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DESCRIPCION

Campo de la invencion

La presente invencién se engloba en el campo biotecnoldgico y farmacéutico. Se refiere a un sensor basado en
células de utilidad para el descubrimiento de farmacos, el diagnéstico y la determinacion de analitos que comprende
una linea celular con exocitosis regulada profesional de los granulos de secrecion que sobreexpresan una hidrolasa
no proteasa seleccionada, preferiblemente, de un grupo que comprende una proteina de fusién a Gaussia luciferasa
con una proteina de direccionamiento al granulo, una fosfatasa alcalina secretable y una cadena beta de la beta-
hexosaminidasa, como posibles polipéptidos indicadores, almacenados en los granulos de secrecion regulada de la
linea celular con exocitosis regulada profesional y que tiene una molécula endégena o una molécula heteréloga
como un modulador de la exocitosis regulada de los granulos de secrecion, de tal modo que el indicador hidrolasa
no proteasa almacenado en dicho granulo tiene por lo menos: una alta resistencia a las condiciones que ya estan
presentes en el interior de los granulos, tales como pH bajo y proteolisis por proteasas; actividad enzimatica después
de la exocitosis; un sustrato altamente especifico; ausencia de toxicidad, especialmente después de la
descongelaciéon de las células; un nivel muy bajo de secrecién en condiciones no estimuladas o basales y una
elevada sefal respecto a la actividad de fondo en un medio compatible con la viabilidad del cultivo celular y la
exocitosis de los granulos para una deteccién de alto rendimiento robusta y sensible.

Cuando el sensor basado en células se incuba con un ligando especifico del modulador de la exocitosis, el
polipéptido indicador se libera de los granulos en el medio extracelular y la actividad enzimatica de ese polipéptido
indicador de tipo hidrolasa no proteasa liberado, se detecta con un sustrato especifico.

Dicho sensor basado en células sensible es util para analizar las interacciones entre al menos dos moléculas, una
que actia como modulador de la exocitosis y la otra como el ligando especifico del modulador de la exocitosis.
Ejemplos de usos de tales sensores son: analizar las interacciones entre moléculas en el descubrimiento de
farmacos, cuantificar moléculas tales como proteinas o compuestos organicos volatiles para el diagnéstico y para la
deteccion de farmacos o moléculas en varias muestras, por ejemplo, en la industria alimentaria, en muestras
ambientales y en la industria farmacéutica.

Estado de la técnica

La superfamilia del receptor acoplado a la proteina G (GPCR) representa la principal parte de los mas de 1000
receptores de superficie que se expresan en la membrana de las células eucariotas.

Los GPCR son fundamentales para la comunicacion de las células con sus medios extracelulares, pero también
para la vision, el gusto y el olfato. Asi, los métodos para medir y/o cuantificar la activacion o inhibicion de la actividad
de los GPCR por compuestos, son fundamentales para el descubrimiento de farmacos y también para el diagnéstico
de enfermedades.

La exocitosis de las células hematopoyéticas con exocitosis regulada profesional es muy bien conocida en el estado
de la técnica, asi como la exocitosis inducida por la unién de un agonista al GPCR. Pero tales exocitosis siempre se
miden como un porcentaje porque hay una fuerte variabilidad en la cantidad de enzima almacenada en los granulos
de las células, por ejemplo, la cantidad de beta-hexosaminidasa. Con el fin de determinar un porcentaje de
exocitosis, se hace una primera medida para cuantificar la cantidad de liberacién inducida por el ligando de la
enzima almacenada en el granulo después de la unién del ligando y el receptor y, a continuacién, las células se
someten a lisis con detergentes, se incuban de nuevo y se determina la enzima total almacenada dentro de las
células. El valor de fondo de las células no estimuladas se resta tanto de la liberacién inducida por el ligando, como
de la liberacion total, siendo por lo tanto el porcentaje de exocitosis la relacion entre la liberacion especifica inducida
por el ligando y la liberacién especifica total. Pero esta determinacion del porcentaje de liberacion tiene varios pasos
que aumentan el coste de los ensayos, aumentan el tiempo de ensayo y, por lo tanto, reducen el rendimiento.
Ademas, el porcentaje de la exocitosis es en muchos casos muy bajo y, por lo tanto, este ensayo tiene una baja
sensibilidad.

Se habia demostrado previamente en el documento PCT/EP2010/004619 por los inventores de la presente solicitud
de patente, que ciertas proteasas, tales como la granzima B humana, pueden estar sobreexpresadas en el interior
de dichos granulos de células hematopoyéticas con exocitosis profesional, teniendo dicho ensayo una mejor relacion
entre la sefial y el fondo, y que no hay una produccion estable de la proteasa dentro de los granulos, de manera que
no es necesario el porcentaje de exocitosis para comparar la exocitosis entre dos experimentos. Como se cita en el
documento PCT/EP2010/004619, el indicador mas ampliamente utilizado para la secrecién de granulos es la beta-
hexosaminidasa endégena, pero esta proteina se ha considerado tradicionalmente un indicador de baja sensibilidad
con una baja relacion entre la sefial y el fondo y una fuerte variabilidad entre los experimentos debido a una gran
variacion de la cantidad de enzima almacenada en los granulos a lo largo del tiempo. En consecuencia, aunque el
documento PCT/EP2010/004619 divulga el posible uso de la beta-hexosaminidasa como indicador, esta no puede
ser considerada como una divulgacion suficiente de la presente invencidn porque las ensefianzas de
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PCT/EP2010/004619 no permiten a la persona experta en la materia el uso de beta-hexosaminidasa como indicador
porque de hecho la divulgacion hecha en esa técnica anterior, se aparta de dicho uso explicando por qué la beta-
hexosaminidasa no es un indicador fiable. Por otra parte, en la presente invencioén, la beta-hexoaminidasa no se
utiliza como tal indicador, sino sélo la cadena beta de la enzima y sobreexpresada.

Ademas, la sobreexpresion de las proteasas, tales como la granzima B, en el interior de los granulos de las células
hematopoyéticas, es tdxica para las células, en particular después de la descongelacion de las células, donde
alrededor del 30 al 40 por ciento de las células murieron 24 horas después de la descongelacion.

La presente invencién se centra en el desarrollo de un sensor basado en células, que comprende indicadores que
son diferentes a los indicadores usados en los sensores basados en células conocidos en la técnica anterior.

Descripcion de la invencion

Breve descripcioén de la invencion

La presente invencion supera los problemas citados anteriormente demostrando que otras hidrolasas, que no son
proteasas, no son téxicas cuando se sobreexpresan en el interior de los granulos de células descongeladas y
permiten el desarrollo de sensores muy sensibles. En particular, algunas glicosidasas, tales como la cadena B de la
beta-hexosaminidasa y fosfatasas tales como la fosfatasa alcalina secretable, se almacenan en niveles altos en el
interior de los granulos de células hematopoyéticas con exocitosis regulada profesional y son detectadas por la
exocitosis inducida mediante un ligando con una alta relacion entre la sefial y el fondo, y con baja variabilidad
interensayo. Ademas, la presente invencion también demuestra que las anteriores realizaciones especificas de la
invencion se pueden generalizar a otras hidrolasas no proteasas que normalmente no estan almacenadas dentro de
los granulos y que pueden ser redirigidas a los granulos por medio de polipéptidos de direccionamiento al granulo.
Por ejemplo, la Gaussia luciferasa es una hidrolasa no proteasa que normalmente no se almacena dentro de
granulos y que puede ser redirigida al granulo por medio de un polipéptido de direccionamiento al granulo, tal como
la granzima B, sobreexpresada y almacenada en los granulos y liberada como beta-hexosaminidasa por exocitosis
inducida por ligando. De este modo, las células hematopoyéticas que sobreexpresan hidrolasas no proteasa toxicas
se convierten en sensores sensibles basados en células con baja variabilidad para medir la exocitosis.

Los siguientes términos y expresiones se definen a los efectos de la presente invencion:

e Sensor: Es un tipo de transductor. Transductor se define como cualquier dispositivo que convierte una sefial de
una forma a otra. Los sensores que transducen una sefial bioldgica son llamados biosensores.

o Exocitosis regulada: Se refiere a un proceso en el que células especializadas secretan neurotransmisores,
hormonas, enzimas, péptidos o sustancias de bajo peso molecular (por ejemplo, catecolaminas, glutamato, etc.).
Normalmente, un aumento de la concentracion intracelular de Ca2+ es el detonante de la exocitosis, pero hay
otras sefales intracelulares, incluyendo AMPc, diacilglicerol (DAG), fosfolipidos y ATP, que también regulan o
modulan la exocitosis desencadenada por Ca2+. Células con exocitosis regulada profesional se refiere a las
células que normalmente almacenan metabolitos o polipéptidos dentro de sus granulos y que liberan dichos
metabolitos o polipéptidos almacenados en los granulos como respuesta a una sefial extracelular.

e Granulos de secrecion o vesiculas secretoras o lisosomas secretores: Son organulos intracelulares
especializados que sirven como un grupo de organulos de almacenamiento para productos de secrecion
seleccionados. Los granulos de secrecidn se mueven hacia la periferia de la célula por un estimulo o un
modulador, sus membranas se fusionan con la membrana celular y se libera su carga de contenido. Aunque en
la mayoria de los tipos de células, los granulos de secrecion parecen representar una clase completamente
nueva de organulos, los granulos de varias células hematopoyéticas y de otros tipos de células comparten varias
propiedades con los lisosomas.

o Células hematopoyéticas: Son células derivadas de células madre de la médula ésea y comprenden todos los
tipos de células sanguineas que incluyen los linajes mieloide (monocitos y macréfagos, neutréfilos, basdfilos,
eosindfilos, eritrocitos, megacariocitos/plaquetas y algunas células dendriticas) y linfoide (linfocitos T, linfocitos B,
células NK, algunas células dendriticas).

o Linea celular con exocitosis regulada: Tal como se usa en la presente memoria, las expresiones “célula con
exocitosis regulada”, “linea celular secretora profesional” y “linea celular con exocitosis regulada profesional” se
pueden usar indistintamente. Para los métodos de la presente invencion, las lineas celulares importantes son
lineas de células hematopoyéticas con exocitosis regulada profesional.

o Polipéptido indicador o indicador: Es un gen que los investigadores unen a otro gen de interés en un cultivo
celular, de animales o plantas. Ciertos genes son elegidos como indicadores porque las caracteristicas que
confieren a los organismos que los expresan se identifican y miden faciimente, o porque son marcadores
seleccionables. Los genes indicadores se utilizan generalmente para determinar si el gen de interés ha sido
incorporado por o expresado en la poblacidon de células u el organismo. Los genes indicadores en la presente
memoria son polipéptidos almacenados dentro de los granulos de secrecion de las lineas de células secretoras
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profesionales como ciertas células hematopoyéticas, y se liberan en el medio extracelular debido a un estimulo o
un modulador de la exocitosis.

Polipéptido de direccionamiento al granulo: Es un polipéptido que se almacena de forma natural en el interior
de los granulos de las células con exocitosis regulada. Tales polipéptidos contienen tanto secuencias conocidas
como desconocidas que dirigen las proteinas a los granulos. Ejemplos de tales polipéptidos de direccionamiento
al granulo comprenden beta-hexosaminidasa, p-selectina, granzimas tales como A, B, M, H, K, catepsinas. Las
proteinas que normalmente no se almacenan en granulos pueden ser almacenadas en granulos construyendo
una proteina de fusioén con polipéptidos de direccionamiento al granulo. En la presente invencion se utiliza el
término “redirigir’ para describir el hecho de que una proteina que normalmente no se almacena en granulos se
puede fusionar con otra y la proteina resultante se puede almacenar también en granulos.

Hidrolasa: Es una enzima que cataliza la hidrdlisis de un enlace quimico. Las hidrolasas se clasifican en el
grupo 3 en la clasificacion numero EC de las enzimas y pueden ser clasificadas a su vez en varias subclases, en
base a los enlaces sobre los que actuan: esterasas que escinden un enlace éster como las nucleasas,
fosfodiesterasas, lipasa, fosfatasa; glicosilasas que escinden azlcares y proteasas, que comprendan granzimas,
o peptidasas, que escinden un enlace peptidico.

Hidrolasa no proteasa: Es una enzima que cataliza la hidrélisis de un enlace quimico diferente a un enlace
peptidico.

Modulador de la exocitosis regulada: Se refiere a un compuesto, molécula, o composicion que es capaz de
alterar una o mas vias de transduccion de sefiales en etapas posteriores implicadas en el proceso de exocitosis
regulada. Esta alteracién en la actividad abarca la inhibicion (es decir, el compuesto, molécula o composicion es
un “inhibidor” de la exocitosis), asi como la estimulacién, la induccién o la mejora (es decir, el compuesto,
molécula o composicion es un “estimulador”, “inductor” o “potenciador” de la exocitosis). Estos moduladores se
identifican utilizando ensayos in vitro y/o in vivo. En estos ensayos, los controles se utilizan con el fin de permitir
las comparaciones entre muestras.

