variaciones en la concentracion de ca” a tiempo real.
Métodos de identificacién de un compuesto con capacidad de modulacién de la concentracion de Ca**
intracelular en una célula o poblacidn celular

La posibilidad de determinar la concentracion de Ca®" en una célula o poblacion celular usando el polipéptido de
la invencion permite llevar a cabo determinaciones dindmicas de Ios nlveles de Ca” en la célula en presencia de
compuestos cuyo efecto sobre la concentracién intracelular de Ca?" se desea estudiar. Asi, en otro aspecto, la
invenciéon se reIaC|ona con un método de identificacién de compuestos con capacidad de modulacién de la
concentracion de Ca*" en una célula o poblacién celular, en adelante “séptimo método de la invencién”, que
comprende
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(i) poner en contacto un compuesto candidato con una célula o poblacién celular en donde dicha célula o
células comprenden el polipéptido de la invencién,

(ii) determinar la luminiscencia emitida por la célula o poblacion celular en respuesta a la puesta en
contacto dicho polipéptido con un co-factor especifico para dicho polipéptido,

en donde una alteracién en la intensidad de luminiscencia determinada en la etapa (ii) con respecto a la
intensidad de luminiscencia emitida en ausencia de dicho compuesto candidato es indicativo de que dicho
compuesto es capaz de modular la concentracion de ca®.

En una primera etapa, se pone en contacto un compuesto candidato con una célula o poblacién celular que
comprenden la proteina de fusion de la invencion, que comprende un primer polipéptido de la invencién y un
segundo polipéptido fluorescente.

Las expresiones “polipéptido” y “co-factor especifico” se han descrito en detalle en el contexto de los polipéptidos
de la invencion y del primer método de la invencion, y se usan de la misma manera en el séptimo método de la
invencion.

En una realizacion particular, las células o poblacion celular expresan el polipéptido en un compartimento
intracelular u organulo especifico y la deteccion de Ca*" se realiza en dicho compartimento intracelular u
organulo especifico. Las particularidades del péptido de localizacion han sido analizadas previamente en relacion
con el polipéptido de la invencion. En una realizacion preferida, el polipéptido se localiza en el reticulo
endopldsmico o sarcoplasmico.

En una forma preferida de realizacion, el polipéptido comprende, desde el extremo N-terminal al extremo C-
terminal, la secuencia sefial de calreticulina, el polipéptido de la invencién y la secuencia de retencion KDEL
(SEQ ID NO: 27). En otra forma de realizacion, la proteina de fusiéon ha perdido la secuencia sefial tras ser
traslocado al reticulo endoplasmico y comprende, desde el extremo N-terminal al extremo C-terminal, el
polipéptido de la invencién y la secuencia de retencion KDEL (SEQ ID NO: 27).

En otra forma de preferida de realizacion, el polipéptido comprende, desde el extremo N-terminal al extremo C-
terminal, el péptido sefial de Igy2b, los dominios VDJ y CH1 de la cadena pesada de la inmunoglobulina Igy2b y
el polipéptido de la invencion. En otra forma de realizacion, el polipéptido ha perdido la secuencia sefial tras ser
traslocado al reticulo endoplasmico y comprende, desde el extremo N-terminal al extremo C-terminal, los
dominios VDJ y CH1 de la cadena pesada de la inmunoglobulina Igy2b y el polipéptido de la invencion.

Por “poner en contacto” una célula con el compuesto candidato se incluye, segun la presente invencion,
cualquier posible forma de llevar el compuesto candidato hasta el interior de la célula. Asi, en caso de que el
compuesto candidato sea una molécula de bajo peso molecular, es suficiente con afiadir dicha molécula al medio
de cultivo. En caso de que el compuesto candidato sea una molécula de alto peso molecular (por ejemplo,
polimeros biolégicos tales como un acido nucleico o una proteina), es necesario aportar los medios para que esa
molécula pueda acceder al interior celular. En caso de que la molécula candidata sea un &cido nucleico, pueden
usarse métodos convencionales para transfeccion, segin se ha descrito anteriormente para la introduccion de la
construccion de ADN. En caso de que el compuesto candidato sea una proteina, la célula puede ponerse en
contacto tanto con la proteina directamente como con el &cido nucleico que la codifica acoplado a elementos que
permitan su transcripcion /traduccion una vez que se encuentren en el interior celular. Para ello, se pueden usar
cualquiera de los métodos mencionados anteriormente para permitir su entrada al interior celular.
Alternativamente, es posible poner en contacto la célula con una variante de la proteina que se desea estudiar
que ha sido modificada con un péptido que sea capaz de promover la translocacién de la proteina al interior
celular, tales como el péptido Tat derivado de la proteina TAT de HIV-1, la tercera hélice del homeodominio de la
proteina Antennapedia de D. melanogaster, la proteina VP22 del virus del herpes simplex y oligémeros de
arginina (Lindgren, A. et al., 2000, Trends Pharmacol. Sci, 21:99-103, Schwarze, S.R. et al. , 2000, Trends
Pharmacol. Sci., 21:45-48, Lundberg, M et al., 2003, Mol. Therapy 8:143-150 y Snyder, E.L. y Dowdy, S.F.,
2004, Pharm. Res. 21:389-393).

Compuestos adecuados para ser ensayados de acuerdo al tercer método de la invencion incluyen, sin limitacion,
a cualquier biblioteca de farmacos (small molecules) derivados de fuentes naturales y sintéticas, molécula
organica pequefia (excluyendo péptidos y acidos nucleicos), molécula inorganica pequefia, péptido, peptoide,
peptidomimético, polipéptido (por ejemplo, neurotransmisor, receptor), oligonucleétido (por ejemplo, siARN, ARN
antisentido, aptamero), gas y similares.

El compuesto que va someterse a ensayo preferiblemente no esté aislado sino que forma parte de una mezcla
mas o menos compleja derivada de una fuente natural o que forma parte de una biblioteca de compuestos.
Ejemplos de bibliotecas de compuestos que pueden someterse a ensayo segun el método de la presente
invencion incluyen, pero no se limitan a, bibliotecas de péptidos que incluyen tanto péptidos como analogos de
péptidos que comprenden D-aminoacidos o péptidos que comprenden enlaces no peptidicos, bibliotecas de
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acidos nucleicos que incluyen acidos nucleicos con enlaces de tipo fosfotioato no fosfodiéster o acidos
peptidonucleicos, bibliotecas de anticuerpos, de hidratos de carbono, de compuestos con un bajo peso
molecular, preferiblemente moléculas organicas, de peptidomiméticos y similares. En el caso de que se use una
biblioteca de compuestos organicos con un bajo peso molecular, la biblioteca puede haberse preseleccionado de
modo que contenga compuestos que pueden administrarse faciimente en la proximidad de las areas que
experimentan degeneraciéon. Los compuestos pueden seleccionarse asi basandose en ciertos parametros tales
como el tamafio, la lipofilicidad, la hidrofilicidad o la capacidad para formar enlaces de hidrégeno. Los
compuestos que van a someterse a ensayo pueden formar parte alternativamente de un extracto obtenido de
una fuente natural. La fuente natural puede ser una fuente animal, vegetal obtenida de cualquier medio,
incluyendo, pero sin limitarse a extractos de organismos de tierra, de aire, marinos y similares.

La puesta en contacto se lleva a cabo de forma que el compuesto pueda acceder al interior celular. En eI caso de
gue se desee identificar compuestos que sean capaces de modular de forma especifica la de ca” en un
determinado compartimento intracelular, la etapa (i) de puesta en contacto del compuesto candidato con la célula
0 poblacién celular se lleva a cabo usando células o una poblacién celular en la que la proteina de fusion se
exprese en dicho compartimento intracelular y en condiciones adecuadas para que dicho compuesto pueda
acceder a dicho compartimento.

En una segunda etapa, se determina la luminiscencia emitida por la célula o poblacién celular a una longitud de
onda correspondiente a la longitud de onda de emisién del polipéptido, en donde una alteracion en la intensidad
de luminiscencia con respecto a la intensidad de luminiscencia emitida en ausencia de dicho compuesto
candidato es indicativo de que dicho compuesto es capaz de modular la concentracién de ca*

En otro aspecto, la invencion se relamona con un método de identificacion de un compuesto con capacidad de
modulacién de la concentracién de Ca*" en una célula o poblacion celular, en adelante “octavo método de la
invencién”, que comprende
(i) poner en contacto un compuesto candidato con una célula o poblacion celular en donde dicha célula o
células comprenden la proteina de fusion de la invencién, que comprende un primer polipéptido de la
invencién y un segundo polipéptido fluorescente,
(ii) determinar la luminiscencia emitida por la célula o poblacién celular en respuesta a la puesta en
contacto dicha proteina de fusién con un co-factor especifico para dicho primer polipéptido,

o alternativamente
determinar la fluorescencia emitida por la célula o poblacion celular en respuesta a una excitacion de
dicha célula o poblacién a una longitud de onda correspondiente a la longitud de onda de excitacién
de dicho segundo polipéptido,

en donde una alteracion en la intensidad de luminiscencia o fluorescencia determinada en la etapa (ii) con
respecto a la intensidad de fluorescencia emitida en ausencia de dicho compuesto candidato es indicativo de que
dicho compuesto es capaz de modular la concentracion de ca®

En una primera etapa, se pone en contacto un compuesto candidato con una célula o poblacion celular que
comprenden la proteina de fusion de la invencion, que comprende un primer polipéptido de la invencion y un
segundo polipéptido fluorescente.

Las expresiones “proteina de fusidn”, “polipéptido” y “polipéptido fluorescente” se han descrito en detalle en el
contexto de las proteinas de fusion de la invencién y se usan de la misma manera en los métodos de la
invencién.

En una realizacion particular, las células o poblacién ceIuIar  expresan la proteina de fusién en un compartimento
intracelular u organulo especifico y la deteccién de Ca® se realiza en dicho compartimento intracelular u
organulo especifico. Las particularidades del péptido de localizacién han sido analizadas previamente en relacion
con la proteina de fusion de la invencion. En una realizacion preferida, la proteina de fusion se localiza en el
reticulo endoplasmico o sarcoplasmico.

