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Nuevos sensores ultrasensibles basados en células y usos de los mismos

DESCRIPCION
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a un nuevo sensor basado en células, util para el descubrimiento de farmacos, el
diagnéstico y la determinacion de analitos, que comprende una linea celular con exocitosis regulada profesional de
granulos secretores transfectados con granzima B, utilizando reportero una proteasa almacenada en los granulos
secretores regulados de la linea celular con exocitosis regulada profesional y que tiene un receptor de superficie
heterdlogo como modulador de la exocitosis de los granulos secretores regulados, teniendo dicha proteasa reportera
almacenada en granulos al menos: una alta resistencia a las condiciones ya presentes dentro de los granulos, tales
como pH bajo y protedlisis por otras proteasas; actividad enzimatica después de la exocitosis; una secuencia de
escision altamente especifica; un nivel de secrecién muy bajo en condiciones no estimuladas o basales; y una
actividad de sefal alta con respecto al fondo en un medio compatible con la viabilidad del cultivo celular y la
exocitosis de los granulos, para una deteccion robusta y sensible de alto rendimiento.

Cuando el sensor basado en células se incuba con un ligando especifico del modulador de la exocitosis, el
polipéptido reportero se libera de los granulos al medio extracelular y la actividad enzimatica de dicho polipéptido
reportero liberado se detecta con un sustrato especifico. La presente invencién también permite el desarrollo de
ensayos multiples mezclando en el mismo recipiente de reaccion al menos dos lineas celulares, cada una con un par
diferente de modulador de exocitosis-reportero de proteasa almacenada en granulos, y detectando la exocitosis con
sustratos altamente especificos de cada proteasa reportera almacenada en granulos.

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

Antecedentes de la invenciéon

El proceso de descubrimiento de un nuevo producto terapéutico implica tradicionalmente las siguientes fases: (1)
identificacion de una diana farmacoldgica, (2) validacidon de la diana, (3) exploracién con respecto a compuestos que
afectan a la actividad de la diana, (4) ensayo de los compuestos candidatos con respecto a toxicidad, (5) ensayo de
los compuestos candidatos con respecto a efectos secundarios y (6) examen del metabolismo y estabilidad de los
compuestos candidatos en el paciente o en un sistema modelo apropiado.

El cribado de alto rendimiento (HTS, del inglés High Throughput Screening) es una de las fases iniciales del proceso
de descubrimiento de farmacos. Permite ensayar cientos de miles de compuestos quimicos al dia para seleccionar
los candidatos mas destacados para un examen futuro. Los compuestos se ensayan frente a dianas terapéuticas.
Los desarrollos recientes en el cribado en masa modernos estan altamente influidos por el nimero creciente de
dianas identificadas mediante la gendmica y por la expansion de las bibliotecas de compuestos sintetizados usando
métodos de quimica combinatoria.

Por ejemplo, la membrana plasmatica actia como hospedador para mas de 20 familias diferentes de receptores,
incluyendo mas de 1000 proteinas diferentes, que se han denominado el receptoroma. La superfamilia del receptor
acoplado a proteina G (GPCR) representa la mayor parte del receptoroma, aunque receptoroma también incluye
receptores de tipo toll, receptores de integrina, receptores de lipoproteina de baja densidad, receptores de proteina
tirosina quinasas y fosfatasas, receptores de citocinas e incluso algunos canales ionicos que actian como
receptores.

Se considera que el aprovechamiento terapéutico de la interaccion entre receptores extracelulares y de superficie
celular, que se origind como el concepto de “farmaco-receptor”, es una de las grandes ideas y percepciones de la
ciencia biomédica del siglo XX. Debido a los avances continuados en la identificacion de dianas, tecnologias de
exploracion y validacion de dianas, los intentos de descubrir farmacos basados en receptoroma probablemente sean
productivos durante muchas décadas futuras. No resulta sorprendente que la mayoria de los expertos concluyan que
el receptoroma representa la mayor parte del genoma al que se pueden aplicar farmacos, estando en cabeza
uniformemente los GPCR.