Descubrimiento de farmacos: Se refiere a un proceso mediante el cual se describen y/o disefian farmacos.
Como se usa en la presente memoria, el descubrimiento de farmacos comprende la identificacion de farmacos y
modificaciones para afinidad, efectos secundarios, biodisponibilidad y también para probar el efecto de un
farmaco previamente lanzado al mercado en una nueva indicacién terapéutica, un proceso también conocido
como reperfilado.

Gen: Es la unidad fisica y funcional fundamental de la herencia. En términos bioquimicos, un gen es una
secuencia ordenada de nucleédtidos localizados en una posicion particular en un cromosoma particular que
codifica un producto funcional especifico (es decir, una proteina o una molécula de ARN). En la presente
memoria, un gen se compone no solo de las secuencias codificantes, sino que también puede comprender
regiones de ADN adyacentes implicadas en el control de la transcripcién de las secuencias codificantes (por
ejemplo, promotores, potenciadores) e intrones. Las secuencias que estan localizadas en 5' de la region
codificante y que estan presentes en el ARNm se denominan secuencias 5' no traducidas. Las secuencias que
estan localizadas en 3' o en direccion 3' de la region codificante y que estan presentes en el ARNm se
denominan secuencias 3' no traducidas. El término “gen” abarca tanto el ADNc como las formas gendmicas de
un gen. Una forma gendmica o clon de un gen contiene la regién codificante interrumpida con secuencias no
codificantes denominadas “intrones” o “regiones intercaladas” o “secuencias intercaladas”. Los intrones son
segmentos de un gen que se transcriben en ARN nuclear heterogéneo (ARNnh); los intrones pueden contener
elementos reguladores tales como potenciadores. Los intrones se eliminan o “se cortan” del transcrito nuclear o
primario; por tanto, los intrones estan ausentes en el transcrito de ARN mensajero (ARNm). EIl ARNm actua
durante la traduccién para especificar la secuencia o el orden de los aminoacidos en un polipéptido naciente.
“Introducido de forma estable” o “transformado de forma estable” o “transducido de forma estable” o
“transfectado de forma estable” o “electroporado de forma estable”. Se refiere a la fraccion de células con
el ADN extrafio deseable integrado en su genoma. Dependiendo del vector de expresion y de la técnica de
transfeccion utilizada, solo una fraccion de las células puede integrar ADN extrafio en su genoma. Con el fin de
identificar y seleccionar estos integrantes, un gen que codifica un marcador seleccionable (por ejemplo,
resistencia a antibidticos) se introduce generalmente en las células hospedadoras junto con el gen de interés.
Los marcadores seleccionables preferidos incluyen aquellos que confieren resistencia a farmacos, tales como
G418, higromicina y puromicina. El acido nucleico que codifica un marcador seleccionable puede introducirse en
una célula hospedadora en el mismo vector que el que codifica un producto de traduccion detectable, o puede
introducirse en un vector separado. Las células transfectadas de forma estable con el acido nucleico introducido
pueden identificarse por seleccién de farmacos (por ejemplo, las células que han incorporado el gen marcador
seleccionable sobreviviran, mientras que las otras células moriran).

Receptor de superficie: Se refiere a moléculas que existen en la superficie de las células, interactian con el
medio ambiente extracelular y transmiten o transducen la informaciéon relativa al medio ambiente
intracelularmente de una manera que en Ultima instancia modulan la transcripcion de promotores especificos, lo
que tiene como resultado la transcripcion de genes especificos. Ejemplos de receptor de superficie son
receptores tirosina quinasa, los receptores de canales idnicos, receptores de citocinas, receptores de
quimiocinas o receptores acoplados a la proteina G (GPCR), tales como receptores quimioatrayentes de
péptidos, receptores de neuropéptidos, fotorreceptores, receptores de neurotransmisores o receptores de
hormonas polipeptidicas.

Receptores acoplados a la proteina G (GPCR), también conocidos como receptores de siete dominios
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transmembrana, receptores 7TM, receptores heptahelicoidales y receptores ligados a la proteina G
(GPLR): Son una gran familia de proteinas de receptores transmembrana caracterizados por siete dominios que
atraviesan la membrana con un extremo N-terminal extracelular y un extremo C-terminal citoplasmatico. La union
del ligando a los GPCR promueve cambios conformacionales que conducen al acoplamiento de la proteina G
pequefia, a la iniciaciéon de las vias de transduccion de sefiales y en ultima instancia a las respuestas celulares.
Los ligandos que se unen y activan a estos receptores incluyen compuestos sensibles a la luz, olores,
feromonas, hormonas y neurotransmisores, y varian en tamafo desde pequefias moléculas, pasando por
péptidos, hasta proteinas grandes. Los receptores acoplados a la proteina G se encuentran sélo en eucariotas
superiores, incluyendo levaduras, plantas y, especialmente, animales. Los receptores acoplados a la proteina G
no solo estan implicados en muchas enfermedades, sino que también son la diana de cerca de la mitad de todos
los farmacos modernos.

GPCR: Operan a través de un mecanismo molecular similar. La activacién del GPCR por estimulos
extracelulares provoca cambios conformacionales en el receptor, lo que tiene como resultado el acoplamiento
intermedio y la activacion de las proteinas de unién a GTP (proteinas G). Las proteinas G son de naturaleza
heterotrimérica y estan compuestas de subunidades alfa (a), beta (B) y gamma (y) codificadas por genes
distintos. La subunidad alfa es responsable de la unién de GDP y GTP. La unién de un ligando a un GPCR tiene
como resultado una transicion de la subunidad alfa (a) de una forma unida a GDP a una forma unida a GTP y
conduce a la activacién del heterotrimero a través de la disociacion del a-GTP del dimero By. Tanto a-GTP como
el dimero By regulan las actividades de una variedad de efectores que transmiten la sefial al interior de la célula a
través de la produccién de moléculas de tipo segundo mensajero (por ejemplo, calcio, AMPc, etc.). Existen por lo
menos 17 genes Galfa (Ga) y los miembros de las proteinas G se pueden agrupar en cuatro clases principales
denominadas Gai/o, Gag/11, Gas y Gaiz13. (Véase, por ejemplo, Preininger AM y Hamm HE. Sci. STKE 2004, re3
y Cabrera-Vera TM et al. Endocr Rev. 2003 Dec; 24(6):765-81). Como se usa en la presente memoria, un GPCR
comprende receptores acoplados a cualquiera de Gailo, Gag/11, Gas y Ga12/13.

Receptor con actividad enzimatica tirosina quinasa (RTK) intrinseca: Son receptores de superficie celular de
alta afinidad de muchos factores de crecimiento polipeptidicos, citocinas y hormonas. De los noventa genes de
tirosina quinasa identificados en el genoma humano, 58 codifican para los receptores proteicos tirosina quinasa.
La mayoria de los RTK son receptores de una subunidad, pero algunos, por ejemplo, el receptor de la insulina
existe en forma de complejos multiméricos. Cada monémero tiene un Unico dominio transmembrana, una region
N-terminal extracelular y una region C-terminal intracelular. La region N-terminal extracelular se compone de un
dominio de proteina muy grande que se une a ligandos extracelulares (por ejemplo, un factor de crecimiento
particular). La region C-terminal intracelular estd comprendida por dominios reguladores y dominios reguladores
responsables de la actividad quinasa de estos receptores, los cuales fosforilan especificamente los aminoacidos
tirosina.

Receptores quiméricos: Estos se basan en un receptor artificial que combina partes de un receptor con partes
de otro receptor, fragmentos de proteinas, etiquetas y cualquier combinacion de los mismos, incluyendo tanto los
dominios completos como porciones de los mismos. En general, una proteina quimérica o “proteina de
fusiéon” es un polipéptido que comprende al menos una porcion del producto de proteina deseado fusionado con
al menos otra secuencia de péptido o a otro polipéptido.

Vector o vector plasmidico o plasmido: El término “vector” se utiliza para referirse a una molécula de acido
nucleico portadora, en la que se puede insertar una secuencia de acido nucleico, para introducirse en una célula
en la que se puede replicar. Una secuencia de acido nucleico puede ser “exégena”, lo que significa que es
extrafia a la célula en la que se esta introduciendo el vector o que la secuencia es homdloga a una secuencia de
la célula, pero en una posicion dentro del acido nucleico de la célula hospedadora en la que no se encuentra la
secuencia normalmente. Los vectores incluyen plasmidos, césmidos, virus (bacteriéfagos, virus animales y virus
de plantas) y cromosomas artificiales (por ejemplo, YAC). Un experto en la materia estara bien equipado para
construir un vector mediante técnicas recombinantes estandar (véase, por ejemplo, Maniatis, et al., Molecular
Cloning, A Laboratory Manual (Cold Spring Harbor, 1990) y Ausubel, et al., 1994, Current Protocols In Molecular
Biology (John Wiley & Sons, 1996), ambos incorporados en la presente memoria por referencia).

Vector de expresion: El término “vector de expresion” se refiere a cualquier tipo de construccion genética que
comprende un acido nucleico que codifica un ARN capaz de ser transcrito. Los vectores de expresion
normalmente comprenden al menos un promotor y una sefal poli-A. Un promotor es una secuencia de control
que es una regidn de una secuencia de acido nucleico en la que se controlan la iniciacién y la velocidad de la
transcripcion. Una seiial poli-A o senal de terminacion comprende una secuencia de ADN implicada en la
terminacion especifica de un transcrito de ARN por una ARN polimerasa. Un terminador puede ser necesario in
vivo para lograr niveles de mensaje deseables.

Promotores: Los promotores son secuencias de ADN que contienen regiones implicadas en el control de la
transcripcion de las secuencias codificantes adyacentes. Las secuencias reguladoras de ADN especificas
localizadas lejos del sitio de inicio de la transcripcion del promotor son denominadas potenciadores. Otras
secuencias de los promotores comprenden la secuencia caja TATA que se une a las proteinas de unién a TATA
que ayudan a la formacién del complejo transcripcional de la ARN polimerasa. Sin embargo, las secuencias
relevantes tienen una gran variabilidad entre los diferentes promotores. Por comparacion de diferentes
promotores se han determinado secuencias de consenso. El grado en que un promotor dado se ajusta a la
secuencia consenso determina la fuerza de ese promotor. Cuanto mas se aproxima la secuencia a la secuencia
consenso, mas fuerte sera el promotor y mas frecuentemente ocurrira la transcripcion en ese promotor. La fuerza
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del promotor es importante porque determina la frecuencia con la que se transcribe una secuencia dada de
ARNm, dando efectivamente una mayor prioridad a la transcripciéon de algunos genes sobre otros. Por ejemplo,
en el caso de un gen que codifica una proteina que se requiere en grandes cantidades, cabe esperar que tenga
un promotor relativamente fuerte. Por lo tanto, la clasificacion de los promotores como fuertes o débiles es una
clasificacion relativa, donde los promotores fuertes son aquellos transcritos con mas frecuencia que los
promotores débiles. Por lo tanto, como se usa en la presente memoria, un promotor fuerte es uno transcrito con
mas frecuencia relativamente que otros promotores y que produce niveles de proteina mas altos que los
promotores débiles. Ejemplos de promotores fuertes son el promotor de CMV, el promotor del factor de
elongacion 1 alfa y un promotor quimérico entre el CMV y el promotor MOMLV5'LTR.

Sobreexpresion: una proteina puede ser sobreexpresada en una linea celular mediante el uso de un vector de
expresion ya sea para aumentar los niveles previamente existentes de una proteina en dicha linea celular o para
producir grandes cantidades de una proteina en dicha linea celular. Por lo general, los vectores de expresion
utilizados para la sobreexpresién de proteinas son promotores constitutivos fuertes o promotores inducibles
fuertes.

Péptido senal o una secuencia sefal: Un péptido seinal es una cadena peptidica corta (de 3 a 60 aminoacidos
de longitud) que dirige el transporte posterior a la traduccion de una proteina. Los péptidos sefial también son
denominados senales de direccionamiento, secuencias senal, péptidos de transito o sefales de
localizacion. Las secuencias de aminoacidos de los péptidos sefial dirigen a las proteinas (que se sintetizan en
el citosol) hasta ciertos organulos tales como el nucleo, matriz mitocondrial, reticulo endoplasmatico, cloroplasto,
apoplasto y peroxisoma. Algunos péptidos sefial son escindidos de la proteina mediante la peptidasa sefal
después de transportarse las proteinas.

Etiqueta peptidica: Las etiquetas peptidicas son péptidos cortos que se pueden utilizar para detectar proteinas,
por ejemplo, con anticuerpos cuando los anticuerpos especificos de la proteina no estan disponibles, o para la
purificacion de proteinas. Ejemplos de etiquetas peptidicas conocidas que podrian ser utlizadas para la
deteccion de la superficie celular y separacion son la etiqueta c-myc, la etiqueta HA y la etiqueta FLAG™. En
general, para la deteccion en la superficie y separacion se podria utilizar cualquier etiqueta peptidica para la cual
haya disponible una proteina de unién especifica, siempre que dicha proteina de union especifica esté marcada
directa o indirectamente con un fluoréforo o, por ejemplo, con una esfera para la separacion de la superficie.
Secrecion basal: Secrecidon basal se refiere a la cantidad relativa de proteina secretada por las células en
ausencia de un modulador de la exocitosis celular. En casi todos los tipos de células secretoras, se puede
detectar un nivel de secrecion basal. No se sabe si la secrecion basal resulta de la liberacién de la proteina
almacenada en granulos o de una fraccidon de la proteina recién sintetizada que se separa de los granulos de
secrecion. (Véase, por ejemplo, Burgoyne RD y Morgan A. Physiol Rev (2003) 83: 581-632).