En una forma preferida de realizacion, la proteina de fusién comprende, desde el extremo N-terminal al extremo
C-terminal, la secuencia sefial de calreticulina, el polipéptido de la invencion, GFPuv (SEQ ID NO: 33) y la
secuencia de retencion KDEL (SEQ ID NO: 27). En otra forma de realizacion, la proteina de fusion ha perdido la
secuencia sefial tras ser traslocada al reticulo endoplasmico y comprende, desde el extremo N-terminal al
extremo C-terminal, el polipéptido de la invencion, el enlazador de secuencia SEQ ID NO: 42, GFPuv (SEQ ID
NO: 33) y la secuencia de retencion KDEL (SEQ ID NO: 27).

En otra forma de preferida de realizacion, la invencion se refiere a una proteina de fusion comprende, desde el
extremo N-terminal al extremo C-terminal, el péptido sefial de Igy2b, los dominios VDJ y CH1 de la cadena
pesada de la inmunoglobulina Igy2b, el polipéptido de la invencion, el enlazador de secuencia SEQ ID NO: 42,
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GFPuv (SEQ ID NO: 33). En otra forma de realizacion, la proteina de fusién ha perdido la secuencia sefial tras
ser traslocada al reticulo endoplasmico y comprende, desde el extremo N-terminal al extremo C-terminal, los
dominios VDJ y CH1 de la cadena pesada de la inmunoglobulina Igy2b, el polipéptido de la invencién, el
enlazador de secuencia SEQ ID NO: 42, GFPuv (SEQ ID NO: 33).

En una forma preferida de realizacion, la célula o poblaciéon celular comprenden una proteina de fusiéon que
comprende, desde el extremo N-terminal al extremo C-terminal, el polipéptido de la invencién, el enlazador de
secuencia SEQ ID NO: 3, GFPuv (SEQ ID NO: 1) y la secuencia de retencién KDEL (SEQ ID NO: 48). En otra
forma preferida de realizacion, la célula o poblacién celular comprenden una proteina de fusién que comprende,
desde el extremo N-terminal al extremo C-terminal, los dominios VDJ y CH1 de la cadena pesada de la
inmunoglobulina Igy2b, el polipéptido de la invencion, el enlazador de secuencia SEQ ID NO: 3 y GFPuv (SEQ ID
NO: 1).

Los términos “poner en contacto una célula con el compuesto candidato” y compuesto candidato” se han descrito
en detalle en el contexto del séptimo método de la invencién y se usan de la misma manera en el octavo método
de la invencion.

En una segunda etapa, se determina la luminiscencia emitida por la célula o poblacion celular a una longitud de
onda correspondiente a la longitud de onda de emision del primer polipéptido, en donde una alteracion en la
intensidad de luminiscencia con respecto a la intensidad de luminiscencia emitida en ausencia de dicho
compuesto candidato es indicativo de que dicho compuesto es capaz de modular la concentracion de ca®.
Alternativamente, la fluorescencia emitida por la célula o poblacion celular en respuesta a una excitacion de
dicha célula o poblaciéon a una longitud de onda correspondiente a la longitud de onda de excitaciéon de dicho
segundo polipéptido fluorescente, en donde una alteracion en la intensidad de fluorescencia con respecto a la
intensidad de fluorescencia emitida en ausencia de dicho compuesto candidato es indicativo de que dicho
compuesto es capaz de modular la concentracion de Ca®".

La invencién se describe en detalle a continuacion por medio de los siguientes ejemplos, que han de
interpretarse como meramente ilustrativos y no limitativos del alcance de la invencion.

EJEMPLOS

Materiales y métodos

Mutagénesis
El ensayo de mutagénesis dirigida se realizdé con el kit QuickChange Il XL (Agilent Technologies, #200522-5)

sobre el plasmido que contenia el gen de GAP dirigido al RE mediante la fusion al gen de la cadena pesada de la
Ig-y-2b (pcDNA3.1g.GAPwt). Una vez obtenidas las mutaciones en el pldsmido eucariota, se procedi6 a
intercambiar para cada mutante el fragmento Xhol obtenido por digestion del vector pcDNA3 en el plasmido
receptor procariota pET28a.GAPwt, previamente digerido con Xhol. Este fragmento lleva una porcion de la GFP,
el péptido enlazante y todo el gen de la acuorina. Esto se realizé con técnicas basicas de biologia molecular.

Induccion y extraccion de GAP 2.2 en bacterias

Se transformd el plasmido pET28a.GAP1.2 en la cepa de Escherichia coli BL21. Se crecié un minicultivo en LB
con kanamicina 40 pg/ml durante 8h a 37 °C, 250 rpm; al dia siguiente se diluyé este cultivo 50 veces en 200 ml
de LB con 40 pg/ml kanamicina a 250 rpm y 37 °C, y se deja crecer 2 h aproximadamente, hasta que la ODeoo
esté entre 0,6 y 1. Se induce la produccion de la proteina afiadiendo entre 0,5 y 1 mM isopropil-B-D-1-
tiogalactopirandsido (IPTG), y agita el cultivo durante 6 h, 25 °C y 250 rpm. Para extraer la proteina se centrifuga
el cultivo de bacterias 10 min a 6000 x g y 4 °C, se elimina el sobrenadante y se afiade al precipitado un décimo
del volumen (respecto del cultivo bacteriano) de tampén de sonicacion (Tris pH 8,8 50 mM, NaCl 250 mM, EDTA
50 mM, DTT 2 mM). Se sonica durante 1 min con una potencia del 40 % con el sonicador Vibra cell 75115
(Biolock Scientific). Se centrifuga 5 min a 30000 x g, 4 °C para obtener la fraccion soluble y la fraccion insoluble
de las bacterias. En la fraccion soluble hay un porcentaje minoritario de GAP 2.2, que ademas es insensible a
Ca’*, asi que esta fraccion se descarta. En la fraccién insoluble esta la mayoria de la proteina GAP 2.2 en los
cuerpos de inclusion, de los que se extrae resuspendiendo el pellet en un volumen 1/25 (respecto del cultivo
bacteriano) con solucion de extraccion (Tris 50 mM, pH 8.8, Urea 8M, DTT 5 mM). Se deja agitando durante la
noche a 4 °C. La proteina se renaturaliza mediante una dialisis con una membrana SnakeSkin Pleaterd Dialysis
Tubing 3500 MWCO (Thermo Scientific, #68035) contra una solucion de renaturalizacién (Tris pH 8,8 50 mM,
CaCl; 1 mM); se dializa durante 24h. Al dia siguiente se centrifuga 5 min a 30.000 x g, a 4 °C la fraccion dializada
para eliminar los restos bacterianos, y se le aflade DTT 5 mM y EDTA 10 mM.

Andlisis de la sensibilidad a calcio de los mutantes
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En una placa de 96 pocillos (Nunclon Surface, 167008) se afiaden 200 pl de PBS y 1 pl de proteina (en el rango
de 3.5 ug para cada variante) con 3 concentraciones de calcio: 0 (con 100 uM EGTA), 1 mM y 100 puM. La
fluorescencia se midié en el lector de placas TECAN Genios Pro Basic WO FP (16129935), con filtros de 390 nm
y 485 nm para la excitacion, y 535 nm para la emisién. Se calculd el cociente entre las fluorescencias a cada
longitud de onda (Fass/Fago)caz+/(Fass/Fas)ecta para cada una de las dos concentraciones de calcio. Finalmente,
se dividio el cociente obtenido para CaCl, 1 mM entre el de CaCl, 100 pM.

Purificacion de GAP 2.2

El plasmido pET28a contiene en fase con la proteina GAP 2.2 un péptido de 6 histidinas. La proteina se purificd
con las bolas de Ni? " Sepharose High Performance (GE Healthcare, 17-5268-01). Las bolas se lavan tres veces
con agua y tres veces con tampon de unién (50 mM Tris pH 8,8, 300 mM NaCl, 10 mM imidazol). Se afiaden 200
pl de proteina GAP 2.2 extraida y tampoén de union en exceso. Se lava dos veces con tampon de unién, y dos
veces con tampon de lavado (50 mM Tris pH 8,8, 300 mM NaCl, 40 mM imidazol) que eluye las proteinas
adheridas con menos afinidad al Ni**. La proteina GAP 2.2 se eluyé con buffer de elucion (50 mM Tris pH 8,8,
300 mM NacCl, 100 mM imidazol).

Electroforesis en gel de poliacrilamida

En un gel de 12% poliacrilamida se cargan 8.5 pg de proteina extraida de la bacteria, y 8.5 pug de proteina
purificada con Ni**-Beads, junto con el marcador de peso molecular Precision Plus Protein All Blue Standars
(BioRads, #161-0373). Las proteinas se separan mediante electroforesis vertical a 180 V y 50 mA, y se
visualizan tras tefiir el gel con azul brillante de Coomassie R-250 durante 15 min, y destefiir con una solucion de
metanol 25% y acetona 10% (v/v).

Espectros de fluorescencia

El espectro de fluorescencia de excitacion y emision se realizd con el fluorimetro Fluorescence
Spectrophotometer 650-105 (HITACHI), con una lampara de xenon. En la cubeta se afiadié 1 ml de medio MOPS
20 mM, KCI 150 mM, MgCl, 1 mMy 8.5 ug de la proteina GAP 2.2. El espectro de excitacion se midi6é entre 380
nm y 500 nm, con la emision fijada a 520 nm. Para los espectros de emision se midié entre 480 nm y 600 nm,
fijando la excitacion a 405 nm.

Titulacion de la unién a Ca®* de GAP2.2 in vitro

Sobre una placa de 96 pocillos (Nunclon Surface, 167008), se afiade en cada pocillo 200 pl de medio MOPS 20
mM, KCI 150 mM, MgCl; 1 mM se afade 3. 5 ng GAP 2.2 (volumenes aproximados a 1 pl para cada extracto)
extraida de las bacterias, y EGTA 100uM (Ca 0), no adiciones (Ca nominal, 20 uM aproximadamente), 50 pM,
100 pM, 200 pM, 500 pM, 1 mM, 2 mM, 5 mM, 10 mM y 50 mM. Cada condicién se realiza por triplicado. La
fluorescencia se leyd en el lector de placas TECAN Genios Pro Basic WO FP (16129935), con filtros de 390 nm y
485 nm para la excitacion, y 535 nm para la emision.