Una de las primeras tecnologias para la exploracion masiva es el ensayo de competicion de unién de radioligando,
basado en el uso de radioligandos de alta actividad especifica que marcan selectivamente al receptor de interés. Los
ensayos de competicion de uniéon de radioligando, como se llevan a cabo tipicamente, proporcionan una estimacion
fiable de afinidades farmacolégicas para dianas moleculares particulares, pero no proporcionan informacién
relacionada con la eficacia (como agonista, antagonistas o agonistas parciales). Tradicionalmente, los farmacélogos
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se han basado en ensayos de competicién de union de radioligando para medir afinidades del ligando y las
especificidades del receptor, asi como atribuir relevancia fisioldgica al GPCR. Los filtrados de radioligandos de
competicidon son susceptibles a técnicas similares a HTS porque pueden realizarse en placas de + de 96 pocillos, lo
que se ha demostrado que es inestimable para la exploracion eficaz de bibliotecas quimicas focalizadas contra una
serie de receptores. Los ensayos de competicion de union de radioligando también son utiles para relacionar la
estructura quimica con los efectos secundarios de los farmacos.

Incluso aunque los cribados de radioligandos son uniformes entre los diferentes sistemas de expresion celular,
tienen varios inconvenientes que han promovido la investigacion sobre tecnologias alternativas. Por ejemplo, los
ensayos de radioligandos no diferencian entre agonistas, agonistas parciales, antagonistas y agonistas inversos. No
obstante, lo que es mas importante, los ensayos de radioligandos no consiguen detectar las respuestas que suceden
corriente abajo de la unién del ligando y por ello no son adecuados para los receptores huérfanos debido a que, por
definicion, estos oGPCR tienen ligandos desconocidos. Adicionalmente, los ensayos de unién a radioligando,
tipicamente estan desplazados para detectar la unién del ligando con el sitio del receptor enddgeno (sitio ortostérico)
y por lo tanto podrian no detectar moduladores de moléculas pequefias que ejercen sus efectos en sitios distintos
del sitio endégeno, denominado sitio alostérico.

A diferencia de los ensayos de unién de radioligando, los ensayos funcionales producen perfiles de ligandos ricos en
informacion que revelan como el ligando modula la transduccién de la sefial, por ejemplo, en GPCR. Dichos ensayos
funcionales se basan en la deteccién de segundos mensajeros que se producen como resultado de rutas de
transduccion de sefiales especificas de receptor. Uno de dichos métodos usa el aumento de calcio intracelular
medida con un fluoréforo sensible a calcio como sefial, mientras que los otros métodos usan calcio o promotores
sensibles a AMPc acoplados con reporteros como la luciferasa para medir la activacién o la inhibicion del receptor.
La elevacion intracelular de calcio se mide con un colorante sensible a calcio que aumenta su fluorescencia a
medida que el colorante intracelular se une con calcio o con una proteina sensible a calcio denominada aecuorina
que genera una sefal luminiscente cuando se afiade un derivado de la coelenterazina. No obstante, ambos ensayos
de calcio tienen las siguientes desventajas: (1) no pueden usarse para explorar con respecto a agonistas inversos;
(2) el corto intervalo temporal entre la adicion de ligando y la elevaciéon de calcio requiere equipamiento altamente
especializado para adicién de ligando y medicién de calcio simultaneos; y (3) la sefial no se amplifica. Hay muchas
tecnologias que miden la acumulacién de AMPc basada en membrana o células tales como SPA™ (GE Healthcare),
FlashPlate™ (Perkin Elmer), AlphaScreen™ (Perkin Elmer), HTRF cAMP (Cisbio) y HitHunter™ (DiscoveRx). Son
tecnologias de cribado basadas en genes indicadores de ensayos basados en células, en los que el aumento en
segundos mensajeros induce la expresion de moléculas indicadoras, por ejemplo, luciferasa, beta-lactamasa, SEAP
y beta-galactosidasa.