Molécula de ADN recombinante (ADNTr): Se refiere a una molécula de ADN producida uniendo operativamente
una secuencia de acido nucleico, tal como un gen, a una secuencia de una molécula de ADN.

Transformacion o transfeccion: Se refiere, como se usa en la presente memoria, a la introduccién de ADN
extrafio en las células (por ejemplo, células procariotas o eucariotas). La transformacion puede llevarse a cabo
mediante una variedad de medios conocidos en la técnica, incluyendo Is co-precipitacion de ADN con fosfato de
calcio, la trasfeccion mediada por DEAE-dextrano, la trasfeccion mediada por polibreno, electroporacion,
microinyeccion, fusidon de liposomas, lipofeccion, fusién de protoplastos, infeccion retroviral y biolistica. En
particular, la transfeccién en células eucariotas puede ser transitoria cuando no esta incluido un antibiético
adecuado en los medios de cultivo celular para la seleccion de las células que llevan una integracion estable del
ADN en los cromosomas. Los vectores plasmidicos para la seleccidén estable deben tener un marcador
seleccionable que se exprese en las células que han de ser seleccionadas con un antibiético.

Que comprende: Esta expresion, a lo largo de la presente memoria descriptiva de la patente, incluye,
especificamente, la expresion “que consiste en”, cuando se refiere, en particular, a las secuencias bioldgicas,
como secuencias de aminoacidos o de nucledtidos. Se entiende que la secuencia puede comprender o bien un
fragmento en el que reside principalmente la invencion, tomada como la actividad bioldgica o efecto técnico,
opcionalmente conjuntamente con otros fragmentos de secuencias o partes de secuencias; o simplemente,
limitarse precisamente al fragmento como tal.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1. Se muestra el concepto general de la presente invencion, usando una hidrolasa no proteasa como un
indicador de un granulo almacenado, el receptor de IgE como el receptor de superficie celular que modula la
exocitosis del granulo y un sustrato que es escindido por el indicador hidrolasa no proteasa almacenado en el
granulo secretado para deteccion. El tratamiento de las células con un antigeno multimérico (por ejemplo, un
alergeno) que se une al receptor de alta afinidad unido a IgE, induce la liberacidon de la hidrolasa no proteasa
almacenada en el granulo y dicha hidrolasa no proteasa escinde el sustrato para producir un producto final
fluorescente. Usando este sustrato especifico de la enzima indicadora secretada, se puede determinar la
interaccion ligando-receptor.

Figura 2. Dibujo del concepto general de la presente invencion, utilizando una hidrolasa no proteasa como
indicadora almacenada en el granulo, un GPCR como el receptor de superficie celular que modula la exocitosis
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del granulo y un sustrato fluorescente escindido por el indicador hidrolasa almacenado en el granulo, secretado
para la deteccién. El tratamiento de las células con un agonista del GPCR induce la liberaciéon de la hidrolasa
almacenada en el granulo y dicha hidrolasa escinde el sustrato para producir un producto final fluorescente.
Usando un sustrato especifico de la enzima indicadora secretada, se puede determinar la interaccion ligando-
receptor.

Figura 3. Estructura general de vectores plasmidicos representativos de la presente invencién. Mapa del vector
plasmidico con resistencia a higromicina utilizado para expresar de forma estable la cadena beta de la HEXB, la
fosfatasa alcalina secretable (SEAP) o una proteina quimérica producida como una fusién de la granzima B con
la Gaussia luciferasa bajo el control de un promotor constitutivo fuerte quimérico hCMV-MoMLV5'-LTR (A) o del
promotor inducible de tetraciclina (B).

Descripcion detallada de la invencién

Como se cita anteriormente, la presente invencion se refiere a un sensor basado en células, de utilidad para el
descubrimiento de farmacos, el diagndstico y la determinaciéon de analitos. que comprende una linea celular con
exocitosis regulada profesional de los granulos de secrecidn, que sobreexpresan una hidrolasa no proteasa
seleccionada, preferiblemente de un grupo que comprende una proteina de fusién de Gaussia luciferasa con una
proteina de direccionamiento al granulo, una fosfatasa alcalina secretable y una cadena beta de la beta-
hexosaminidasa, como posibles polipéptidos indicadores, almacenados en los granulos de secrecion regulada de la
linea celular con exocitosis regulada profesional, y que tiene o una molécula endégena o una molécula heteréloga
como un modulador de la exocitosis regulada de los granulos de secrecion. Dicho indicador hidrolasa no proteasa
almacenado en dicho granulo tiene por lo menos: una alta resistencia a las condiciones que ya estan presentes en el
interior de los granulos, tales como pH bajo y proteolisis por proteasas; actividad enzimatica después de la
exocitosis; un sustrato altamente especifico; ausencia de toxicidad, especialmente después de la descongelacion de
las células; un nivel muy bajo de secrecion en condiciones no estimuladas o basales y una elevada sefal respecto a
la actividad de fondo en un medio compatible con la viabilidad del cultivo celular y la exocitosis de los granulos para
una deteccién de alto rendimiento robusta y sensible.

Cuando se incuba el sensor basado en células con un ligando especifico del modulador de la exocitosis, el
polipéptido indicador se libera de los granulos en el medio extracelular y la actividad enzimatica de dicho polipéptido
indicador liberado se detecta con un sustrato especifico.

El sensor basado en células de la presente invencién comprende, por lo tanto: una linea celular hematopoyética con
exocitosis regulada profesional; un indicador hidrolasa no proteasa almacenado en el granulo transfectado y
sobreexpresado en dicha linea celular hematopoyética, estando dicho indicador almacenado en el granulo bajo el
control de un promotor adecuado; un modulador de la exocitosis, por ejemplo, un receptor de superficie, como un
GPCR, bajo el control de un promotor adecuado, y un sustrato especifico para la detecciéon del indicador hidrolasa
no proteasa almacenado en el granulo secretado.

Dicho sensor sensible basado en células es util para analizar las interacciones entre al menos dos moléculas, una
que actia como modulador de la exocitosis y la otra como el ligando especifico del modulador de la exocitosis.
Ejemplos de usos de tales sensores son: analizar las interacciones entre moléculas en el descubrimiento de
farmacos, cuantificar moléculas tales como proteinas para el diagndstico y la deteccion de farmacos o moléculas en
varias muestras, por ejemplo, en la industria alimentaria, en muestras ambientales y en la industria farmacéutica.

El sensor de la presente invencion es muy sensible y por lo tanto utiliza una menor cantidad de células que los
sensores disponibles en la actualidad, su respuesta es mas rapida que los sensores basados en promotores
inducibles, no se necesita lisis para la liberacion de los indicadores, la sefial puede ser medida, ya sea en modo de
punto final o en modo cinético, todos los reactivos se pueden mezclar y luego leer, no son necesarias etapas de
lavado o detencion, aumentando por lo tanto el rendimiento, se obtiene una sefal estable y alta frente al fondo para
un ensayo robusto con baja variabilidad entre los experimentos interensayo y se observa ausencia de toxicidad,
especialmente después de la descongelacion de las células.

La presente invencién demuestra que otras hidrolasas, que no son proteasas, no son téxicas cuando se
sobreexpresan en el interior de los granulos de las células descongeladas, y permiten el desarrollo de sensores muy
sensibles. En particular, algunas glicosidasas, tales como la cadena 3 de la beta-hexosaminidasa y fosfatasas tales
como la fosfatasa alcalina secretable, se almacenan en niveles altos en el interior de los granulos de las células
hematopoyéticas con exocitosis regulada profesional y son detectadas por exocitosis inducida por ligando con una
alta relacion entre la sefial y el fondo y con baja variabilidad interensayo. Ademas, la presente invenciéon también
demuestra que las anteriores realizaciones especificas de la invencién se pueden generalizar a otras hidrolasas no
proteasas que normalmente no estan almacenadas dentro de los granulos y que pueden ser redirigidas a los
granulos por medio de polipéptidos de direccionamiento al granulo. Por ejemplo, la Gaussia luciferasa es una
hidrolasa no proteasa que normalmente no se almacena dentro de granulos y que puede ser redirigida al granulo por
medio de un polipéptido de direccionamiento al granulo, tal como la granzima B, sobreexpresada y almacenada en
los granulos y liberada como beta-hexosaminidasa por exocitosis inducida por ligando. De este modo, las células
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hematopoyéticas que sobreexpresan hidrolasas no proteasas toxicas se convierten en sensores sensibles basados
en células con baja variabilidad para medir la exocitosis.

Por lo tanto, esta invencién se basa en el descubrimiento de que las hidrolasas no proteasa pueden ser
sobreexpresadas sin toxicidad en los granulos de células de mamifero con exocitosis regulada profesional para
producir sensores basados en células altamente sensibles utiles para medir la exocitosis con baja variabilidad.

La presente invencion se beneficia de una solicitud de patente anterior PCT/EP2010/004619 y todas las ensefianzas
relacionadas con las células, promotores, moduladores de la exocitosis se incorporan aqui por referencia.

CELULAS UTILIZADAS EN LA PRESENTE INVENCION

La presente invencién se refiere a un sensor basado en células de utilidad para el descubrimiento de farmacos, el
diagnostico y la determinacién de analitos, que comprende una linea celular con exocitosis regulada profesional de
los granulos de secrecion, transfectada con una hidrolasa no proteasa como un polipéptido indicador almacenado en
los granulos de secrecion regulados de la linea celular con exocitosis regulada profesional y que tiene una molécula
enddégena o una molécula heteréloga como un modulador de la exocitosis regulada de los granulos de secrecion,
teniendo dicho indicador hidrolasa no proteasa almacenado en dicho granulo por lo menos: una alta resistencia a las
condiciones que ya estan presentes en el interior de los granulos, tales como pH bajo y proteolisis por otras
proteasas; actividad enzimatica después de la exocitosis; ausencia de toxicidad, especialmente después de la
descongelacion de las células; un sustrato altamente especifico; un nivel muy bajo de secrecion en condiciones no
estimuladas o basales y una elevada sefial respecto a la actividad de fondo en un medio compatible con la viabilidad
del cultivo celular y la exocitosis de los granulos para una deteccion de alto rendimiento robusta y sensible.

Los granulos de secrecion y su exocitosis regulada son bien conocidos en el estado de la técnica y se han estudiado
mas extensamente en unos pocos tipos celulares elegidos bien como sistemas modelo debido a determinadas
ventajas experimentales, o bien debido a su interés fisiolédgico o fisiopatoldgico fundamental (véase, por ejemplo,
Burgoyne, RD and Morgan, A. Physiological Reviews, Vol. 83, No. 2, Abril 2003, pp. 581-632). Probablemente los
tipos celulares mas estudiados han sido la célula suprarrenal cromafin (y su linea celular tumoral homdéloga PC12),
las células beta pancreaticas y las células hematopoyéticas como mastocitos, plaquetas y neutrofilos, aunque
también ocurre exocitosis de granulos de secrecién en muchos tipos de células neuroendocrinas y endocrinas
diferentes para la secrecion de péptidos y de otras hormonas, y en las células exocrinas para la secrecion de
enzimas digestivas. Ademas, se ha demostrado que, incluso en las lineas celulares secretoras no profesionales,
tales como las lineas celulares fibroblastoides (células CHO), existe una via para la exocitosis regulada por Ca2+, y
probablemente todos estos tipos de células podrian poseer una via de exocitosis regulada, es decir, los lisosomas
convencionales que pueden ser activados por Ca2+ para experimentar exocitosis. Pero los lisosomas secretores son
una clase distinta de organulos secretores regulados y esta capacidad exocitica los distingue claramente de los
lisosomas convencionales. Aunque los lisosomas convencionales también pueden fusionarse con la membrana
plasmatica y liberar su contenido soluble después de la estimulacién (1), el alcance de la secrecidn de las enzimas
lisosdmicas de células tales como fibroblastos y células epiteliales, desencadenada por Ca2+, tiende a ser sélo del
10-20% (2). En comparacion, hasta el 80% de los marcadores lisosomales se liberan tras un desencadenante
fisiolégico de las células que poseen lisosomas secretores, denominadas en la presente memoria, células con
exocitosis regulada profesional. Asi, las células preferidas para los métodos de la presente invencion se seleccionan
de un grupo que comprende células con exocitosis regulada profesional. Uno de los grupos mas diversos de células
con exocitosis regulada profesional es el que comprende células hematopoyéticas tales como neutrdfilos, basofilos,
eosindfilos, linfocitos T, tales como linfocitos T citotoxicos y células asesinas naturales (células NK). Es fundamental
para el funcionamiento normal de todas las células, la exocitosis regulada de grandes cantidades de componentes
almacenados como hidrolasas, tales como proteasas, glicosidasas y fosfatasas. Asi, las células hematopoyéticas
con exocitosis regulada profesional son células altamente relevantes para los métodos de la presente invencion.