Expresion en células de mamifero

La células HelLa (CCL-2) se mantuvieron en DMEM (Invitrogen) suplementado con 10% de suero fetal bovino,
2mM L-glutamina, 100 pg/ml estreptomicina, 100 U/ml penicilina. En los experimentos de imagen se sembraron
3x10” células en cubreobjetos de 12 mm tratados con poli-L-lisina y se transfectaron con 0.5ug de las distintas
construcciones en pcDNA3 mediante el uso de Lipofectamina 2000 (Invitrogen). La linea estable de HelLa que
expresaba GAP 2.2 se obtuvo por transfeccion con el plasmido pcDNA3-crGAP2.2 y los clones resistentes se
seleccionaron con 0.8 mg/ml de G-418. Durante el periodo de seleccion las células se sometieron a dos rondas
de citometria de flujo (cell sorting) para seleccionar las células mas fluorescentes. Estas células se amplificaron
(clon pool) y se seleccionaron 5 clones individuales estables procedentes de célula Unica por dilucién limitada. La
dosis de mantenimiento del antibidtico fue de 0.1 mg/ml G-418.

Medidas de la [Ca®']re en célula tnica

La fluorescencia de la GFP se registré en un microscopio invertido Nikon Diaphot con un objetivo 20X (Olimpus).
Las soluciones se aplicaron por perfusion continua a 2-3 ml/min. La fluorescencia de GAP se monitorizé a dos
longitudes de onda usando los filtros 403DF y 485DF controlados por una rueda de filtros y un espejo dicroico. La
luz emitida a partir de 520 nm se recogié usando una camara ISIS-M (Photonic Science). Las imagenes se
analizaron usando el procesador Applied Imaging Magical (Sunderland, Tyne and Wear, UK). El tratamiento de
las imagenes consistio en la substraccion del fondo (background) y el cociente entre las dos fluorescencias pixel
a pixel usando el programa Image J. En los experimentos en los que se comhind GAP con Fura-2, los filtros
utilizados fueron 340, 380 (para Fura-2) y 485 (para GuvA).

Resultados

El sensor de Ca?' generado por los inventores de la presente invencion, denominado GAP (GFP Aequorin
Protein), podria englobarse dentro del grupo de los pericanes, ya que consiste en una proteina de fusion formada
por la GFPuv (caracterizada por tener dos picos de excitacion a 405 nm y 470 nm) y la acuorina, unidas por un
péptido flexible que facilita la interaccién entre las dos proteinas. La sensibilidad al ca® la aporta la acuorina,
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que al unirse a este i6n, provoca un cambio de conformacion en el croméforo de la GFPuv, de manera que en
presencia de Ca " disminuye el pico de excitacién a 405 nm y aumenta el de 470 nm respecto a su espectro en
ausencia de Ca®". La afinidad de esta sonda por el ca” es muy alta (Kd = 10° M), de modo que es valida para eI
estudio de la homeosta5|s del Ca** en el citosol o la mitocondria, pero no organelas con alto contenido de ca*
como el RE, el complejo de Golgi o la vesicula de secrecion.

Diserio y andlisis de los mutantes de GAP

Con la intencién de generar un sensor fluorescente idéneo para medir el calcio en las organelas de alto
contenido de calcio, en primer lugar debe reducirse la afinidad de la protelna por el calcio. La proteina de partida
era GAP con la mutacién D119A Jaue ya tenia reducida su afinidad por ca®. El Asp 119 es un residuo esencial
para la coordinaciéon con el ca” en la segunda mano EF de la acuorina, y su sustitucion por Ala reduce la
afinidad del complejo acuorina-celenterazina unas 20 veces en un ensayo de bioluminiscencia (Kendall et al.
1992). Aunque esta reduccion en la afinidad no es suficiente para poder medir los elevados niveles del ca” enel
RE, su uso combinado con un analogo estructural de la celenterazina de menor afinidad, llamado celenterazina
n, reduce la afinidad del complejo por el Ca®* (Barrero et al., 1997, J Biol Chem 272:27694-99). El objetivo era
encontrar una mutante que redujera la afinidad por calcio en al menos un orden de magnitud mas, y que
mantuviera las propiedades fluorescentes de la GFP. Con este fin se disefio, en primer lugar, una pequefa
libreria de 20 mutaciones de GAP partiendo de la mutacion D119A.

En la Tabla 2 se ilustra la composicién aminoacidica de los 3 lazos (loops) de la acuorina que enlazan las hélices
E y F, denominadas asi por la parvalbumina, la primera proteina en la que se descubrié el dominio funcional del
motivo mano EF (motivo de la familia de los hélice-lazo-hélice). El lazo entre las dos hélices esta formado por un
segmento de 12 residuos, aunque los extremos pertenecen ya a las hélices. La cadena principal y las cadenas
laterales de estos lazos participan en puentes de H LY estan altamente conservadas dentro de la familia con
manos EF. En un lazo de una mano EF el i6on Ca®" esta coordinado por siete ligandos de oxigeno en una
configuracion pentagonal bipiramidal. En general, cinco de estos oxigenos los aportan las cadenas laterales, uno
el carbonil de la cadena principal y el Ultimo, el agua. En rojo se ha sefialado la posicién ocupada por el residuo
D119 y en azul las posiciones de los residuos que se han mutado. En general se han elegido posiciones
ocupadas por los residuos que participan directamente en la esfera de coordinacion del Ca2+, es decir, las
posiciones consensuadas como X, Y, Z, -Y, -X y —Z en todas las proteinas con manos EF. Por ejemplo, la
posicién X esta ocupada por un Asp, que estd muy conservado en los 3 lazos. Por esto, se eligieron los Asp en
las posiciones 24 (mutaciones 1, 2 y 3), 117 (mutaciones 9 y 10) y 153 (mutacién 16) como candidatos en
nuestro estudio. De forma anéloga, en la posicion —Z siempre se encuentra un Glu y, por tanto, también se
selecciond para otra nueva serie de mutaciones (mutaciones 7, 9, 10, 14, 15 y 22). Se procur0 realizar las
sustituciones de estos aminoéacidos acidicos (Asp y Glu) a sus correspondientes amidas (Asn y GIn) porque asi
sélo se altera la carga, y se conserva el tamafio global del residuo; adicionalmente se incluyeron algunas
sustituciones menos conservadoras a aminoécidos hidrofobicos. Aunque no pertenece estrictamente al lazo EF,
también forma parte de la hélice colindante la Tyr 38, que también se ha incluido en el estudio de mutagénesis.
Por ultimo, también se afiadieron 2 mutaciones simples donde el Asp 119 se mutd a otro aminoé&cido distinto de
Ala, concretamente a Lys y a lle. Al contrario de la calmodulina, donde se ha estudiado exhaustivamente la
relacién estructura- funC|on se encuentran pocas referencias a la acuorina donde se hayan mutado residuos de
los sitios de unién a Ca?* con intencién de reducir su afinidad.

Las reacciones de mutagénesis dirigida se realizaron en el plasmido de expresion eucariota pcDNA3 y se
verificaron por secuenciacion. Posteriormente las construcciones positivas se subclonaron en el vector de
expresion bacteriano pET28 generando una fusién en fase con el péptido de seis Histidinas para facilitar su
expresion en E. coli y su purificacion proteica. El ensayo de analisis de los mutantes se realizd expresandolos en
la cepa bacteriana BL-21. Para ello se adapté el protocolo de induccién, extraccién y purificacion proteica para
procesar todas las muestras simultaneamente. La induccién proteica hizo que la proteina se expresara
mayoritariamente de forma insoluble en los cuerpos de inclusién bacterianos, y, en menor medida en el citosol.
Se hicieron experimentos para comprobar si la proteina soluble era funcional, y como el resultado fue negativo,
hubo que extraer la proteina insoluble mediante desnaturalizacién con urea seguida de renaturalizacion por
didlisis. Por ultimo se concentré el extracto soluble y se cuantificd la concentracion proteica.
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X Y Z -Y -X -Z
24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35
EF1: D v N H N G K I S L D E

17 118 119 120 121 122 123 124 125 126 127 128
EF2: D K D Q N G A I T L D E

h

153 154 155 156 157 158 159 160 161 162 163 164
EF3: D I D E S G Q L D v D E

Tabla 2: Secuencias aminoacidicas de los tres sitios funcionales de unién al Ca** en la aequorina. Los residuos
que conforman el enlace de coordinacién con el ca” se designan X, Y, Z, -Y y —Z. Los nuUmeros representan las
posiciones en la secuencia primaria de la aequorina. En gris se representan los residuos adicionales que se han
mutado.

El ensayo propiamente dicho se disefid de tal modo que el posible candidato sufriera cambios de fluorescencia
sensibles a cambios de calcio entre 0.1 y 1 mM. De esta forma, no se detectarian pequefios cambios de afinidad
en el rango de decenas de micromolar, insuficientes para medir en organelas de alto contenido de Ca*". El
ensayo se puso a punto para este estudio en el lector de fluorescencia en placas de 96 pocillos, leyendo la
fluorescencia para cada uno de los mutantes por triplicado a 390 y 485 nm de excitacién, las dos longitudes de
onda cercanas a los maximos de fluorescencia, y 535 nm de emision. Esto se hizo a tres concentraciones de
ca”: cero (con 0.1 mM EGTA), 0.1 mM y 1 mM. Se calcularon los cocientes entre las fluorescencias a cada
longitud de onda, para cada una de las tres concentraciones de Ca*. A continuacion se calculd el cociente entre
los valores obtenidos a 0.1y 1 mM Ca?" entre los valores en ausencia de Ca®". Y, finalmente, se dividieron estos
ultimos de tal forma que los valores menores de 1 tendrian una mayor afinidad por el ca® y los mayores que 1
una reduccion en la afinidad. Los resultados la Fig. 1 muestran el valor promedio de los triplicados obtenidos
para cada una de las 20 mutaciones estudiadas. Unicamente dos variantes tienen un cociente mayor que 1: las
mutantes numeros 2 (D24N/D119A) y 20 (D119A/S157Q). Estos resultados se verificaron repitiendo de nuevo
todo el proceso, desde la induccién proteica, obteniéndose resultados muy similares. Se eligio la mutante D24N
(GAP2.2) por tener un valor de cociente mayor (1,76) que la mutante 20 (1,28) para su posterior caracterizacion.