Una tecnologia de cribado ideal deberia ser sencilla, no radiactiva, con alta relaciéon de sefial frente al ruido,
homogénea, con minimas adiciones de reactivos y ser susceptible de un formato de placa de microtitulacién para
facilitar la automatizacion roboética. Otra consideracién es si medir una etapa de sefalizacion proxima o distal. La
medicion de acontecimientos proximos a la activacién de la diana reducira la incidencia de falsos positivos; sin
embargo, las relaciones de la sefial con respecto al ruido pueden potenciarse moviéndose por la cascada de
transduccion de la sefial debido a la amplificacion de la sefial. Otra desventaja del uso de moléculas reporteras
acopladas con segundos mensajeros como calcio o el promotor sensible a AMPc, es que esos ensayos se basan en
promotores inducibles que son habitualmente promotores débiles con un fondo alto, y es necesario que el reportero
se mida después de la transcripcion y la traduccion bien en lisados o bien como productos secretados. El uso de
métodos en los que las moléculas reporteras se secretan rapidamente al medio extracelular tras la interaccion
ligando-proteina seria deseable en exploracién de descubrimiento de farmacos debido a que elimina la etapa de la
lisis celular para liberar el reportero intracelular. Ademas, el uso de métodos como la medicion de calcio intracelular
con fluoréforos especificos elimina la necesidad de transcripcion y nueva sintesis de proteinas, reduciendo de este
modo los tiempos de ensayo. Esta reduccion en el tiempo de ensayo es muy importante en métodos como la el
cribado homogéneo en nanoplacas 3456, en el que el volumen de reaccién es muy bajo, o que hace por lo tanto la
evaporacion de reactivos especialmente relevante. Ademas, el uso de nanoplacas para exploracion requiere
métodos muy sensibles para cuantificar cantidades muy pequefias de moléculas reporteras o de segundos
mensajeros y, por lo tanto, son deseables moléculas reporteras que puedan acoplarse a voluntad con cascadas de
amplificacion de la sefial. No obstante, como el fondo también se amplifica en cascadas de amplificacién de la sefal,
especialmente el fondo debido a las primeras etapas en la cascada, existe la necesidad de moléculas reporteras
altamente especificas con el menor fondo de sefial posible. Finalmente, se prefieren métodos con una o dos
adiciones de reactivos a cada pocillo de una nanoplaca en un proceso de descubrimiento de farmacos. Por lo tanto,
una tecnologia de cribado deseable seria una mezcla de: (1) alta sensibilidad de los métodos basados en reportero;
(2) baja tasa de falsos positivos de métodos de segundos mensajeros; (3) cortos tiempos de ensayo de métodos de
segundos mensajeros que no tienen transcripcion; (4) sefal estable de métodos basados en reporteros proteicos; (5)
minimas adiciones o separaciones de reactivos en los productos de ensayo de los métodos homogéneos; (6) una
sefal robusta con una alta relacion de sefial con respecto al ruido; (7) una sefial amplificable para reducir los
volimenes de ensayo conservando al mismo tiempo una alta relacién de sefial con respecto al ruido y (8) una
lectura universal que pueda usarse para la amplia mayoria del genoma humano al que se puede aplicar farmacos.