En una realizacién de la presente invencién, las células se seleccionan de un grupo de lineas celulares
hematopoyéticas con exocitosis regulada profesional seleccionadas a partir de células tales como linfocitos T
citotoxicos, neutréfilos, mastocitos, y basdfilos, que utilizan sus lisosomas secretores para almacenar componentes
especializados tales como hidrolasas como glicosidasas y fosfatasas.

En otra realizacion de la presente invencion las células preferidas se seleccionan de RBL-2H3, una linea celular de
leucemia basofila de rata, la linea celular hematopoyética de médula ésea de raton 32D, la linea celular humana de
linfocitos citoliticos naturales NK92, la linea celular humana de linfocitos citoliticos naturales YT y la linea celular de
mastocitos de ratén MC/9. Una linea celular particularmente preferida para los métodos de la presente invencién es
RBL-2H3 porque esta linea celular tiene un nivel muy bajo de secrecidn constitutiva y una elevada secrecion
inducida de indicadores hidrolasa no proteasa preferidos de la presente invencién como una cadena beta de la beta-
hexosaminidasa, fosfatasa alcalina secretada o una proteina de fusién entre una luciferasa de Gaussia y una
proteina de direccionamiento al granulo que da lugar a un sensor con una elevada relacion entre sefial y el fondo.
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MODULADORES DE LA EXOCITOSIS USADOS EN LA INVENCION

La presente invencién comprende también moduladores de la exocitosis. En una realizaciéon de la presente
invencion, los moduladores de la exocitosis se seleccionan a partir de compuestos o polipéptidos que inducen un
cambio en el nivel de calcio intracelular. En otra realizacion de la invencion, los moduladores de la exocitosis se
seleccionan a partir de compuestos o polipéptidos que inducen un cambio en los niveles de AMPc, diacilglicerol
(DAG), fosfolipidos o ATP, que a su vez regulan o modulan la exocitosis desencadenada por calcio.

INDICADORES DE GRANULOS ALMACENADOS USADOS EN LA INVENCION

El indicador mas ampliamente utilizado para la secrecién de granulos es la beta-hexosaminidasa enddégena, pero
esta proteina, como se utiliza, expresada y divulgada en el estado de la técnica, se ha considerado tradicionalmente
un indicador de baja sensibilidad con una baja relacién entre la sefial y el fondo, y una fuerte variabilidad entre los
experimentos debido a una gran variacién en el tiempo de la cantidad de enzima almacenada en los granulos (véase
el documento PCT/EP2010/004619). Sin embargo, la presente invencion demuestra sorprendentemente que la
sobreexpresion de la cadena beta de la beta-hexosaminidasa da como resultado un sensor con baja variabilidad y
una alta sefial respecto al fondo. Ademas, como se explicé anteriormente, la sobreexpresion de esta glicosidasa no
es toxica para las células cuando se descongelan.

La clasificacion de las proteinas solubles entre las vias constitutiva y regulada es claramente compleja y hay
suficientes evidencias sobre la especificidad segun el tipo celular en la ruta de las proteinas solubles hacia los
granulos de almacenamiento, independientemente del nivel de expresion. Por ejemplo, la amilasa es un
constituyente normal del granulo en células pancreaticas exocrinas y es llevada a los granulos cuando se transfecta
en lineas de células pancreaticas exocrinas, aunque es secretada constitutivamente en las lineas celulares
endocrinas transfectadas (véase, por ejemplo, El Meskini, R et al. Endocrinology (2001) Vol.142, No. 2 864-873). La
especificidad del tipo celular puede explicar algunos de los resultados contradictorios utilizando porciones del
extremo amino terminal de la molécula de POMC para estudiar el enrutamiento en varias lineas de células
endocrinas y neuronales (véase, por ejemplo, Tam WWH et al. Eur J Cell Biol (1993), 62:294-306; Roy P et al. Mol
Cell Endocrinol (1991), 82:237-250 y Cool DR et al. J Biol Chem (1995) 270:8723-8729. La especificidad celular de
la clasificacion de las proteinas va mas alla de las lineas de células, incluyendo cultivos primarios, ya que se pueden
manipular los mismos constructos de manera muy diferente en células endocrinas y neuronales primarias. Por lo
tanto, los expertos en la materia, podrian utilizar otras células diferentes de las células hematopoyéticas con
exocitosis regulada en los métodos de la presente invencién, pero la seleccion de otros tipos de células tiene que
hacerse en paralelo con un indicador especifico almacenado en alta concentracion en los granulos de secrecion de
la linea celular seleccionada y con un bajo nivel de secrecién basal.

Una propiedad importante para que un indicador almacenado en granulos de secrecion sea util en los métodos de la
presente invencién, especialmente en los granulos de secrecion de células de origen hematopoyético, es la
resistencia a las duras condiciones ambientales que tiene que soportar este indicador en el interior de los granulos.
Los granulos de secrecion de las células hematopoyéticas estan relacionados con los lisosomas, organulos que
almacenan en su interior un amplio conjunto de hidrolasas tales como catepsinas, triptasas y quimasas a un pH muy
acido y este entorno no es ideal para que una proteina se almacene de forma no natural en dichos organulos, por lo
tanto un indicador labil a las proteasas o un indicador Iabil al pH, probablemente se degradara dentro de los granulos
de secrecion, reduciendo asi la sensibilidad de dicha proteina indicadora labil. Por ejemplo, las proteasas son el
principal constituyente proteico exocitado de los mastocitos activados (véase, por ejemplo, Huang et al, J Clin
Immunol.18:169-183, 1998). Las triptasas, quimasas y carboxipeptidasas son las tres principales familias de
proteasas almacenadas en los granulos de secrecion de los mastocitos. Por lo tanto, los indicadores preferidos de la
presente invencion son polipéptidos con una alta resistencia a la proteolisis y bajo pH en el interior de los granulos
de las células hematopoyéticas de la presente invencién. Aunque la coexistencia de las enzimas lisosomales y las
serin proteasas hematopoyéticas con varias proteinas antibiéticas en los lisosomas secretores indica que es posible
el co-almacenamiento sin la degradacion, no todos los polipéptidos dirigidos artificialmente a los granulos de
secrecion resistiran este duro ambiente. Por ejemplo, Kaur J y Cutler DF (véase Kaur, J and Cutler DF. J. Biol.
Chem., (2002) Vol. 277, nimero 12, 10.498-10.505) han encontrado que una HRP-P-selectina quimérica puede
dirigirse tanto a los lisosomas secretores como a los convencionales, pero hasta el 70% de la proteina objetivo fue
proteoliticamente degradada.

Los granulos de secrecion de las células hematopoyéticas utilizados en los métodos de la presente invencion
comparten propiedades con los lisosomas, que son organulos que almacenan en su interior un gran grupo de
hidrolasas tales como catepsinas, triptasas y quimasas en un entorno de pH muy acido y, por lo tanto, los
indicadores utiles para los métodos de la presente invencion deben ser polipéptidos resistentes al medio ambiente
dentro de los granulos de células hematopoyéticas adecuadas.

En una realizacion de la presente invencion, los indicadores utiles se seleccionan de polipéptidos resistentes al
medio ambiente en el interior de los granulos de las células hematopoyéticas, tales como la protedlisis y el bajo pH.
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PROMOTORES PARA LA EXPRESION DEL INDICADOR

Esta invencion también comprende promotores adecuados para la expresion de los indicadores. Promotores utiles
para la expresion de indicadores almacenados en granulos de la presente invencidon son promotores adecuados
para la expresién de proteinas en células hematopoyéticas, en particular promotores adecuados para la expresion
media a alta de proteinas. Otra propiedad relevante de los promotores adecuados es que la expresion de las
proteinas debe ser estable durante el cultivo. Ciertos promotores heterélogos estan regulados a la baja durante el
cultivo, especialmente en las células hematopoyéticas y este proceso se llama “silenciamiento del promotor”. Los
promotores preferidos para los métodos de la presente invencion son, por lo tanto, promotores no silenciables.

TECNOLOGIAS DE DETECCION Y SUSTRATOS

Ademas de la resistencia al medio ambiente dentro de los granulos de secrecion, la expresion de alto nivel, la baja
secrecion basal y la elevada secrecion inducida, para que un indicador sea util en los métodos de la presente
invencioén, otras propiedades importantes de los indicadores para la exocitosis regulada para los métodos de
deteccién sensibles de la presente invencion, es el tipo de tecnologia de deteccion utilizada para medir el indicador
secretado y la eficiencia catalitica de tal indicador para el sustrato especifico utilizado para la deteccion. Tanto las
tecnologias de deteccion altamente sensibles como un indicador con una alta eficiencia catalitica para un sustrato
especifico son beneficiosos para los métodos de la presente invencion.

En una realizacién de la presente invencion, el sustrato utilizado para detectar la hidrolasa no proteasa secretada
puede seleccionarse de un sustrato colorimétrico, un sustrato fluorescente o un sustrato quimioluminiscente. Un
ejemplo de sustrato para HEXB es 4-Metilumbeliferil N-acetil-B-D-glucosaminida (4MU-Ngic), pero se pueden probar
y ensayar otros sustratos de glicosidasas. Ejemplos de sustratos de fosfatasas son el fosfato de 4-metilumbeliferilo y
el difosfato de fluoresceina, aunque también pueden ser Utiles otros sustratos. Los sustratos para la Gaussia
luciferasa pueden seleccionarse de coelenterazinas y sus derivados.

APLICACIONES DEL SENSOR BASADO EN CELULAS DE LA PRESENTE INVENCION

Los sensores basados en células de la presente invencién son en general utiles para analizar las interacciones entre
al menos dos moléculas, una que actia como el modulador de la exocitosis y otra como ligando especifico del
modulador de la exocitosis. Por ejemplo, en el descubrimiento de farmacos, se ensayan miles o incluso millones de
moléculas pequefas frente a una diana para encontrar moléculas pequefias que modifican la actividad de dicha
diana. En un ejemplo particular, los compuestos son examinados para detectar agonistas o antagonistas de los
receptores acoplados a la proteina G, una clase de receptores muy adecuados para ser reconocidos por farmacos.
Pero el mismo sensor tiene aplicaciones en la deteccién y cuantificacion de compuestos que modulan la exocitosis
de granulos, por ejemplo, drogas de abuso en varias muestras, por ejemplo, en la industria alimentaria, muestras
ambientales y para el diagnédstico. Los usos del sensor no se limitan a cualquiera de los receptores de la superficie
celular o a los pequefios moduladores de los receptores de la superficie. Por ejemplo, con un par de dos moléculas
que se unen a una proteina a determinar, se podria llevar a cabo una deteccidn rapida, especifica y sensible
utilizando el sensor de la presente invencion siempre que una de las moléculas que se unen a la proteina a
determinar sea una inmunoglobulina E especifica y la otra molécula que se une a la proteina a determinar induzca la
oligomerizaciéon de la proteina a determinar. Otros usos del sensor anterior son para probar compuestos anti-
alérgicos y para la deteccion de alergenos.

KITS PARA PROBAR S| UN COMPUESTO MODULA LA EXOCITOSIS

La presente invencién comprende también kits para probar si un compuesto modula la exocitosis. Tal kit comprende
al menos: una linea celular hematopoyética con exocitosis regulada profesional transfectadas con al menos un
indicador hidrolasa no proteasa heterdlogo bajo el control de un promotor adecuado y un sustrato especifico para la
deteccidn del indicador proteasa heterdlogo secretado. Ademas, podria utilizarse la linea celular hematopoyética con
exocitosis regulada profesional transfectada con un modulador de la exocitosis heterélogo bajo el control de un
promotor adecuado, como un GPCR, un receptor Fc gamma | heterélogo o un receptor Fc epsilon | heterélogo o un
modulador enddgeno de la exocitosis como el receptor Fc epsilon | endégeno (el receptor de IgE). Los kits que
utilizan el receptor de IgE como modulador de la exocitosis pueden contener una IgE especifica para el analito a
determinar y una segunda molécula para inducir la oligomerizacién del analito unido a la IgE.

Por lo tanto, la primera realizacion de la presente invencion se refiere a un sensor basado en células que
comprende:

a. Una linea de celuar hematopoyética con exocitosis regulada de granulos de secrecion;

b. Un indicador hidrolasa no proteasa almacenado en el granulo transfectado en la linea celular de (a) y
sobreexpresado bajo el control de un promotor constitutivo fuerte o de un promotor inducible fuerte;

¢. Un modulador endégeno o un modulador heterélogo transfectado de la exocitosis regulada de los granulos de
secrecion de la linea celular de (a);

d. Un sustrato impermeable a la célula seleccionado del grupo que comprende: un sustrato colorimétrico, un
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sustrato fluorescente o un sustrato luminiscente especifico para la deteccion de una actividad hidrolasa no
proteasa secretada;

que permite medir el efecto de un ligando especifico sobre el modulador de la exocitosis regulada.