Caracterizacion de GAP2.2

A pesar de que el extracto proteico obtenido en E. coli estaba muy enriquecido en GAP2.2, decidimos purificar la
proteina mediante bolas de Nz aprovechando que la proteina expresada era una fusion con un péptido de
Histidinas. El extracto proteico directamente extraido de E. coli (carril 1) y se someti6 a electroforesis PAGE en
condiciones reductoras (con SDS) resultd en una banda mayoritaria de unos 50 kDa, en concordancia con el
peso molecular tedrico para una proteina de 482 aminoéacidos, de 53 kDa. Este extracto también contenia otras
bandas minoritarias de peso molecular mayor que GAP2.2 (carril 1), que se eliminaron tras su incubacién con las
bolas de Ni** en el proceso de purificacion (carriles 2 y 3), y que consecuentemente aparecen en los carriles de
lavados (carriles 6 y 7). Estos resultados indican que la expresion de la proteina GAP2.2 funciona correctamente
y se obtiene una gran cantidad de proteina completa en bacterias.

El siguiente paso consistié en calibrar la afinidad por Ca®* de GAP2.2 in vitro. Esto se realizo en el lector de
fluorescencia en placas de 96 Pocillos donde se afadieron las siguientes concentraciones de calcio: EGTA 0.1
mM (Ca2+ 0), no adiciones (Ca”" nominal, 20 uM aproximadamente), 50 pM, 100 uM, 200 puM, 500 pM, 1 mM, 2
mM, 5 mM, 10 mM y 50 mM. Todas las medidas se realizaron por triplicado a las dos longitudes de excitacion
maxima: 390 y 485 nm con 535 nm de emision. Los resultados obtenidos estan representados en la Fig. 4 y se
expresaron segun la siguiente formula [1]:

R- Rmin /Rmax-Rmin [1]

donde Rmin es el valor del cociente de fluorescencias obtenido en ausencia de Ca® (EGTA 0.1 mM) y Rmax es
el valor del cociente de fluorescencias obtenido en presencia de Ca®* saturante (50 mM).

Los valores se ajustan bien a una curva sigmoidea correspondiente a la ecuacion de Hill [2]:
V=Vmax - X"/ k" +x" [2]

donde los parametros obtenidos fueron Vmax = 1.01 + 0.018 M; k = 0.33 £ 0.02mM y n = 0.975 + 0.05.
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El valor obtenido para la Kd de 0,33 mM indica que GAP2.2 es 6ptimo para registrar las altas concentraciones de
Ca®" contenidas en el RE, donde se han descrito contenidos de 0,4-0,8 mM. Ademas el hecho de que el
coeficiente de Hill sea cercano a 1 indica que GAP2.2 sélo tiene un Unico sitio de unién al ca” y no existen
efectos cooperativos. Esto concuerda bien con la idea de que las dos mutaciones introducidas anulen la unién al
ca” de los sitios EF 1 y 2, dejando sélo el EF 3 como el tnico funcional. Por analogia con la calmodulina se ha
propuesto que la primera y la segunda mano EF de la acuorina son de alta afinidad, y la 3 es de baja.

El espectro de fluorescencia de la proteina GuvA purificada era similar al de la proteina GFPuv, con 2 maximos
de excitacién, uno a 403 y otro a 470 nm, y un Unico maximo de emisién a 510 nm (Fig. 5). La adicion de ca*
saturante (1 mM) aumenta la intensidad de fluorescencia a 403 y disminuye a 470 nm, en el espectro de
excitacion; la fluorescencia de emision aumenta ligeramente en presencia de ca®*. Los espectros de excitacion y
de emision de GAP2.2 no se han modificado sustancialmente respecto a GAP wt y son reminiscentes del
indicador Fura-2.

El siguiente objetivo fue expresar GAP2.2 en el RE de células de mamifero. Para ello se generaron nuevas
construcciones con 2 direccionamientos distintos al RE (Fig. 2): el primero fusionaba el extremo N-terminal del
GAP2.2 al gen de la cadena pesada de la inmunoglobulina Ig-y-2b (erGAP2.2, SEQ ID NO: 58) (Montero et al.,
1995); el segundo, por adicion del péptido sefial de la calreticulina al extremo N-terminal de GAP2.2 y la
secuencia KDEL de retencién en el RE, al extremo C-terminal (crGAP2.2, SEQ ID NO: 59) (Kendall et al., 1992).
En ambos casos, la localizaciéon de la proteina GAP en las células transfectadas tenia un patrén caracteristico
del RE (Fig. 6C) y la fluorescencia verde crGAP2.2 colocalizaba con un marcador tipico del RE como es la
ATPasa del RE, SERCA (resultados no mostrados). La intensidad de fluorescencia era ligeramente mayor para
la fusién crGAP2.2 que para la erGAP2.2, y, por esta razén esta construccion se expreso de forma estable en
HelLa. En la Fig. 6 se muestra la [Ca®']er registrada por el sensor crGAP2.2 en el clon estable de HeLa obtenida
en un ensayo de imagen de célula Unica. Un estimulo maximo de ATP + Histamina produjo una disminucién de
dos veces en el cociente de fluorescencias entre 470 y 403, cercana al maximo obtenido por el mismo estimulo
en presencia del inhibidor reversible de la SERCA- ATPasa terbutilhidro%uinona (TBH) en ausencia de Ca**
externo (Fig. 6A). El lavado del inhibidor y la reintroduccion de 1 mM Ca“" recuperé completamente la sefial
hasta los niveles basales, evidenciando la reversibilidad en el comportamiento del sensor en el contexto
fisiolégico del RE. La incubacidn con el inhibidor irreversible de la SERCA tapsigargina (Fig. 6B) redujo el
cociente hasta niveles menores de 0,1, lo que supone una cambio de seis veces en el cociente. Como se
esperaba, la adicién de una dosis maxima de ATP no produjo una mayor reduccion en la sefial, indicando que,
efectivamente, el RE se habia vaciado completamente tras el tratamiento con el inhibidor durante 12 min.
Ademas, el lavado de la tapsigargina y la readicion de ca® no recuperoé los niveles de Ca®" basales, como
consecuencia del caracter irreversible de la inhibicion de la SERCA. Estos resultados tomados globalmente
indican que el nuevo sensor crGAP2.2 mantiene sus propiedades dinamicas de sensibilidad a ca® previamente
descritas in vitro también en el entorno fisioldgico del RE de una célula de mamifero.

El sensor crGAP2.2 también es compatible con indicadores fluorescentes como el Fura-2 o el Rhod 2, que puede
usarse de forma conjunta para medir los cambios dindmicos en RE y en el citosol o la mitocondria,
simultaneamente (resultados no mostrados). Aunque los resultados mostrados en la Fig. 6 se han obtenido a 25
°C no se vieron modificados a 37 °C, indicando que este sensor funciona de forma Optima a temperaturas
fisiologicas. Por Ultimo, este sensor también se ha enviado a otras organelas de alto contenido en ca? como el
complejo de Golgi (resultados no mostrados).

Los autores generaron una secuencia de nucledtidos, denominada crGAP3 (SEQ ID NO: 60), en la que la

secuencia de codones ha sido optimizada para expresion en células de ratén y que codifica para la proteina
crGAP2.2 (SEQ ID NO: 59).
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REIVINDICACIONES

1. Polipéptido que comprende la secuencia SEQ ID NO: 1 (apoacuorina), en donde
(i) en una primera posicion 119 de SEQ ID NO: 1 el aminoacido es cualquier aminoéacido
excepto Asp, y
(i) en una segunda posicién 24 de SEQ ID NO: 1 el aminoacido es cualquier aminoacido
excepto Asp y/o en posicion 157 de SEQ ID NO: 1 es cualquier aminoacido excepto
Ser.

Polipéptido segun la reivindicacién 1, en donde el aminoacido en una primera posiciéon 119 de SEQ
ID NO: 1 es cualquier aminoacido excepto un aminoacido con carga negativa.

Polipéptido segun la reivindicacion 2, en donde el aminoacido en una primera posiciéon 119 de SEQ
ID NO: 1 es un aminoacido con carga neutra.

Polipéptido segun la reivindicacién 3, en donde el aminoacido en una primera posicion 119 de SEQ
ID NO: 1 es Ala.

Polipéptido segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde el aminoacido en una segunda
posicion 24 de SEQ ID NO: 1 es cualquier aminoacido excepto un aminoacido con carga negativa.

Polipéptido segun la reivindicacion 5, en donde el aminoacido en una segunda posicion 24 de SEQ
ID NO: 1 es un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Asn, Glu y GIn.

Polipéptido segun la reivindicacion 6, en donde el aminoacido en una segunda posicién 24 de SEQ
ID NO: 1 es Asn.

Polipéptido segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en donde el amino&cido en una segunda
posicién 157 de SEQ ID NO: 1 es cualquier amino&cido excepto un aminoacido con carga negativa.

Polipéptido segun la reivindicacién 8, en donde el aminoacido en una segunda posicion 157 de SEQ
ID NO: 1 es un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Asn, Glu y GIn.

Polipéptido segun la reivindicacion 9, en donde el aminoacido en una segunda posicion 157 de SEQ
ID NO: 1 es Asn.

Polipéptido segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en donde
(i) el aminodcido en posicion 119 es Ala,
(i) el aminoacido en posicidn 24 es Asn, y
(iii) el aminoé&cido en posicion 157 es Asn.

Proteina de fusién que comprende

(i) un primer polipéptido segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11,y

(ii) un segundo polipéptido fluorescente,
en donde dichos primer y segundo dominios se encuentran unidos a través de un péptido enlazador
flexible.