En una realizacion preferida, la hidrolasa no proteasa se selecciona de entre la fosfatasa alcalina secretable (SEAP)
de la SEQ ID NO: 1, la cadena beta de la beta-hexosaminidasa (HEXB) (Gene Bank BC017378.2 con fecha
26.01.2012) o una proteina de fusién entre Gaussia luciferasa (GLuc) y una proteina de direccionamiento al granulo
(SEQ ID NO: 2); las células se seleccionan del grupo que comprende: la linea celular de leucemia basdfila de rata
RBL2H3, la linea celular hematopoyética de médula 6sea de ratdon 32D, la linea celular humana de linfocitos
citoliticos naturales NK92, la linea celular humana de linfocitos citoliticos naturales YT y la linea celular de
mastocitos de raton MC/9 y el modulador de la exocitosis regulada de los granulos de secrecion es un receptor de
superficie endégeno o un receptor de superficie heterdlogo transfectado seleccionado del grupo que comprende:
receptores acoplados a la proteina G (GPCR), receptores que llevan un motivo ITAM, receptores que llevan un
motivo ITIM y receptores proteicos proteina quinasa.

La segunda realizaciéon de la presente invencion se refiere a un método para obtener el biosensor anteriormente
mencionado, que comprende transformar una linea celular hematopoyética que lleva un modulador enddgeno de la
exocitosis regulada de los granulos de secrecion, o que lleva un receptor de superficie heterélogo transfectado bajo
el control de un promotor adecuado con un vector que codifica el indicador almacenado en el granulo bajo el control
de un promotor adecuado. En una realizacién preferida, el vector que codifica el modulador de la exocitosis regulada
de los granulos de secrecion también comprende un péptido sefal util para la sobreexpresion de los receptores en la
superficie de las células y/o una etiqueta para la deteccion en la superficie y/o la separacién de células positivas.

En otra realizacion preferida, el promotor para la sobreexpresion constitutiva del modulador de la exocitosis regulada
de los granulos de secrecion, se selecciona del grupo que comprende el promotor del factor de elongacion 1 alfa de
mamifero (hEF1alfa) (SEQ ID NO: 3) y el 5LTR del promotor MOMLV-LTR del virus de la leucemia murina de
Moloney (SEQ ID NO: 4). En otra realizacion preferida, el promotor til para la sobreexpresién del modulador de la
exocitosis regulada de los granulos de secrecioén, es un promotor inducible seleccionado del grupo que comprende el
promotor inducible de tetraciclina, el promotor inducible de ecdisona, el promotor inducible de cumato y el promotor
inducible de progesterona.

En otra realizacién mas preferida, el vector para la sobreexpresion de un modulador de la exocitosis regulada de los
granulos de secrecién, comprende una secuencia derivada de GPCR viral (VGS), de SEQ ID NO: 5 o0 SEQ ID NO: 6
para la sobreexpresion en la superficie.

En otra realizacion mas preferida, el vector para la sobreexpresion constitutiva de un modulador de la exocitosis
regulada de los granulos de secrecion es P-MoMLV-5'LTR-SP-cmyc-tag-VGS-MCS-poliA (SEQ ID NO: 7).

En otra realizacion preferida, el promotor para la sobreexpresién constitutiva fuerte de los indicadores almacenados
en el granulo se selecciona del grupo que comprende un promotor quimérico de hCMV y el promotor MoMLV-5'-LTR
(SEQ ID NO: 4) y el promotor del factor de elongacion 1-alfa (SEQ ID NO: 3).

En una realizacidn todavia mas preferida, el indicador almacenado en el granulo se sobreexpresa bajo el control de
un promotor inducible seleccionado del grupo que comprende promotor inducible de tetraciclina, promotor inducible
de ecdisoma, promotor inducible de cumato y promotor inducible de progesterona.

La tercera realizacion de la presente invencion se refiere a un método de ensayo o de cuantificacion de las
interacciones entre al menos dos moléculas, una que actia como el modulador de la exocitosis y la otra como el
ligando especifico del modulador de la exocitosis, que comprende las etapas de:

a) incubar el sensor basado en células descrito anteriormente en un medio compatible con la viabilidad celular, la
exocitosis y la actividad enzimatica de los indicadores almacenados en los granulos secretados,

b) afiadir un ligando especifico del modulador de la exocitosis,

c) afiadir un sustrato especifico del indicador almacenado en el granulo y

d) detectar la actividad enzimatica de hidrolasa no proteasa del polipéptido indicador, liberado de los granulos en
el medio extracelular, con un sustrato especifico de dicho indicador liberado.

La cuarta realizacién de la presente invencion se refiere al uso del sensor basado en células mencionado
anteriormente para la deteccion de una proteina a la que se unen un par de dos moléculas, en el que una de las
moléculas que se unen a la proteina para detectar es una inmunoglobulina G especifica 0 una inmunoglobulina E
especifica, o una inmunoglobulina A especifica y la segunda molécula que se une a la proteina para detectar induce
la oligomerizacion de dicha proteina para detectar, tras la union.

La quinta realizaciéon de la presente invencion se refiere al uso del sensor basado en células anteriormente citado
para analizar las interacciones entre las moléculas en el descubrimiento de farmacos o para cuantificar moléculas
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tales como proteinas para diagnostico o para la deteccion de farmacos o moléculas en las muestras de la industria
alimentaria, en muestras ambientales y en la industria farmacéutica, para el andlisis de las interacciones IgE-
alergeno, para analizar los compuestos anti-alérgicos y/o para la deteccion de alergenos.

La sexta realizacién de la presente invencién se refiere a un kit que comprende el sensor basado en células
anteriormente citado, para analizar si un compuesto modula la exocitosis o para cuantificar el grado de tal exocitosis.
En una realizacion preferida, el kit comprende al menos un sustrato especifico para la deteccién del indicador
heterdlogo secretado.

Ejemplos

EJEMPLO 1. Desarrollo de lineas celulares estables que expresan la cadena beta de la HEXB humana bajo el
control del promotor quimérico hCMV-MoLVS'LTR.

Se desarrollaron vectores para la expresion estable de la cadena beta de la HEXB humana bajo el control del
promotor quimérico hCMV-MoLV5'LTR. En la estructura del vector se incluyé un casete de resistencia a higromicina
para la seleccion de las poblaciones de células estables. El vector incluia también un casete IRES-NGFR clonado en
direccion 3' de la HEXB humana vy, por tanto, bajo el control del mismo promotor para citometria de flujo y/o la
seleccion de células estables que expresan HEXB.

Cada vector se electroporo6 por separado en RBL-2H3 utilizando un microporador (Digital Bio Technology, Corea del
Sur) y después de 48 horas se afiadié al cultivo higromicina 1500 pg/ml para la seleccion. Después de la seleccion
durante aproximadamente 2 semanas, las células se analizaron por citometria de flujo (Guava Technologies,
EE.UU.) con un anticuerpo contra NGFR acoplado a FITC. La poblacién positiva fue separada magnéticamente por
MACS utilizando anti-NGFR MACS® (Miltenyi Biotec, Alemania). Las poblaciones seleccionadas se analizaron de
nuevo mediante citometria de flujo para comprobar la eficacia de la selecciéon. Las células positivas se clonaron
mediante dilucién limitante a 0,3 células por pocillo de microplacas de 96 pocillos. Los pocillos con colonias en
crecimiento se analizaron para la expresion de NGFR mediante citometria de flujo. Tres clones, denominados 1B7-
HEXB, 1C4-HEXB y 1F10-HEXB, con expresién positiva para NGFR se expandieron a placas de 6 pocillos junto con
las RBL2H3 no transformadas y la poblacion entera de células transfectadas de forma estable (RBL2H3-HEXB).

Las células se recogieron con una pipeta, se centrifugaron, se resuspendieron en tampén HBSS, se contaron
usando una camara Neubauer y se ajustaron a 500.000 células por ml. El sustrato utilizado para la determinacion de
la actividad HEXB fue 4-Metilumbeliferil N-acetil-3-D-glucosaminida (4MU-NGic) (Sigma-Aldrich, M2133) y se diluyé
en HBSS hasta una concentracion final de 1 mM en el pocillo de ensayo.

Se purificd un anticuerpo monoclonal IgE de ratéon contra el hapteno trinitrofenilo a partir del hibridoma IgELb4
adquirido de la ATCC (TIB-141), y se utilizé para inducir la exocitosis a través del entrecruzamiento del receptor de
IgE por la IgE unida a TNP conjugado con BSA. El éster TNP-N-hidroxisuccinimida se adquiri6 en Biosearch
Technologies Inc y se conjugd con seroalbumina bovina (BSA) usando un protocolo estandar. La conjugacion se
determiné a pH 7,0 midiendo la absorbancia de TNP a 348 nm utilizando 15400 unidades por mol por longitud de
paso de luz de 10 mm como el coeficiente de extincién de TNP. La relacion molar entre TNP y BSA en el conjugado
TNP-BSA fue 18:1 y se calculé asumiendo que el peso molecular de la BSA es 60.000.

Se utilizé una microplaca de pared negra de 384 pocillos para el ensayo. Para medir la exocitosis se utilizé una
primera mezcla en HBSS de 2 microgramos por ml de anticuerpo IgE IgELb4 y 2 microgramos por ml de TNP-BSA
junto con 4MU-NGIc 2 mM. Se utilizé una segunda mezcla como control y esta contenia solo 4MU-NGIc 2 mM sin
IgE y sin TNP-BSA. Se utiliz6 como control ionomicina 10 pM. Los pocillos sin células se utilizaron como blanco. Se
afadieron 10 microlitros de células (1B7-HEXB, 1C4-HEXB y 1F10-HEXB, RBL2H3 no transformadas y RBL2H3-
HEXB) a cada uno de los 12 pocillos. Se afadieron a seis pocillos 10 microlitros de la mezcla que contiene
IgE+TNP-BSA y 4MU-NGIc, mientras que en los otros seis pocillos s6lo se afiadi6 4MU-NGIc. Las placas se
incubaron a 37°C vy la fluorescencia se leyé a 360 nm de excitacion y 470 nm como longitud de onda de emision en
un lector de fluorescencia BMG-Labtech Optima. La lectura se tomé a los 0, 15, 30, 45 y 60 minutos. Se selecciond
30 minutos como el tiempo para obtener resultados 6ptimos. Los resultados a los 30 minutos fueron los presentados
en la siguiente Tabla 1:
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Tabla 1
- FLUORESCENCIA (IgE+ TNP-BSA, FLUORESCENCIA (sin IgE+TNP-BSA,
CELULAS e - . iy
exocitosis especifica) liberacion de fondo)

RBL2H3 6,424 +/- 584 2,056 +/- 30
RBL2H3-HEXB (poblacién 14,149 +/- 309 2.008 +/- 77
estable completa)

clon 1C4-HEXB 39,185 +/- 1,024 6,302 +/- 132
clon 1F10-HEXB 17,378 +/- 362 4,394 +/- 83
clon 1B7-HEXB 28,554 +/- 790 2,611 +/- 61

Sin células 1,203 +/- 42 1,176 +/- 47

Los resultados anteriores indican que la sobreexpresion de la cadena beta de la HEXB en células RBL2H3, produce
una enzima funcional, tal como se mide con 4MU-NGiIc, que se almacena en el interior de los granulos y se libera
especificamente por exocitosis. A partir de los datos anteriores se calcula la liberacion especifica y el fondo restando
la fluorescencia de los pocillos sin células. En toda la poblacién transfectada de forma estable, la sefial especifica se
incrementa 2,48 veces con respecto a las células RBL2H3 parentales, mientras que el fondo aumentaba 1,97 veces,
es decir, la sefial especifica aumentd mas que la liberaciéon de fondo y esto indica que los usos de las células
transfectadas como sensores es mejor que el uso de células parentales. La sefial especifica respecto al fondo (S/F)
de las células RBL2H3 en este experimento era 5,9 veces, mientras que la S/F para las células RBL2H3-HEXB era
8,2 veces. Los clones seleccionados por dilucién limitante de toda la poblacion RBL2H3-HEXB ha aumentado la
liberacion especifica, pero también en algunos casos ha aumentado la liberaciéon de fondo, como por ejemplo en el
clon 1C4-HEXB, donde la sefal especifica se incrementa 7,40 veces con respecto a RBL2H3, mientras que para el
fondo se incrementa 5,82 veces con respecto a RBL2H3. Por lo tanto, el clon 1C4-HEXB tiene una S/F de 7,53
veces. Pero clones como 1B7-HEXB tiene 1,63 veces mas fondo que RBL2H3, mientras que la liberacién especifica
es 5,24 veces mayor que la de RBL2H3. De este modo, la S/F del clon 1B7-HEXB es 19. Aun mas importante es el
hecho de que la produccién de 1B7-HEXB vy la liberacién de HEXB es extremadamente regular, mientras que la de
RBL2H3 tiene una variabilidad muy fuerte a lo largo del tiempo. Usando las mismas condiciones que antes, se
cultivaron RBL2H3 y 1B7-HEXB durante 2 meses y la exocitosis se midié como antes cada mes. La sefial respecto
al fondo (S/F) de RBL2H3 fue del 5,9 (mes 0), 2,8 (1 mes) y 4,3 (mes 2), mientras que la sefial de fondo de 1B7-
HEXB fue de 19 (mes 0), 17 (mes 1) y 22 (mes 2). Los resultados anteriores confirman por qué la exocitosis de las
células RBL2H3 siempre se mide como un porcentaje para la normalizaciéon de la fuerte variabilidad natural que se
observa en las células RBL2H3 (en los resultados anteriores no habia una reduccién del 63% de S/F entre el mes 0
y el mes 1). Pero las células 1B7-HEXB se comportaron mucho mejor y la relacién S/F, aunque todavia variable
como corresponde a las células vivas, es mas estable (en los resultados anteriores la maxima variabilidad fue un
22% entre el mes 2 y el mes 3).

Por lo tanto, los resultados anteriores confirman que las células que sobreexpresan la cadena beta de la HEXB son
utiles como sensores para medir la exocitosis y que esos sensores que sobreexpresan la HEXB son mejores que los
sensores del estado actual de la técnica que comprenden las células RBL2H3 no transfectadas naturales.

EJEMPLO 2. Desarrollo de lineas celulares estables que expresan otras hidrolasas no proteasas bajo el
control del promotor quimérico hCMV-MoLV5'LTR.

Con el fin de demostrar que la sobreexpresion de las hidrolasas no proteasas es un concepto general que no se
limita a la HEXB, sino que otras proteinas pueden redirigirse a granulos y utilizarse para medir la exocitosis, se
desarrollaron vectores para la expresion estable de la fosfatasa alcalina secretable (SEAP) humana, bajo el control
del promotor quimérico hCMV-MoLV5'LTR, y también se desarrollaron vectores para la expresion estable de la
Gaussia luciferasa princeps clonada en fase como una proteina de fusion en direccion 3' de la granzima B (GZB-
GLuc) utilizada como una proteina de direccionamiento hacia el granulo, con la serina de la posicion 193 mutada a
alanina para la inactivacién de la actividad. En la estructura del vector se incluyé un casete de resistencia a
higromicina para la seleccién de las poblaciones de células estables. El vector incluia también un casete IRES-
NGFR clonado en direccion 3' de la SEAP humana o GZB-Luc y, por tanto, bajo el control del mismo promotor para
citometria de flujo y/o la seleccion de células estables que expresan SEAP y/o GZB-gluc.

Cada vector se electroporé en RBL-2H3 por separado utilizando un microporador (Digital Bio Technology, Corea del
Sur) y después de 48 horas se afiadié al cultivo higromicina 1500 pg/ml para la seleccion. Después de la seleccion
durante aproximadamente 2 semanas, las células se analizaron por citometria de flujo (Guava Technologies,
EE.UU.) con un anticuerpo contra NGFR acoplado a FITC. La poblacién positiva fue separada magnéticamente por
MACS utilizando anti-NGFR MACS® (Miltenyi Biotec, Alemania). Las poblaciones seleccionadas se analizaron de
nuevo mediante citometria de flujo para comprobar la eficacia de la seleccion.

Para la SEAP, las células positivas se clonaron mediante dilucién limitante a 0,3 células por pocillo de microplacas

de 96 pocillos. Los pocillos con colonias en crecimiento se analizaron para la expresion de NGFR por citometria de
flujo. Un clon, 2D1-SEAP, se seleccioné mediante citometria de flujo y actividad de la SEAP usando el sustrato de
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fosfatasa 4-MUP (Sigma-Aldrich, M3168). La actividad de la SEAP debida a la exocitosis se midi6 como en el
ejemplo 1, es decir, mezclando 10 microlitros de células en suspension (5.000 células) con 10 microlitros de difosfato
de fluoresceina (Marker Gene Technologies, M1034) que contiene tanto IgELb4 como TNP-BSA. Se utilizaron
células RBL2H3 como control y los pocillos sin células se utilizaron también como blanco. Como control positivo se
us6 ionomicina.

Las placas se incubaron a 37°C vy la fluorescencia se ley6 a una longitud de onda de 485 nm de excitacion y de 535
nm de emisiéon en un lector de fluorescencia BMG-Labtech Optima. Se hicieron lecturas a los 0, 15, 30, 45 y 60
minutos. Se selecciond 30 minutos como el tiempo para obtener resultados éptimos. Los resultados a los 30 minutos
fueron los presentados en la siguiente Tabla 2:

Tabla 2
2 FLUORESCENCIA (IgE+ TNP-BSA, | FLUORESCENCIA (sin IgE+TNP-
CELULAS - - . iyl
exocitosis especifica) BSA, liberacién de fondo)
RBL2H3 29,913 +/- 1,132 6,882 +/- 68
clon 2D1-SEAP 62,898 +/- 3,254 8,496 +/- 111
SIN CELULAS 5,982 +/- 42 6,142 +/- 54

Los resultados anteriores indican que normalmente las células RBL2H3 producen altos niveles de fosfatasa y que la
sobreexpresion aumenta tales niveles, ya que la fluorescencia especifica a los 30 minutos es 2,38 veces mayor en el
clon 2D1 que en las células RBL2H3. También el fondo aumenta y es 3,18 veces mayor en 2D1 que en las células
RBL2H3. De hecho, en el experimento anterior la relacion S/F es mejor en las células RBL2H3 (S/F = 32,3) que en
las células 2D1 (S/F = 24,2). Pero cuando S/F se mide en el transcurso de 60 dias, la S/F de 2D1 era casi constante
(S/F = 25,1 en el mes 1y 24,9 en el mes 2), mientras que S/F para RBL2H3 era muy variable (S/F = 17,9 en el mes
1y 534 en el mes 2). Los resultados anteriores ilustran el hecho de que el efecto de la sobreexpresion de la
proteina es no so6lo aumentar la cantidad de enzimas almacenadas en los granulos, sino también reducir la
variabilidad normalmente asociada con la exocitosis en RBL2H3 vy, por lo tanto, se pueden desarrollar mejores
sensores mediante la sobreexpresion de hidrolasas no proteasas en granulos de células con exocitosis profesional.
Este ejemplo también indica que una enzima que normalmente no se almacena en granulos, tal como la fosfatasa
alcalina secretable, que se secreta en ofras lineas celulares como HEK293, Jurkat y células CHO-K1, se puede
almacenar de forma natural en el interior de los granulos cuando se transfecta en células con exocitosis profesional.

Con el fin de ampliar ain mas el concepto general de que la sobreexpresion de hidrolasas no proteasas produce
mejores sensores, el vector de expresion de Gaussia luciferasa clonado en fase en direccion 3' de la granzima B
humana, inactivada por mutacion de la serina de la posicion 193 a alanina, se transfect6 en RBL2H3 y se
seleccionaron las células con higromicina. Normalmente Gaussia luciferasa es una enzima secretable incluso
cuando se transfecta sola en células RBL2H3 (datos no mostrados). Pero cuando se fusionaba con la granzima B, la
Gaussia luciferasa se almacenaba en granulos. Un vector similar, pero usando luciferasa de luciérnaga fusionada en
direccion 3' de la granzima B no produjo actividad luciferasa ni en el sobrenadante ni en los medios de exocitosis
(datos no presentados), lo que indica que las enzimas que pueden ser almacenadas en los granulos deben ser
enzimas que resisten a los medios intracelulares con bajo pH y a varias proteasas que estan presentes dentro de
dichos granulos. La poblacién completa de células transfectadas con GZB-gluc fue 56% positivo para NGFR. Como
la sefial de la Gaussia luciferasa es un flash (no una sefial estable), se realiz6é la exocitosis durante 30 minutos
utilizando IgELb4 y TNP-BSA o BSS solo y el sobrenadante correspondiente a 100.000, 50.000, 25.000 y 12.500
células se incubo en una placa de pared negra de 384 pocillos con coelenterazina nativa a una concentracion final
de 16,6 micromolar como sustrato (Biosynth AG, C-7000). El tampén de ensayo fue Tris-HCI 10 mM pH = 7,8, EDTA
1 mM y NaCl 600 mM. Los resultados se midieron con un FL Fluoroskan Ascent de Thermo Labsystems. Ver Tabla
3.

Tabla 3
CELULAS LUMINISCENCIA (IgE+ TNP- | LUMINISCENCIA (sin IgE+TNP-
BSA, exocitosis especifica) BSA, liberacién de fondo)

100.000 GZB-gluc 6,281 534
50.000 GZB-gluc 4,707 213
25.000 GZB-gluc 3,775 137
12.500 GZB-gluc 997 71

Sin células 24.2 28,6

Los resultados anteriores demuestran que las hidrolasas no proteasas que normalmente no se almacenan en los
granulos de células con exocitosis regulada profesional pueden ser redirigidos artificialmente al granulo mediante el
uso de un polipéptido de direccionamiento al granulo tal como la granzima B y que dichas hidrolasas no proteasas
almacenadas en el granulo producen sensores utiles para medir la exocitosis. Utilizando 12.500 células, la sefal de
fondo era 22,94. Por lo tanto, la sobreexpresion de las hidrolasas no proteasas en el interior de los granulos produce
sensores que son mejores para medir la exocitosis que los sensores disponibles actuales.
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EJEMPLO 3. Congelacion y descongelacion de lineas celulares que sobreexpresan hidrolasas no proteasas
en el interior de los granulos.

Este ejemplo ha sido disefiado para demostrar la estabilidad de los sensores que llevan diferentes hidrolasas no
proteasas. El clon 1B7-HEXB, el clon 2D1-SEAP, las células parentales RBL2H3 y RBL2H3-GRZB se congelaron a
razén de 4 millones de células por crio tubo en 1 ml de medio de congelacion (medios de cultivo celular + DMSO
10%). Las células se congelaron en un recipiente de crio-congelaciéon “Mr Frosty” (Nalgene, ahora Thermo, 5100-
0001) con alcohol isopropilico y un congelador de -80°C durante 24 horas y después se almacenaron en fase de
vapor de nitrégeno liquido. La descongelacion se hizo de la siguiente manera: el criotubo se colocé en un bafio de
agua a 37°C hasta que las células se descongelaron y se afiadieron 9 ml de medio de cultivo a cada vial de células.
Las células se centrifugaron a continuacién y se determind la viabilidad por exclusién del azul de tripano. Se
cultivaron las células y se estimo otra vez la viabilidad después de 24 horas de cultivo, ya que las células viables
sanas eran adherentes mientras que las células desprendidas no eran sanas. Los resultados fueron los siguientes:
la viabilidad inmediatamente después de la descongelacion fue mas del 95% para 1B7-HEXB, 2D1-SEAP y RBL2H3
y las células eran brillantes y las membranas eran regulares y redondas. La viabilidad de RBL2H3-GRZB era mas
del 90% pero alrededor del 30-40 por ciento de las células presentaban protuberancias irregulares en la membrana
plasmatica indicativas de apoptosis temprana. De hecho, mas del 90% de las células de 1B7-HEXB, 2D1-SEAP y
RBL2H3 estaban unidas a la parte inferior de los frascos de cultivo de plastico (una medida de la salud de las
células) y vivas mientras que alrededor del 30-40% de las células RBL2H3-GZB murieron y estaban en suspension.
En realidad, el nivel de union de las células al matraz es una indicacién de la tasa de supervivencia de las células
(viabilidad). Este ejemplo, ilustra el hecho de que las hidrolasas no proteasa tienen menor toxicidad que las
hidrolasas no proteasa cuando las células se descongelaban y que tienen una ventaja sobre las proteasas para el
desarrollo de sensores sensibles y estables.