Proteina de fusion segun la reivindicacion 12, en donde el segundo polipéptido fluorescente es el
polipéptido de secuencia SEQ ID NO: 33 (GFPuv) o una variante funcionalmente equivalente del
mismo.

Proteina de fusién segun cualquiera de las reivindicaciones 12 o 13, en donde el péptido enlazador
es un péptido con secuencia SEQ ID NO: 42.

Polipéptido segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11 o proteina de fusion segun cualquiera de
las reivindicaciones 12 a 14, que comprende adicionalmente al menos un péptido de localizacién en
un compartimento intracelular u organulo especifico.

Polipéptido o proteina de fusién segun la reivindicacién 15, en donde el péptido de localizacién se
selecciona del grupo consistente en un péptido de localizacion en el reticulo endoplasmico, un
péptido de sefializacion mitocondrial, un péptido de localizacion nuclear y un péptido de sefializacion
en el complejo de Golgi.

Polipéptido o proteina de fusién segun la reivindicaciéon 16, que comprende un primer péptido sefial

de direccionamiento a la ruta secretora y un segundo péptido sefial de retencién en el reticulo
endoplasmico.
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Polipéptido o proteina de fusién segun la reivindicacion 17, en donde el péptido sefial de retencion
en el reticulo endoplasmico se selecciona del grupo consistente en un péptido de retencién en el
reticulo endoplasmico en posicién carboxilo terminal y una secuencia de interaccién con BiP.

Polipéptido segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11 y 15 a 18 o proteina de fusién segin
cualquiera de las reivindicaciones 12 a 18, en donde el péptido sefial de direccionamiento a la ruta
secretora se selecciona del grupo consistente en el péptido sefial de la calreticulina y el péptido
sefial de la inmunoglobulina Igy2b, en donde el péptido de retencion en el reticulo endopladsmico es
el péptido KDEL (SEQ ID NO: 27) y/o en donde la secuencia interaccién con BiP comprende los
dominios VDJ y CH1 de la cadena pesada de la inmunoglobulina Igy2b.

Polipéptido segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11 y 15 a 19 o proteina de fusién segin
cualquiera de las reivindicaciones 12 a 20, en donde el péptido sefial de direccionamiento a la ruta
secretora es el péptido sefial de la calreticulina, y en donde el péptido de retencién en el reticulo
endoplasmico es el péptido KDEL (SEQ ID NO: 27).

Acido nucleico que codifica para el polipéptido segtn cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11y 15 a
20 o la proteina de fusidn segun cualquiera de las reivindicaciones 12 a 20.

Casete de expresion que comprende el acido nucleico segun la reivindicacion 21, donde dicho acido
nucleico se encuentra bajo control de un sistema de transcripcion y/o traduccion apropiado.

Pladsmido que comprende el &cido nucleico segun la reivindicacion 21 o el casete de expresion
segun la reivindicacion 22.

Célula hospedadora que comprende acido nucleico segun la reivindicacion 21, el casete de
expresion segun la reivindicacion 22, o el plasmido segun la reivindicacion 23.

Uso del polipéptido segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11y 15 a 20 o la proteina de fusion
segun cualquiera de las reivindicaciones 12 a 20 para la deteccion de Ca” en una muestra.

Método para la determinacion de la concentracion de Ca®" en una muestra gue comprende
(v) poner en contacto dicha muestra con un polipéptido segin cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 11y 15 a 20,
(vi) poner en contacto dicho polipéptido con un co-factor especifico para el mismo,
(vii) detectar la luminiscencia emitida por dicho polipéptido, y
(vii) determinar la concentracién de Ca®* a partir de la variacién en la intensidad de la
luminiscencia con respecto a la intensidad de la luminiscencia en ausencia de ca”.

Método para la determinacion de la concentracion de Ca®" en una muestra gue comprende

(iv) poner en contacto dicha muestra con una proteina de fusion que comprende un primer
polipéptido y un segundo polipéptido segun cualquiera de las reivindicaciones 12 a 20,

(v) detectar la luminiscencia emitida por dicho primer polipéptido en respuesta a la puesta
en contacto dicha proteina de fusion con un co-factor especifico para dicho primer
polipéptido,
0, alternativamente
detectar la fluorescencia emitida por dicho segundo polipéptido en respuesta a la
excitacion de la muestra a una longitud de onda correspondiente a la longitud de onda
de excitacion de dicho segundo polipéptido, y

(vi) determinar la concentracion de ca’ a partir de la variacién en la intensidad de la
luminiscencia o fluorescencia con respecto a la intensidad de la luminiscencia o
fluorescencia en ausencia de Ca*".

Método para la deteccion intracelular de Ca®* en una célula o poblacién celular que comprende un
polipéptido segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11 y 15 a 20, en donde dicho método
comprende

(i)  poner en contacto dicho polipéptido con un co-factor especifico del mismo, y

(iv) detectar la luminiscencia emitida por dicho polipéptido,

en donde una variacién en la intensidad de la luminiscencia emitida por la célula o poblacién celular
con respecto a un valor de referencia es indicativo de la presencia de ca? enlacélula o poblacion
celular.

Método para la deteccion intracelular de Cca® en una célula o poblacién celular que comprende una

proteina de fusién que comprende un primer polipéptido y un segundo polipéptido segin cualquiera
de las reivindicaciones 12 a 20, en donde dicho método comprende
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(@) detectar la luminiscencia emitida por dicho primer polipéptido en respuesta a la puesta
en contacto dicha proteina de fusion con un co-factor especifico para dicho primer
polipéptido,

o0 alternativamente

(b) detectar la fluorescencia emitida por dicho segundo polipéptido en respuesta a la
excitacion de la célula o poblacion celular a una longitud de onda correspondiente a la
longitud de onda de excitacion de dicho segundo polipéptido

en donde una variacién en la intensidad de la luminiscencia o fluorescencia emitida por la célula o
poblacién celular con respecto a un valor de referencia es indicativo de la presencia de ca® enla
célula o poblacién celular.

Método para la deteccidon de variaciones en la concentracion de ca®" intracelular en una célula o
poblacién celular a lo largo del tiempo que comprende
(v) proporcionar una célula o poblacion celular en donde dicha célula o células
comprenden un polipéptido segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11y 15 a 20,
(vi) poner en contacto dicho polipéptido con un co-factor especifico del mismo,
(vii) determinar a un primer tiempo la luminiscencia emitida por la célula o poblacion
celular, y
(viii) determinar a un segundo tiempo la luminiscencia emitida por la célula o poblacion
celular
en donde una variacion en la intensidad de la sefial emitida en (iv) con respecto a la intensidad de la
sefial emitida en (iii) es indicativo de una variacién en la concentracion de Ca®* en la célula o
poblacién celular.

Método para la deteccién de variaciones en la concentracion de Ca®* intracelular en una célula o
poblacién celular a lo largo del tiempo que comprende
(i) proporcionar una célula o poblacién celular en donde dicha célula o células comprenden
una proteina de fusién que comprende un primer polipéptido y un segundo polipéptido
segun cualquiera de las reivindicaciones 12 a 20,
(ii.a) determinar a un primer tiempo la luminiscencia emitida por la célula o poblacion celular
en respuesta a la puesta en contacto dicha proteina de fusion con un co-factor
especifico para dicho primer polipéptido, y
(ii.a) determinar a un segundo tiempo la luminiscencia emitida por la célula o poblacion
celular en respuesta a la puesta en contacto dicha proteina de fusion con un co-factor
especifico para dicho primer polipéptido,

o alternativamente

(ii.b) determinar a un primer tiempo la fluorescencia emitida por la célula o poblacion celular
en respuesta a una excitacion de dicha célula o poblacién a una longitud de onda
correspondiente a la longitud de onda de excitacion de dicho segundo polipéptido y

(iii.b) determinar a un segundo tiempo la fluorescencia emitida por la célula o poblacion
celular en respuesta a una excitacion de dicha célula o poblacién a una longitud de
onda correspondiente a la longitud de onda de excitacion de dicho segundo
polipéptido

en donde una variacién en la intensidad de la sefial emitida en (iii.a) con respecto a la intensidad de
la sefial emitida en (ii.a) 0 una variacién en la intensidad de la sefial emitida en (iii.b) con respecto a
la intensidad de la sefial emitida en (ii.b) es indicativo de una variacién en la concentracion de ca*
en la célula o poblacién celular.

Método de identificacion de un compuesto con capacidad de modulacion de la concentracion de
Ca®" en una célula o poblacidn celular, que comprende
(i) poner en contacto un compuesto candidato con una célula o poblacion celular en
donde dicha célula o células comprenden un polipéptido segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 11y 15 a 20,
(iv) determinar la luminiscencia emitida por la célula o poblacion celular en respuesta a la
puesta en contacto dicho polipéptido con un co-factor especifico para dicho
polipéptido,

en donde una alteracion en la intensidad de luminiscencia determinada en la etapa (ii) con respecto
a la intensidad de luminiscencia emitida en ausencia de dicho corr;puesto candidato es indicativo de
que dicho compuesto es capaz de modular la concentracién de Ca®".