LISTADO DE SECUENCIAS
<110> Canvax Biotech S.L.
<120> Sensor basado en células
<130> PCT-05155
<160>7
<170> BiSSAP 1.0
<210>1
<211> 1560
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<221 > fuente
<222>1..1560

<223> /mol_type="ADN" /note="fosfatasa alcalina secretable (SEAP)" /organism="Secuencia artificial"

<400> 1
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atgectgetge
gttgaggagg
aagaagctge
atgggggtgt
gggectgaga
aatgtagaca
aagggeaact
acacgcggca
ggagtggtaa
gtgaaccgea
caggacateg
cgaaagtaca
ggtgggacca
geccggtatg
catctcatgy
ctggacccct
cgeggettet
gcttaccggg
ctcaccageg

ttcggagget

gacaggaagq
ggecgeccgge
geagtgeeee
cogocaggcge
ttecgeegect

gacgeagege

<210>2
<211> 1254
<212> ADN

tgetgectget
agaaccogga
agcectgeaca
ctacggtgac
tacecctgge
aacatgtgec
tecagaccat
acgaggtcat
ccaccacacg
actggtacte
ctacgecaget
tgtttegeat
ggctggacgg
tgtggaaccey
gtetetttga
coctgatgga
tcctcecttogt
cactgactga
aggaggacac

acccectgeg

cctacaaggt
cggatgttac
tggacgaaga
acctggttea
geetggagec

accegggtta

<213> Secuencia artificial

<220>
<221 > fuente
<222>1..1254

<223> /mol_type="ADN" /note="fusion entre Gaussia luciferasa (GLuc) y una proteina de direccion a granulos"

/organism=“Secuencia artificial"

<400>2
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getgggecty

cttctggaac
gacagcegee
agctgecagg
catggaccge
agacagtgga
tggettgagt
ctecgtgatg
agtgcageac
ggacgecgac
catctcecaac
gggaacccea
gaagaatctg
cactgagete
gcctggagac
gatgacagag
ggagggtggt
gacgatcaty
getgagecte

agggagctce

cctectatac
cgagagegag
gacceacgea
sggcgtgcag
ctacaccgee

ctctagagte

aggctacage
cgcgaggcay
aacgaacctea
atcctaaaag
tteccatatg
gccacageea
gcagacgecee
aatcgggcca
gectcgecag
gtgecetgect
atggacattg
gacecctgagt
gtgcaggaat
atgcaggett
atgaaatacg
getgecctge
cgcatcgace
ttecgacgacg
gtcactgceg

atctteggge

ggaaacggte
agocgggagecd
ggcgaggacg
gagcagacet
tgegacctgg

ggggeggecd
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tectcectgygy
ccgaggecct
tcatcttect
ggecagaagaa
tggctotgte
cggectacet
getttaacca
agaaagcagg
ceggeaccta
cggecogaca
acgtgateccet
acccagatga
dggctggcgaa
cectyggacec
agatccaccg
gectgectgag
atggtcatea
ccattgagag
accacteccca

tggecoctgg

caggctatgt
cegagtateg
tggeoggtgtt
tcatagegea
cgeccacege

gecgettega

catcatccea
gggtgecgec
gggcgatggyg
ggacaaactg
caagacatag
gtgeggggte
gtgcaacacg
gaagtcagtg
cgcccacacyg
ggaggggtge
aggtggagge
ctacagccaa
gegceagggt
gtetgtgace
agactccaca
caggaaccee
tgaaaqgcagqg
ggcgggccag
cgtettctec

caaggeccgg

geteaaggac
geageagtea
agegeaegegyge
cgtcatggec
eggcaccace

goagacatga
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atgeaaccaa
atcatcgggg
tgggatcaga
acagetgete
gaacaggage
aatcetaaga
accagagetg
acatgcagtg
caagaggtga
tacgacagta
ggggatgctg
cgaaacaatyg
aagaaaacea
gtggecgtygg
ggaaagaage
tgcaccagqgg
ttcatceccag
ggagaggcca

cagttcateg

gccaacgtge

gecagcaaga

<210>3
<211> 1205
<212> ADN

teotgettaot
gacatgaggd
agtctetgaa
actgttgggg
cgacccagea
acttectocaa
tgcagccect
tggocggety
agatgacagt
ccattgagtt
gagggeecet
geatgeetee
tgaaacgeta
caagcaactt
tgecectgga
getgtectgat
gaagatgeea
tecgtggacat

cecaggtgga

agtgctccga

tecagggeca

<213> Secuencia artificial

<220>
<221 > fuente
<222>1..1205

<223> /mol_type="ADN" /note="Promotor alfa del factor de elongacion humano 1" /organism="Secuencia

artificial"

<400> 3
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getggectte
caagccocac
gaggtgeggt
aagcteecata
gtttatecet
cgacatcatg
caggctacct
ggggeagacg
gcaggaagat
gtgcgtggag
tgtgtgtaac
acgagectge
cacoggtaag
cgccacaace
ggtgetgaag
ctgectgtee
cacctacgag

ceetgagate

cctgtgegtg

tetgetgaag

ggtggacaag

ctocetgetge
tecegooaat
ggcttcctga
aatgtcacet
gtgaaaagac
ctactgcage
agcaacaagg
geccccctgg
cgaaagtgeyg
gacccagaga
aaggtggece
accaaagtet
ccaacagaga
gacctggatg
gagatggagg
cacatcaagt
ggagacaagg
coeggetteaa

gactgecacca

aagtggctge

atcaagggcg
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ccagggeaga
acatggctta
tacaagacga
tgggggeeca
ccatcoecca
tggagagaaa
coccaggtgaa
gaaaacacte
aatectgactt
ttaaaazagac
agggcattgt
caagetttgt
acaatgagga
ctgacagggg
ccaacgecay
geacccoocaa
agagegecca
aggacctgga

ceggatgact

cccagagatg

ccggeggega

tgcaggggag
tcttatgate
cttegtgetg
caatatcaaa
teocagectat
ggccaagcegg
gccagggcag
acacacacta
acgeocattat
ttectttaag
ctcctatgga
acactggata
cttecaacatc
caagttgccc
gaaggctgge
gatgaagaag
gggcggcatc
geccatggag

gaagggecty

egecacctte

ctaa
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ttgetgactt
coeegagaay
ggtaaactgg
accgtatata
aacacaggta
ttgegtgeet
tteogggtegg
gtgcttgagt
ttegegectg
ctgcgacget
gtattteggt
cggegaggeg
gceggectge
ggctggeceg
cagggagete
aaaggaaaag
cgeegtceag
gggaggggtt
cagettggea
tcatteteaa

agett

<210>4

<211>
<212>

479
ADN

gcgtgagget
ttggggggag
gaaagtgatyg
agtgcagtag
agtgcecgtgt
tgaattactt
aagtgggtgg
tgaggcctgyg
tetegetget
ttttttetygg
ttttggggec
gggeetgega
tctggtgect
gteggeacea
aaaatggagg
ggoctttcoeog
geaccteogat
ttatgcgatg
cttgatgtaa

gectecagaca

<213> Secuencia artificial

<220>

<221 > fuente

<222>

1..479
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caggtgeccg
gggteggeaa
tegtgtactg
tegeegtgaa
gtggttceceg
ccacgeccch
gagagttcga
actgggeget
ttcgataagt
caagatagtc
gcgggeggeg
gegoggecac
ggcctegege
gttgcgtgag
acgeggeget
tecteageeg
tagttetega
gagttteeccee
ttetcettygg

gtggttcaaa

tcagtgggeca
ttgaaceggt
geteogeatt
cgtrtettttt
cgggectgge
ggctgcagta
ggecttgege
dggggecgecg
ctctageeat
ttgtaaatge
acggggeccg
cgagaategg
cgeegtgtat
<¢ggaaagatg
<gggagagcy
tegettecatg
gettttggag
acactgagtg
aatttgecct

gtttttttct

gagcgcacat
gectagagaa
tttecocgagy
cgcaacagggt
ctetttacygg
cgtgattett
ttaaggagce
egtgaegaate
ttaaaatttt
gggccaagat
tgegteccag
acgggggtag
cgecccgece
geogettece
ggcgggtgag
tgactecacg
tacgtogtct
dggtggagact
ttttgagttt

tecatttcag

cgcecacagt
datggegegy
gtaggggaga
ttgocegecag
gttatggece
gatcccgage
cetteogecte
tggtgacace
tgatgacctg
ctgcacactyg
cgcacatgtt
tctcaagetyg
tgggcgécaa
ggccetgetg
teacecacace
gagtaceggg
ttaggttggg
gaagttagge
ggatcttggt

gtgtegtget

<223> /mol_type="ADN" /note="Promotor MoMLV-5’LTR" /organism="Secuencia artificial"

<400>

4

18

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960

1020
1080
1140
1200

1205



10

15

20

25

30

35

40

agtcteoecaga
gtaacgeccat
aggtcaggaa
toctgeccag
tctgtggtaa
teceageccte
aaatgaccct

gcttetgete

aaaagggggg
tttgecaaggce
¢agatggaac
gectoagggec
geagttectg
agecagtttet
gtgccttatt

cccgagcetca
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aatgaaagac
atggaaaaat
agctgaatat
aagaacagat
ccccggetea
agagaaceat
tgaactaacc

ataaaagagc

ceeacetgta
acataactga
gggccaaaca
ggaacagoetg
gggccaagaa
cagatgttte
aatcagtteg

ccacaacoeg

<210>5

<211> 105

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221 > fuente
<222>1..105

<223> /mol_type="ADN" /note="Secuencia derivada de GPCR viral heteréloga (VGS)" /organism-'Secuencia

artificial"

<400>5

ggtttggcaa
gaatagagaa
ggatatetgt
aatatgggcce
cagatggtcc
cagggtgece
cttetegett

tecactcgggg

gctagettaa
gttecagatea
ggtaagcagt
aaacaggata
ccagatgogyg
caaggacctg
ctgttegege

cgecagtee

ctgagcacaa tggccccagg ctccaccgtg ggaacacteg atgcoccaacalt gaccageogtg

aatgoccacag aggacgectyg caccaagage tacagegect teocte

<210>6

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221 > fuente
<222>1..36

<223> /mol_type="ADN" /note="Secuencia derivada de GPCR viral heterdloga (secuencia mas corta que VGS)"

/organism="Secuencia artificial"

<400> 6
ctgagcacaa tggccccagg ctccaccgtg ggaaca 36

<210>7

<211> 5348

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221 > fuente

<222>1..5348

<223> /mol_type="ADN" /note="Vector con la
/organism="Secuencia artificial"

<400>7

estructura
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PMo-MLV-5'LTR-SP-cmyc-VGS-MCS-polyA"

60

120

180

240

300

360

420

479

60

105



gacggatcgg
cogeatagtt
cgagcaaaat
ttagggttag
gaatgaaaga
catggazaaa
cagctgaata
caagaacaga
geceoggete
tagagaacca
ttgaactaac
aataaaagag
atcgatcatg
caceqggtgac
aatggeoccca
tattctatag
ttgeccageeca
teoccactgte
ttetattetg
caggcatget
ctctaggggg
tacgcgeoage
cectractet
tttagggttc
tggttcacgt

cacgttettt

gagatctccc
aagecagtat
ttaagctaca
gcgttttgeg
ccccacetgt
tacataactg
tgggccaaac
tggaacaget
agggccaaga
tcagatgttt
caatcagttc
ceccacaacee
gagacagaca
gaacaaaaac
ggctccaceqg
tgtcacctaa
tetgttgttt
ctttectaat
gggggtgggy

ggggatgcgg

tatecccacy
gtgacegota
ctegocacgt
cgatttagtg

agtgggccat

aatagtggac
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gatccoctat
ctgeteoectg
acaaggcaag
ctgcttegty
aggtttggca
agaatagaga
aggatatctyg
gaatatgggce
acagatggtce
coagggtged
gecttoteget
ctcacteggy
cactectget
tcatctecaga
tgggaacact
atgetagage
gecectecoce
aaaatgagga
tggggcagga
tgggctetat
cgeectgtay
cacttgocag
tcgoceoggott
ctttacggca
cgocctgata

tettgtteca

ggtgcactect
cttgtgtgtt
gottgacaga
atategaatt
agctagetta
agttcagate
tggtaageag
caaacaggat
cocagatgeg
cceaaggacct
totgttegeg
gogeeagtec
atgggtactg
agaggatetg
cgagggatee
tegctgatca
cgtgocttee
aattgcatcg
cagcaagggg
ggettetgag
cgqggcegeatta
cgecctageg
teccegteaa
cotegacace
gqacgaqttitt

aactggaaca
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cagtacaate
ggaggteget
caattgcatg
cagtctecag
agtaacgcea
aaggtcagga
ttectgocec
atctgtggta
gtcocageocct
gaaatgaceocc
agettetget
aagcttggta
ctgctetggy
gagecatege
geggecgete
gooctegactyg
ttgaccctgg
cattgtctga
gaggattggg
gcggaaagaa
agegeggegd
coagetoatt
getctaaate
aaaaaacttg
cgecctttga

acactcaace

tgecteotgatg
gagtagtgcg
aagaatctge
aaaaaggggg
ttttgeaagg
acagatggaa
ggctecaggge
agcagttect
cagecagttte
tgtgecttat
cacccgageta
cegagetegg
ttaecaggtte
gactgagcac
tagagggccc
tgecttetag
aaggtgecac
gtaggtgtca
aagacaatag
ceagetygggg
gtgtggtagt
tegetttett
gggggctcec
attagggtga
cgttggagte

ctatcteggt
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ctattctttt
gatttaacaa
aagtceccag
accaggtgtg
aattagtecag
agtteegace
gcegectetg
ttttgecanaa
tgaggategt
gtggagagge
gtgttcegge
gccctgaatg
ccttgcgcag
gaagktgcegy
atggetgatg
caagcgaaac
gatgatetgg
gegegeatyge
atcatggtgg
gaccgctatce
tgggctgace
ttetategee
aagogacgoe
tgggcttcegg
tgetggagtt
gcaatagcat
tgtccaaact
tggegtaate
acaacatacg
tcacattaat
tgcattaatg
cttocteget