Método de identificacion de un compuesto con capacidad de modulacién de la concentracién de
Ca” en una célula o poblacidn celular, que comprende
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(i) poner en contacto un compuesto candidato con una célula o poblacién celular en
donde dicha célula o células comprenden una proteina de fusién que comprende un
primer polipéptido y un segundo polipéptido segun cualquiera de las reivindicaciones
12 a 20,

(iv) determinar la luminiscencia emitida por la célula o poblacién celular en respuesta a la
puesta en contacto dicha proteina de fusiéon con un co-factor especifico para dicho
primer polipéptido,

o alternativamente
determinar la fluorescencia emitida por la célula o poblacion celular en respuesta a
una excitacion de dicha célula o poblacién a una longitud de onda correspondiente a la
longitud de onda de excitacion de dicho segundo polipéptido,

en donde una alteracion en la intensidad de luminiscencia o fluorescencia determinada en la etapa
(i) con respecto a la intensidad de fluorescencia emitida en ausencia de dicho compuesto candidato
es indicativo de que dicho compuesto es capaz de modular la concentracién de ca®.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 28, 30 o 32, en donde dicho polipéptido se localiza
en un compartimento intracelular u organulo especifico.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 29, 31 o 33, en donde dicha proteina de fusion se
localiza en un compartimento intracelular u organulo especifico.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 34 o 35, en donde dicho compartimento intracelular
u organulo es el reticulo endoplasmico o sarcoplasmico.
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Trp
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35 40
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65 70 75

Leu Lys Pro Ser Ile Leu Pro Met Ala Thr Met Val
85 50
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30
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Ser

Phe

Arg
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Thr

80

Leu

Tyr
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130

Glu Asp
145
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Gly Arg
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Met

120

Glu
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Thr
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Glu
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Val
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Arg
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Tyr

Ser
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Leu
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Ser
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Gly
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Glu
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Val

Arg
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Val
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Asp
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Lys

Arg
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Phe
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385

Tyr

Trp
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Val
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Val
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355

Ala

Arg
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Phe
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Leu

Ile

Phe

Val

Asp

Phe

295

Glu
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Val

Thr

Ala

Ser

440

Ser

Pro

Met

Met

265

Lys

Lys

Ala

Lys

Thr

345

Ala

Asp

Arg

Asn

Tyr

425

Leu

Ile

Asp

Phe

250

Tyr

Ile

Ser

Ser

Arg

330

Thr

Val

Thr

Gly

Ala

410

Trp

Ile

Leu

Thr

235

Thr

Arg

Gln

Thr

Gly

315

Phe

Ser

Gly

Gly

Pro

395

Leu

Asp

Lys

Leu

Ala

Thr

Phe

Ser

Leu

300

Gly

His

Ala

Lys

Lys

380

Met

Ile

Glu

Tyr

Gln
460

Ile

Leu

Glu

Ala

285

Ile

Ala

Leu

Ile

Val

365

Thr

Ile

Asp

Asp

Lys

445

His

Leu

Gly

Glu

270

Leu

Asp

Pro

Pro

Leu

350

Val

Leu

Met

Lys

Glu

430

Gly

Pro

Ser

Tyr

255

Glu

Leu

Lys

Leu

Gly

335

Ile

Pro

Gly

Ser

Asp

415

His

Tyr

Asn

Val

240

Leu

Leu

Val

Tyr

Ser

320

Ile

Thr

Phe

Val

Gly

400

Gly

Phe

Gln

Ile



Phe

465

Pro

Glu

Arg

Lys

Gly
545

Asp

Ala

Ile

Gly

Leu

530

Gly

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Ala

Ala

Val

Gly

515

Asp

Lys

15
20
PRT

Gly

Val

Asp

500

Val

Ala

Ser

Val

Val

485

Tyr

Val

Arg

Lys

Ala

470

Val

Val

Phe

Lys

Leu
550

Gly

Leu

Ala

Val

Ile
535

Secuencia Artificial

ES 2452 485 Al

Leu

Glu

Ser

Asp

520

Arg

Pro

His

Gln

505

Glu

Glu

Asp

Gly

490

Val

Val

Ile

Asp

475

Lys

Thr

Pro

Leu

Asp

Thr

Thr

Lys

Ile
540

secuencia de localizacidén a mitocondria

15

Ala

Met

Ala

Gly

525

Lys

Gly

Thr

Lys

510

Leu

Ala

Glu

Glu

495

Lys

Thr

Lys

Leu

480

Lys

Leu

Gly

Lys

Arg Arg Ile Val Val Leu His Gly Tyr Gly Ala Val Lys Glu Val Leu

1

Leu Asn His Lys

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

le
22
PRT

20

5

Secuencia Artificial

10

aminodcidos 74-95 del citocromo P450 2E1 de rata

le

15

Ser Arg Arg Ile Val Val Leu His Gly Tyr Lys Ala Val Lys Glu Val

1

5

Leu Leu Asn His Lys Asn

<210>

17

20

10

15
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<211> 22
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> secuencia del precursor de la citocromo ¢ oxidasa IV de levadura

<400> 17
Met Leu Ser Leu Arg Gln Asp Ile Arg Phe Phe Lys Pro Ala Thr Arg

1 5 10 15

Thr Leu Cys Ser Ser Arg
20

<210> 18
<211> 10
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 18

Lys Leu Leu Asn Leu Ile Ser Lys Leu Phe

1 5 10
<210> 19

<211> 32

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> péptido de localizacidn mitocondrial

<220>
<221> misc feature
<222> (7)..(8)

<223> Xaa can be any naturally occurring amino acid

<220>
<221> misc feature
<222>  (32)..(32)

<223> Xaa can be any naturally occurring amino acid
<400> 19
Met Leu Phe Asn Leu Arg Xaa Xaa Leu Asn Asn Ala Ala Phe Arg His

1 5 10 15

Gly His Asn Phe Met Val Arg Asn Phe Arg Cys Gly Gln Pro Leu Xaa
20 25 30

<210> 20
<211> 29
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
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<220>
<223> secuencia de direccionamiento a la ruta secretora

<400> 20
Met Met Ser Phe Val Ser Leu Leu Leu Val Gly Ile Leu Phe Trp Ala

1 5 10 15

Thr Glu Ala Glu Gln Leu Thr Lys Cys Glu Val Phe Gln
20 25

<210> 21
<211> 25
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 21
Met Gly Thr Ala Arg Ile Ala Pro Gly Leu Ala Leu Leu Leu Cys Cys

1 5 10 15

Pro Val Leu Ser Ser Ala Tyr Ala Leu
20 25

<210> 22
<211> 25
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 22
Met Ser Val Leu Thr Pro Leu Leu Leu Arg Gly Leu Thr Gly Ser Ala

1 5 10 15

Arg Arg Leu Pro Val Pro Arg Ala Lys
20 25

<210> 23
<211> 20
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 23
Met Val Leu Leu Leu Ile Leu Ser Val Leu Leu Leu Lys Glu Asp Val

1 5 10 15

Arg Gly Ser Ala
20

<210> 24
<211> 38

10



<212>
<213>

<400>

PRT
Homo sapiens

24

Met Ala Ser Pro Arg Ser Ser

1

5

Pro Pro Pro Pro Ala Arg Leu

20

Leu Pro Leu Ala Pro Gly

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

35

25

17

PRT

Homo sapiens

25

Met Leu Leu Ser Val Pro Leu

1

Ala

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

5

26
31
PRT
Homo sapiens

26

Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile

1

5

Lys Gly Leu Thr Val Ala Gly

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

20

27

4

PRT

Secuencia Artificial

péptido de retencidn

27

Lys Asp Glu Leu

1

ES 2452 485 Al

Gly Gln Pro Gly Pro Pro Pro Pro Pro
10 15

Leu Leu Leu Leu Leu Leu Pro Leu Leu
25 30

Leu Leu Gly Leu Leu Gly Leu Ala Val
10 15

Leu Phe Leu Val Ala Thr Ala Thr Gly
10 15

Leu Arg Ser Gly His Ile Tyr Gly
25 30

en el reticulo endoplésmico

11



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

ES 2452 485 Al

28

4

PRT

Secuencia Artificial

péptido de retencidén en el reticulo endoplésmico

28

Asp Asp Glu Leu

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

29

4

PRT

Secuencia Artificial

péptido de retencidén en el reticulo endoplésmico

29

Asp Glu Glu Leu

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

30

4

PRT

Secuencia Artificial

péptido de retencidén en el reticulo endoplésmico

30

Gln Glu Asp Leu

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

31

4

PRT

Secuencia Artificial

péptido de retencidén en el reticulo endoplésmico

31

Arg Asp Glu Leu

1

<210>
<211>
<212>
<213>

32

38

PRT

Secuencia Artificial

12
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<220>
<223> péptido de retencidn en el reticulo endoplésmico

<400> 32

Gly Gln Asn Leu Ser Thr Ser Asn

1 5
<210> 33

<211> 238

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> proteina verde fluorescente (GFP) de Aequorea victoria que
presenta las mutaciones F995, MI1L53T y V163A

<400> 33

Met Ser Lys Gly Glu Glu Leu Phe Thr Gly Val Val Pro Ile Leu Val

1 5 10 15

Glu Leu Asp Gly Asp Val Asn Gly His Lys Phe Ser Val Ser Gly Glu

Gly Glu Gly Asp Ala Thr Tyr Gly Lys Leu Thr Leu Lys Phe Ile Cys

Thr Thr Gly Lys Leu Pro Val Pro Trp Pro Thr Leu Val Thr Thr Phe
50 55 60

Ser Tyr Gly Val Gln Cys Phe Ser Arg Tyr Pro Asp His Met Lys Gln
65 70 75 80

His Asp Phe Phe Lys Ser Ala Met Pro Glu Gly Tyr Val Gln Glu Arg
85 50 95

Thr Ile Phe Ser Lys Asp Asp Gly Asn Tyr Lys Thr Arg Ala Glu Val
100 105 110

Lys Phe Glu Gly Asp Thr Leu Val Asn Arg Ile Glu Leu Lys Gly Ile
115 120 125

Asp Phe Lys Glu Asp Gly Asn Ile Leu Gly His Lys Leu Glu Tyr Asn
130 135 140

Tyr Asn Ser His Asn Val Tyr Ile Thr Ala Asp Lys Gln Lys Asn Gly
145 150 155 160

Ile Lys Ala Asn Phe Lys Ile Arg His Asn Ile Glu Asp Gly Ser Val

13
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165 170 175

Gln Leu Ala Asp His Tyr Gln Gln Asn Thr Pro Ile Gly Asp Gly Pro
180 185 190

Val Leu Leu Pro Asp Asn His Tyr Leu Ser Thr Gln Ser Ala Leu Ser
195 200 205

Lys Asp Pro Asn Glu Lys Arg Asp His Met Val Leu Leu Glu Phe Val
210 215 220

Thr Ala Ala Gly Ile Thr His Gly Met Asp Glu Leu Tyr Lys

225 230 235
<210> 34

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> péptido enlazador

<400> 34

Gly Gly Ser Ser Arg Ser Ser Ser Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly

1 5 10 15
Gly Gly

<210> 35

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> péptido enlazador

<400> 35

Gly Ser Gly Arg Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser

1 5 10 15
<210> 36

<211> 13

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> péptido enlazador

<400> 36

14



Glu Gly Ser Ser Gly Ser Gly

1 5

<210> 37

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> péptido enlazador
<400> 37

Glu Gly Lys Ser Ser Gly Ser

1 5

<210> 38

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> péptido enlazador
<400> 38

Glu Gly Lys Ser Ser Gly Ser

1 5

<210> 39

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> péptido enlazador
<400> 39

Gly Ser Thr Ser Gly Ser Gly

1 5

<210> 40

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> péptido enlazador
<400> 40

Lys Glu Ser Gly Ser Val Ser
1 5

Leu Asp

ES 2452 485 Al

Ser Glu Ser Lys Ser Thr
10

Gly Ser Glu Ser Lys Ser Thr Gln

10

Gly Ser Glu Ser Lys Val Asp
10

Lys Ser Ser Glu Gly Lys Gly
10

Ser Glu Gln Leu Ala Gln Phe Arg Ser

10

15

15

15



<210> 41
<211> 16
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> péptido enlazador

<400> 41

Glu Ser Gly Ser Val Ser Ser

1 5
<210> 42

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> péptido enlazador

<400> 42

Thr Ala Thr Pro Ala Thr Thr

1 5
<210> 43

<211> 32

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> péptido enlazador

<400> 43
Thr Ala Thr Pro Ala Thr Thr

1 5

Thr Ala Thr Pro Ala Thr Thr
20

<210> 44
<211> 7
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

ES 2452 485 Al

Glu Glu Leu Ala Phe Arg Ser Leu Asp
10 15

Pro Thr Thr Ala Pro Thr Ala Gly Thr
10 15

Pro Thr Thr Ala Pro Thr Ala Gly Thr
10 15

Pro Thr Thr Ala Pro Thr Ala Gly Thr
25 30

<223> residuos 53-56 y 57-59 de tetranectina

<400> 44

Gly Thr Lys Val His Met Lys
1 5

le



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Asp Glu
1

Pro Glu

Thr His

Ser Gly

Gly Phe

Arg Pro

His Ile

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Pro Gly Thr Ser Gly Gln Gln Pro

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

45
111
PRT

Secuencia Artificial

aminodcidos 1992-2102 de

45

Leu Pro

Ile Leu
20

Pro Gly
35

Gln Gln

Arg Arg

Arg Pro

Pro Arg
100

46
13
PRT

Gln

Asp

Tyr

Pro

Thr

Tyr

Glu

Leu

Val

Asp

Ser

Thr

70

Pro

Asp

Val

Pro

Thr

Val

55

Pro

Pro

Val

Secuencia Artificial

ES 2452 485 Al

Thr Leu

Ser Thr
25

Gly Asn

40

Gly Gln

Pro Thr

Asn Val

Asp Tyr
105

Pro His

10

Val Gln

Gly Ile

Gln Met

Thr Ala

75

Gly Glu

His Leu

la fibronectina

Pro

Lys

Gln

Ile

60

Thr

Glu

Tyr

humana

Asn

Thr

Leu

45

Phe

Pro

Ile

Pro

Leu

Pro

30

Pro

Glu

Ile

Gln

His
110

aminodcidos 2037-2049 de la fibronectina humana

46

47
5
PRT

5

Secuencia Artificial

10

Ser Val Gly Gln Gln

aminodcidos 2038-2042 de la fibronectina humana

17

His

15

Phe

Gly

Glu

Arg

Ile

95

Gly

Gly

Val

Thr

His

His

80

Gly
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<400> 47

Gly Thr Ser Gly Gln

1 5
<210> 48

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> secuencia de 10 aminocdcidos de la regidén de la bisagra superior
de la IgG3 murina

<400> 48

Pro Lys Pro Ser Thr Pro Pro Gly Ser Ser

1 5 10
<210> 49

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> péptido enlazador

<400> 49

Ala Pro Ala Glu Thr Lys Ala Glu Pro Met Thr

1 5 10
<210> 50

<211> 9

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> péptido enlazador

<400> 50

Ser Gly Gly Ser Gly Ser Gly Gly Gln

1 5
<210> 51

<211> 8

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> péptido enlazador

<400> 51

Gly Gly Ser Ser Arg Ser Ser Ser

18
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1 5
<210> 52

<211> 8

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> residuos 49-57 de la proteina TAT de HIV

<400> 52

Arg Lys Lys Arg Arg Gln Arg Arg

1 5
<210> 53

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> wvariante sintética del péptido de residuos 49-57 de la proteina
TAT de HIV

<400> 53

Tyr Ala Arg Lys Ala Arg Arg Gln Ala Arg Arg

1 5 10
<210> 54

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> wvariante sintética del péptido de residuos 49-57 de la proteina
TAT de HIV

<400> 54

Tyr Ala Arg Ala Ala Arg Arg Ala Ala Arg Arg

1 5 10
<210> 55

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> wvariante sintética del péptido de residuos 49-57 de la proteina
TAT de HIV

<400> 55

Tyr Ala Arg Ala Ala Arg Arg Ala Ala Arg Ala
1 5 10

19



<210> 56
<211> 11
<212> PRT
<213>
<220>
<223>

TAT
<400> 56

de HIV

ES 2452 485 Al

Secuencia Artificial

Tyr Ala Arg Ala Ala Ala Arg Gln Ala Arg Ala

5

Secuencia Artificial

proteina Antennapedia

1

<210> 57
<211> 16
<212> PRT
<213>
<220>
<223>
<400> 57

10

variante sintética del péptido de residuos 49-57 de la proteina

secuencia derivada de la tercera hélice del homeodominio de la

Arg Gln Tle Lys Ile Trp Phe Gln Asn Arg Arg Met Lys Trp Lys Lys

1

<210> 58
<211>
<212>
<213>

ADN
<220>
<223>

<400> 58
atgggatgga

gtagcaggct
ctccacaggt
tggggcttca
gcactgggtg
tagtggtggt
accctccagce
ttattgtgca
cactctcaca
gattttactg

tagggacacc

3624

5

gctgtatcat
tgaggtctgg
gtccactccce
gtgaagctgt
aagcagaggc
actaagtaca
acagcctaca
agatacgatt
gtctcctcag
catttgttgg

ttgggagtca

Secuencia Artificial

secuencia nucleotidica de

cctcecttettg
acatatatat
aggtccaact
cctgcaaggce
ctggacgagg
atgagaagtt
tgcagctcag
actacggtag
gtgagtcctt
gggggaaatg

gaaagggtca

10

la proteina er-GAP2.2

gtagcaacag
gggtgacaat
gcagcagcct
ttctggctac
ccttgagtgg
caagagcaag
cagcctgaca
tagctacttt
acaacctctc
tgtgtatctg

ttgggagccce

20

ctacaggtaa
gacatccact
ggggctgagce
accttcacca
attggaagga
gccacactga
tctgaggact
gactactggg
tcttctattc
aatttcaggt

tggctgatgce

15

ggggctcaca
ttgcectttet
ttgtgaagcc
gctactggat
ttgatcctaa
ctgtagacaa
ctgcggtcta
gccaaggcac
agcttaaata
catgaaggac

agacagacat

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660



cctcagcetcce
cactcctatt
aacactatta
gagtttaaca
cagctacatc
gttatcctca
agaaccaaga
aaaggcatca
aaggaatagc
acaatggact
ccatcgggca
taaggtcaca
tgtagaagac
cactgataag
gtctatccac
ctggtcaagg
agcagtgtgce
gtgactgtcc
gccagcagca
caccagagtt
aaggaggtga
atctagctat
ttccaggatc
tgcttctcte
catttcaaca
actaccagag
ataagccatg
gataagctta
gatggtgatg

tacggaaaac

cagacttcat
tcaaggggta
gggaggacac
ggttctcatc
aagagagaaa
gaaagcaggyg
tttaggagcc
tcactaaagg
tactctttca
gtaagaaaca
cacacataat
gtgcaagctc
acggttctaa
aaaaagctca
tggcccectgg
gctacttccce
acaccttccc
cctccagcac
ccacggtgga
gaggcaaagg
ccttagecca
gaccacctac
atcctggact
cttcaaaaac
atcaacccct
ctccactccc
tacaaatcca
gcaaaggaga
ttaatgggca

ttacccttaa

ES 2452 485 Al

ggccagagat
ctggcaagag
agaacagtgt
aagaggtctg
ggctgcccac
accaaggtcc
agagcttgaa
atcagggttc
gaggacccag
ccagtttctg
acacaaattc
tggaggtgga
gagcaaagct
cacattctcc
gtgtggagat
tgagtcagtg
agctctcectg
ctggccaagt
caaaaaactt
tattagccta
gggaagaggg
actcaaggac
aagcccatac
cagtaacatc
gtcctccatg
aggagaatgg
tttccatctc
agaacttttc
caaattttct

atttatttgce

ttatagggat
aaaaggactt
aaagaatgag
agctgtgtag
acagggaaag
aaggagagct
taagcatagt
atgggactag
gttcagctaa
ggtattcacc
acacatcgaa
aatttctgac
aagaacagaa
tctcttgcag
acaactggtt
actgtgactt
cagtctggac
cagaccgtca
ggtgagagga
tctaaaccag
agatactgtc
atgatcctct
cagggacaaa
cagccttctce
caaggagtgt
taagtgctgt
tcctecatcag
actggagttg
gtcagtggag

actactggaa

21

ctctagaaga
tcecttgggac
gaaggggaag
aacaagtaac
catagggtag
aaacccatgg
agactaaaaa
agagatggct
caacaaccag
gctcctttet
aataaaaaac
actgcttgcce
tctctccaaa
ccaaaacaac
cctecegtgac
ggaactctgg
tctacactat
cctgcagegt
cattcagggg

ccaggctggg

tctgecteccee
gggataggtg
ctttcctcete
tctgcagagce
cacaaatgcc
aaaaatccct
ctcctaacct
tcccaattcet
agggtgaagg

aactacctgt

atgcagcata
tggccacatt
gaaggtggcet
agatagtagc
gaggttgttg
atagagacct
ggggcttctg
gagtggtgaa
atggcatctt
accagcacag
atggaaaaat
tcagatcaat
tatccgaggce
acccccatca
tctgggatgce
atccctgtcecce
gagcagctca
tgctcaccca
aggagggatt
atccatcacc
tcectgggaac
tgcttgtcat
tctggtttgg

ccagcgggcec

caggtaagtc
gtaatggagg
cgacggtatc
tgttgaatta
tgatgctaca

tccatggcca

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460



acacttgtca
aaacggcatg
tctttcaaag
cttgttaatc
cacaaactcg
aatggaatca
gcagaccatt
cattacctgt
gtccttcettyg
ccgggtacag
cttacatcag
cttaatgtca
attgtcatca
gaagccttcet
attgaaggat
acgctcatcc
gccattacac
gaagattgcg
gatgagatga
ctctacggtyg
<210> 59

<211> 468
<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 59

Met Leu Leu Ser Val Pro Leu Leu Leu Gly

1

Ala Asn Asp Ala Ser Lys Gly Glu Glu Leu
25

Ile Leu Val Glu Leu Asp Gly Asp Val Asn

35

ctactttctc
actttttcaa
atgacgggaa
gtatcgagtt
agtacaacta
aagctaactt
atcaacaaaa
cgacacaatc
agtttgtaac
cgaccccagce
acttcgacaa
accacaatgg
ataaccttgg
tcggaggagce
ggaaaaaatt
gtatatgggg
tggatgaatg
aggaaacatt
caagacaaca

gagctgtccce

crGAP2.2

5

20
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ttatggtgtt
gagtgccatg
ctacaagacg
aaaaggtatt
taactcacac
caaaattcgc
tactccaatt
tgccecttteg
tgctgctggg
aaccacgccg
cccaagatgg
aaaaatctct
agcaacacct
tggaatgaaa
ggctactgat
tgatgctttyg
gaaagcatac
cagagtgtgc
tttaggattt

ctaa

Secuencia Artificial

40

caatgctttt
cccgaaggtt
cgtgctgaag
gattttaaag
aatgtataca
cacaacattg
ggcgatggcc
aaagatccca
attacacatg
accactgcac
attggacgac
cttgacgaga
gagcaagcca
tatggtgtgg
gaattggaga
tttgacatcg
accaaagctg
gatattgatg

tggtacacca

Leu
10

Phe

Gly

22

cccgttatce
atgtacagga
tcaagtttga
aagatggaaa
tcacggcaga
aagatggatc
ctgtcctttt
acgaaaagcg
gcatggatga
cgaccgcggyg
acaagcatat
tggtctacaa
aacgacacaa
aaactgattg
aatacgccaa
ttgacaaagc
ctggtatcat
aaagtggaca

tggatcctge

Leu

Thr
30

His
45

ggatcatatg
acgcactata
aggtgatacc
cattctcgga
caaacaaaag
cgttcaacta
accagacaac
tgaccacatg
gctctacaaa
taccggtaaa
gttcaatttc
ggcatctgat
agatgctgta
gcctgcatat
aaacgaacca
ccaaaatgga
ccaatcatca
actcgatgtt

ttgcgaaaag

Gly Leu Ala Val

15

Gly Val Val Pro

Lys Phe Ser Val

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3624



Ser

Phe

65

Thr

Met

Gln

Ala

Lys

145

Glu

Lys

Gly

Asp

Ala

225

Glu

Lys

Ala

Gly

Ile

Thr

Lys

Glu

Glu

130

Gly

Tyr

Asn

Ser

Gly

210

Leu

Phe

Pro

Gly

Glu

Cys

Phe

Arg

Arg

115

Val

Ile

Asn

Gly

Val

195

Pro

Ser

Val

Gly

Thr
275

Gly

Thr

Ser

His

100

Thr

Lys

Asp

Tyr

Ile

180

Gln

Val

Lys

Thr

Thr

260

Gly

Glu

Thr

Tyr

85

Asp

Ile

Phe

Phe

Asn

165

Lys

Leu

Leu

Asp

Ala

245

Ala

Lys

Gly

Gly

Gly

Phe

Ser

Glu

Lys

150

Ser

Ala

Ala

Leu

Pro

230

Ala

Thr

Leu

Asp

Lys

Val

Phe

Phe

Gly

135

Glu

His

Asn

Asp

Pro

215

Asn

Gly

Pro

Thr

ES 2452 485 Al

Ala

Leu

Gln

Lys

Lys

120

Asp

Asp

Asn

Phe

His

200

Asp

Glu

Ile

Ala

Ser
280

Thr

Pro

Cys

Ser

105

Asp

Thr

Gly

Val

Lys

185

Tyr

Asn

Lys

Thr

Thr

265

Asp

Tyr

Val

Phe

90

Ala

Asp

Leu

Asn

Tyr

170

Ile

Gln

His

Arg

His

250

Thr

Phe

23

Gly

Pro

75

Ser

Met

Gly

Val

Ile

155

Ile

Arg

Gln

Tyr

Asp

235

Gly

Pro

Asp

Lys

Trp

Arg

Pro

Asn

Asn

140

Leu

Thr

His

Asn

Leu

220

His

Met

Thr

Asn

Leu

Pro

Tyr

Glu

Tyr

125

Arg

Gly

Ala

Asn

Thr

205

Ser

Met

Asp

Thr

Pro
285

Thr

Thr

Pro

Gly

110

Lys

Ile

His

Asp

Ile

190

Pro

Thr

Val

Glu

Ala

270

Arg

Leu

Leu

Asp

95

Tyr

Thr

Glu

Lys

Lys

175

Glu

Ile

Gln

Leu

Leu

255

Pro

Trp

Lys

Val

80

His

Val

Arg

Leu

Leu

160

Gln

Asp

Gly

Ser

Leu

240

Tyr

Thr

Ile



ES 2452 485 Al

Gly Arg His Lys His Met Phe Asn Phe Leu Asn Val Asn His Asn Gly
290 295 300

Lys Ile Ser Leu Asp Glu Met Val Tyr Lys Ala Ser Asp Ile Val Ile
305 310 315 320

Asn Asn Leu Gly Ala Thr Pro Glu Gln Ala Lys Arg His Lys Asp Ala
325 330 335

Val Glu Ala Phe Phe Gly Gly Ala Gly Met Lys Tyr Gly Val Glu Thr
340 345 350

Asp Trp Pro Ala Tyr Ile Glu Gly Trp Lys Lys Leu Ala Thr Asp Glu
355 360 365

Leu Glu Lys Tyr Ala Lys Asn Glu Pro Thr Leu Ile Arg Ile Trp Gly
370 375 380

Asp Ala Leu Phe Asp Ile Val Asp Lys Ala Gln Asn Gly Ala Ile Thr
385 390 395 400

Leu Asp Glu Trp Lys Ala Tyr Thr Lys Ala Ala Gly Ile Ile Gln Ser
405 410 415

Ser Glu Asp Cys Glu Glu Thr Phe Arg Val Cys Asp Ile Asp Glu Ser
420 425 430

Gly Gln Leu Asp Val Asp Glu Met Thr Arg Gln His Leu Gly Phe Trp
435 440 445

Tyr Thr Met Asp Pro Ala Cys Glu Lys Leu Tyr Gly Gly Ala Val Pro
450 455 460

Lys Asp Glu Leu

465

<210> 60
<211> 1407
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> secuencia nucleotidica que codifica para crGAP2.2, optimizada
para expresidén en células de ratdn (crGAP3)

<400> 60
atgctcctcet ctgtgeccecct ccteccecteggt cteccectgggac tggccecgtagce caatgacgcc

24



tcaaaaggcg
gtgaacggcc
ctgacactca
acaaccttct
gacttcttta
gacgatggca
agaattgaac
gagtacaact
aaagctaatt
tatcagcaga
tccacacaat
gaatttgtaa
gccactccag
gacttcgata
aaccacaatg
aacaatctcg
ttcggtggeg
tggaagaaac
agaatctggg
ctggatgaat
gaagagacct
acaaggcaac

ggggctgtgce

aagagctgtt
ataaattctc
aatttatctg
catacggcgt
agagcgcaat
attataagac
tgaaagggat
acaactctca
tcaagattag
acacacccat
cagccctgag
cagctgcagg
ccactacacc
atccaagatg
gcaagatatc
gagctactcc
cagggatgaa
tggcaaccga
gcgatgctcect
ggaaggcata
tcagggtctg
acctgggttt

caaaggatga

ES 2452 485 Al

cacaggcgtyg
cgtatcaggce
caccacagga
gcaatgtttt
gccagaagga
aagagccgag
cgattttaaa
taatgtgtac
gcacaacata
aggggacggt
caaggaccct
cattactcac
caccaccgca
gatagggaga
actggacgaa
tgagcaggca
atacggcgta
tgaactcgaa
cttcgatatt
cactaaggca
cgacatagac
ttggtatacc

actgtag

gtccctatce
gagggggaag
aaactgcctg
agcagatatc
tacgtccagg
gtcaaattcg
gaagatggca
ataaccgccg
gaagacggct
ccecgtgetcece
aacgagaaaa
ggaatggacg
cccactgcag
cacaagcata
atggtctaca
aagaggcaca
gagactgatt
aaatacgcta
gtggataaag
gctggaatca
gaatctggcce

atggaccctg

25

tcgtggaact
gagacgccac
tceccatggece
cagaccacat
agaggaccat
agggagacac
acatcctcgg
acaaacagaa
ccgtacagcet
tgccagataa
gagaccatat
agctgtataa
gtaccgggaa
tgttcaattt
aggcatctga
aagacgccgt
ggcccgecta
aaaacgagcc
cacagaatgg
tccaatcctce
agctcgacgt

cttgcgagaa

cgatggagac
atatggaaag
aaccctcegtyg
gaaaaggcat
tagcttcaag
tctcgtgaac
acataagctc
gaacgggatc
ggctgaccac
tcactatctg
ggtcctgctg
gcccggaaca
actgaccagc
tctgaatgtc
cattgtgatc
agaggccttt
tattgagggg
tactctcata
agcaataaca
cgaggattgt
cgatgagatg

actctacggce

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1407
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