actcaaagge

gatttataag
aaatttazcy
gctececage
gaaagtocce
caaccatagt
atteteegeo
cctctgaget
agcteccegqgg
ttcgeatgat
tattoggeta
tgtecagegea
aactgcagga
ctgtgectega
ggecaggatct
caatgeggeqg
atcgeoatega
acgaagagca
cogacggoga
aaaatqgecg
aggacatage
gettectegt
ttettgacga
caacctgaca
aatcgttttco
cttogeccae
cacaaattte
catcaatgta
atggtcatag
ageooggaage
tgegttgage
aateggecaa
cactgactog

ggtaatacgg
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ggattttgecc
cgaattaatt
aggcagaagt
aggctoecca
ccecgecceta
ccatggectga
akttcecagaag
agcttgtata
tgaacaagat
tgactgggea
ggggegecey
cgaggeageyg
cgttgtcact
cotgtecatct
gotgeatacqg
gogagecacygh
tcaggggehe
ggatctegte
cttttctgga
gttggetace
getttaceggt
gttettetga
tecacgagatt
cgggacgccg
cocaaottgt
acaaataaag
tettatecatg
ctgtttoctyg
ataaagtgta
tcactgecceg
cgegogggga
ctgegetegg

ttatccacag

gatttocggece
ctgtggaatg
atgeoaaagea
goaggcagaa
actcogeocea
ctaatttttt
tagtgaggag
tccatttteg
ggattgoacg
caacagacaa
gttetttttg
cggetategt
gaagegggaa
caccttgete
cttgatoccgg
acteggatgy
gogoeagascyg
gtgacccatg
ttcatcgact
cgtgatattg
ategocegetce
gegggactet
tecgattcocac
gctyggatgat
ttattgeage
cattttette
tetghatace
tgtgaaatty
aagcctgggg
ctttccagte
gaggcgattt
tcgttegget

aatcagggga
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tattggttaa
tgtgtcagtt
tgcateteaa
gtatgcaaag
tecegoocet
ttatttatge
gottttttgg
gatetgatea
caggttetee
teggotgete
teaagaccga
ggctggecac
gggactgget
ctgeegagaa
ctacetgeoce
aagecggtet
aactgttege
gegatgectyg
gtggeegget
ctygaagaget
cocgattegea
ggggttegaa
cgeegectte
cetecagege
ttataatggt
actgcattct
gtegaccetet
ttatecgete
tgectaatga
gggaaacckty
gegtattggg
geggegageg

taacgcagga

aaaatgagct
agggtgtgga
ttagteagea
catgeatectce
aactecgece
agaggecgag
aggcctagge
agagacagga
ggecgettgy
tgatgeegee
cctgtecggt
gacgggegtt
getattggge
agtatccate
attegaceac
tgtegateag
caggctcaayg
cttgecgaat
gggtgtggcg
tggeggcgaa
gegeategeo
atgacegace
tatgaaaggt
ggggatctca
tacaaataaa
agttgtggtt
agctagaget
acaattecac
gtgagctaac
tcgtgecage
cgetettecy
gtatcagcte

aagaacatgt

1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
20490
2100
2160
2220
2280
2340
2#00
2460
25290
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480

3540



gagcaaaagy
ataggetecg
acccgacagg
ctgttocgac
cgcttteoteca
tgggctgtgt
gtcttgagte
ggattagcay
acggeotacac
gaaaaagagt
tttgocaagea
ctacggggtc
tatcaaaaaqg
aaagtatata
tectecagegat
ctacgatacyg
gcteacogye
gtggtcctge
taagtagttc
tgtecacgete
ttacatgatce
tcagaagtaa
ttactgtcat
tetgagaata
cogegecaca
aactectcaag
actgatctte
aaaatgeoege
tttttcaata
aatgtattta

ctgacgte

ccagcecaaaag
coeecotgas
actataaaga
cctgeegett
tagctcacge
gcacgaacece
caacccggta
agegaggtat
tagaagaaca
tggtagctct
gcagattacyg
tgacgeteag
gatcttcacc
tgagtaaact
ctgtetattt
ggagggetta
tccagattta
aactttatee
gccagttaat
gtegtttggt
ccccatgttg
gttggcogca
gceatcegta
gtgtatgegg
tagcecagaact
gatcttaceg
agcatetttt
aaaaaaggga
ttattgaagc

gaaaaataaa
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gocaggaace
gagcatcaca
taccaggegt
accggatacc
tgtaggtatc
ceegtteoage
agacacgact
gtaggcgaty
gtatttggta
tgateoggea
cgcagaaaaa
tggaacgaaa
tagatecttt
tggtctgaca
cgtteataca
cecatetggec
tcagcaataa
goctecateoe
agtitgegca
atggetteat
tgcaaaaaag
gtgttatcac
agatgetttt
cgaccgagtt
ttaaaagtge
ctgttgagat
actttcacca
ataagggcga
atttatcagg

caaatagggy

gtaaaaaggc
aaaategacy
ttceocactgg
tgteoegeett
teagttaeggt
cagacegetg
tatcgeccact

ctacagagtt

tetgegetat

aacaaaccac
aaggatctca
actcacgtta
taaattaaaa
gttaccaaty
tagttgectg
ceagtgetge
accagecage
agtcetattaa
acgttgttge
teagetecgg
cggttagete
tcatggttat
ctgtgactgy
gectettgece
tcatcattgg
ccagttegat
gcgtttetgg
cacggaaatg
gttattgtet

ttecgegeac
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¢gcgttgetg
ctcaagteay
aagctoccte
toctococtteg
gtaggtogtt
cgeacttatce
ggcagcagcc
cttgaagtgy
getgaageca
cgetggtage
agaagatoct
agggatttty
atgaagtttt
cttaatcagt
actecocgte
aatgataccg
cggaagggee
ttgttgecgg
cattgctaca
ttececaacga
ctteggtect
ggcagcactg
tgagtactca
ggegtcaata
aaaacgttet
gtaacccact
gtgagcaaaa
ttgaatacte
catgagecgga

atttececga

gegtttttcee
aggtggegaa
gtgegetcte
ggaagegtgyg
cgetocaage
ggtaactatc
actggtaaca
tggectaact
gttaccttcg
ggtttttttg
ttgatetttt
gteatgagat
aaatcaatct
gaggoacceta
gtgtagataa
cgagacceac
gagegoadgaa
gaagctagag
ggcatcgtgyg
tcaaggegag
ccgategttg
cataattcte
accaagtcat
cgggataata
tcgaggegaa
cgtgcaccca
acaggaaggc
atactcttee
tacatatttg

aaagtgccac

3600
3660
3720
3780
3840
3500
3960
4020
4080
4140
42900
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
50440
5100
5160
5220
5280
5340

5348
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REIVINDICACIONES

1. Un sensor basado en células que comprende:

a. Unalinea celular hematopoyética con exocitosis regulada de granulos de secrecion;

b. Un indicador hidrolasa no proteasa almacenado en el granulo transfectado en la linea celular de (a) y
sobreexpresado bajo el control de un promotor constitutivo fuerte o de un promotor inducible fuerte;

¢c.  Un modulador endégeno o un modulador heterdlogo trasfectado, de la exocitosis regulada de los granulos
de secrecion de la linea celular de (a);

d. Un sustrato impermeable a la célula seleccionado del grupo que comprende: un sustrato colorimétrico, un
sustrato fluorescente o un sustrato luminiscente especifico, para la deteccién de una actividad hidrolasa no
proteasa secretada;

que permite medir el efecto de un ligando especifico sobre el modulador de la exocitosis regulada.

2. Sensor basado en células, de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el indicador hidrolasa no proteasa se
selecciona de fosfatasa alcalina secretable (SEAP) de SEQ ID NO:1, la cadena beta de la beta-hexosaminidasa
(HEXB) (Gene Bank BC017378.2) o una proteina de fusion entre Gaussia luciferasa (GLuc) y una proteina de
direccionamiento a los granulos (SEQ ID NO: 2).

3. El sensor basado en células de la reivindicacion 1, en el que las células se seleccionan del grupo que comprende:
la linea celular de leucemia basdfila de rata RBL2H3, la linea celular hematopoyética de médula 6sea de raton 32D,
la linea celular humana de linfocitos citoliticos naturales NK92, la linea celular humana de linfocitos citoliticos
naturales YT y la linea celular de mastocitos de raton MC/9.

4. El sensor basado en células de la reivindicacion 1, en el que el modulador de la exocitosis regulada de granulos
de secrecion es un receptor endégeno de superficie o un receptor de superficie heterélogo transfectado
seleccionado, del grupo que comprende: receptores acoplados a la proteina G (GPCR), receptores que llevan un
motivo ITAM, receptores que llevan un motivo ITIM y receptores proteicos tirosina quinasa.

5. Método para obtener el biosensor de la reivindicacién 1 que comprende transformar una linea celular
hematopoyética que lleva un modulador enddégeno de la exocitosis regulada de los granulos de secrecion de la
reivindicacion 4, o que lleva un receptor de superficie heterélogo trasfectado con un vector bajo el control de un
promotor adecuado, que codifica el indicador almacenado en el granulo de la reivindicacion 1 también bajo el control
de un promotor adecuado.

6. El método de la reivindicacion 5, en el que el vector que codifica el modulador de la exocitosis regulada de los
granulos de secrecion de la reivindicacion 4 también comprende un péptido sefal util para la sobreexpresion de
receptores en la superficie de las células y/o una etiqueta para la deteccion en la superficie y/o la separacion de
células positivas.

7. El método de la reivindicacion 5, en el que el promotor Util para la sobreexpresion del modulador de la exocitosis
regulada de los granulos de secrecion es un promotor constitutivo seleccionado del grupo que comprende el
promotor del factor de elongacion 1 alfa de mamifero (hEF1alfa) (SEQ ID NO: 3) y el 5'LTR del promotor MoMLV-
5'LTR del virus de la leucemia murina de Moloney (SEQ ID NO: 4) o un promotor inducible seleccionado del grupo
que comprende el promotor inducible de tetraciclina, el promotor inducible de ecdisona, el promotor inducible de
cumato y el promotor inducible de progesterona.

8. El método de las reivindicaciones 5 a 7, en el que el vector para la sobreexpresion de un modulador de la
exocitosis regulada de los granulos de secrecién comprende una secuencia derivada del GPCR viral (VGS) de SEQ
ID NO: 5 0 SEQ ID NO: 6 para la sobreexpresion en superficie.

9. El método de las reivindicaciones 5 a 8, en el que el vector para la sobreexpresién constitutiva de un modulador
de la exocitosis regulada de los granulos de secreciéon es P-MoMLV-5'LTR-SP-cmyc-tag-VGS-MCS-poliA (SEQ ID
NO: 7).

10. El método de la reivindicacion 5, en el que el promotor fuerte para la sobreexpresion constitutiva de indicadores
almacenados en granulos se selecciona de: un promotor quimérico de hCMV vy el promotor MoMLV-5'-LTR (SEQ ID
NO: 4), un promotor del factor de elongacion 1-alfa (SEQ ID NO: 3), y un promotor inducible seleccionado entre:
promotor inducible de tetraciclina, promotor inducible de ecdisona, promotor inducible de cumato y promotor
inducible de progesterona.

11. Método de ensayo o de cuantificaciéon de las interacciones entre al menos dos moléculas, una que actia como el

modulador de la exocitosis y la otra como el ligando especifico del modulador de la exocitosis, que comprende las
etapas de:
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a. incubar el sensor basado en células descrito anteriormente de las reivindicaciones 1 a 4 en un medio
compatible con la viabilidad celular, la exocitosis y la actividad enzimatica de los indicadores almacenados
en los granulos secretados,

b. afiadir un ligando especifico del modulador de la exocitosis,

afiadir un sustrato especifico del indicador almacenado en el granulo y

detectar la actividad enzimatica hidrolasa no proteasa del polipéptido indicador, liberado de los granulos en

el medio extracelular, con un sustrato especifico de dicho indicador liberado.

oo

12. Uso del sensor basado en células de las reivindicaciones 1 a 4 para la detecciéon de una proteina a la que se
unen un par de dos moléculas, en el que una de las moléculas que se une a la proteina para detectar es una
inmunoglobulina G especifica, o una inmunoglobulina E especifica, o una inmunoglobulina A especifica y la segunda
molécula que se une a la proteina que se va a detectar induce la oligomerizaciéon de dicha proteina que se va a
detectar, tras la union.

13. Uso del sensor basado en células de las reivindicaciones 1 a 4 para analizar las interacciones entre moléculas
en el descubrimiento de farmacos, o para cuantificar moléculas tales como proteinas para el diagnoéstico, o para la
deteccion de farmacos o moléculas en muestras de la industria alimentaria, en muestras ambientales y en la
industria farmacéutica, para el analisis de las interacciones IgE-alérgeno, para analizar los compuestos anti-alérgicos
y/o para la deteccién de alérgenos.

14. Kit que comprende el sensor basado en células de las reivindicaciones 1 a 4 para analizar si un compuesto
modula la exocitosis o para cuantificar el grado de tal exocitosis.

15. Kit de acuerdo con la reivindicacion 14 que comprende al menos un sustrato especifico para la deteccion del
indicador heterélogo secretado.
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FIGURA 1
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FIGURA 2
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FIGURA 3
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