La célula con exocitosis regulada de reporteros preformados podria cumplir varias de las condiciones anteriores vy,
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por lo tanto, dichos sensores basados en células podrian ser de gran utilidad en el descubrimiento de farmacos y en
la caracterizacion de compuestos. La beta-hexosaminidasa endégena ha sido el reportero lisosomico mas
ampliamente usado en desgranulacion, pero esta proteina se considera un reportero de baja sensibilidad. Por
ejemplo, Tiberghien et al (Tiberghien et al. Journal of Immunological Methods 223 1999.63-75) desarrollaron un
método en el que las células HL-60 promielociticas se diferenciaron y se emplearon para preparar una metodologia
en microplaca de 96 pocillos, usando filtracién en lugar de centrifugacién para recoger el fluido extracelular junto con
la beta-hexosaminidasa como enzima liberada por las células que se midié6 enzimaticamente. Este método usa
células no profesionales que necesitan diferenciarse para inducir la secrecion, tanto el reportero beta-
hexosaminidasa como el receptor del quimioatrayente son enddgenos vy, por lo tanto, de baja expresion y toda la
combinacién anterior de factores da como resultado un método que necesita al menos 250.000 células por cada
pocillo a analizar. Por lo tanto, los autores reivindican que la ventaja principal de su método es el uso de filtracion en
lugar de centrifugacion para recoger el fluido extracelular.

En otro ensayo, (Naal RM et al. Biosens Bioelectron 1 nov 2004; 20(4):791-6.) Naal et al han desarrollado un ensayo
de desgranulacion directo para permitir el uso de mastocitos RBL-2H3 como un biosensor para explorar bibliotecas
quimicas para el descubrimiento de farmacos y la evaluacion de la toxicidad ambiental basandose en la liberacion de
beta-hexosaminidasa enddégena al medio extracelular en una Unica etapa. Los autores anticipan el uso de dicho
método para detectar interacciones de hapteno-IgE y para examinar inhibidores farmacolégicos de actividad tirosina
quinasa Syk, critica para la desgranulacion. Estos autores también usan beta-hexosaminidasa endégena como
reportero y solamente usan el método para detectar interacciones hapteno-IgE y para probar inhibidores
farmacolégicos de tirosina quinasas que participan en la desgranulacion. Ademas, en este método solamente se
usan células adherentes y, por lo tanto, es necesaria una etapa de lavado de cada pocillo para eliminar el fondo
debido, tanto a la actividad de beta-hexosaminidasa basal acumulada durante las 16 a 24 horas de cultivo celular
antes del ensayo, como el debido a la actividad beta-hexosaminidasa normalmente presente en el suero bovino
usado en el medio de cultivo celular. Esta etapa de lavado de los pocillos individuales limita el rendimiento, aumenta
los costes y cuando se realiza en un ambiente HTS con robots de pipeteado automatico, se reduce la sefal con
respecto al fondo de los ensayos debido al volumen residual en los pocillos que contienen actividad beta-
hexosaminidasa. Finalmente, como la enzima beta hexosaminidasa se expresa en la mayoria de las lineas celulares
hemopoyéticas con exocitosis regulada profesional, esta enzima permite solamente el desarrollo de ensayos
sencillos y no de ensayos multiples.

En un tercer método, Graminski, GF et al (véase Graminski GF et al J. Biol. Chem. (1993), 268, 8, 5957-5964) han
usado la dispersion de pigmentos en melandforos de rana mediada por receptores que activan proteina quinasa A o
la proteina quinasa C, para evaluar rapidamente productos quimicos con respecto a sus efectos en receptores que
activan PKA o PLC mediante un ensayo funcional que se usa para investigaciones de interacciones ligando-receptor
y para el cribado farmacoldégico masivo. Una desventaja importante de este método es que usa células de origen no
mamifero para la evaluacion funcional interacciéon receptor-ligando, y que la deteccidn colorimétrica es de baja
sensibilidad en comparacién con los métodos fluorescentes o quimioluminiscentes.

Se han desarrollado otros métodos para estudiar el trafico intracelular y la secrecion de proteinas de fusion entre un
comparniero lisosomal marcado y una proteina fluorescente, tal como la GFP. En un primer método, El Meskini, R et
al (véase El Meskini R et al. Endocrinology 2001, 142-2, 864-873) han usado fusiones del pre-pro-neuropéptido Y
con GFP para investigar el trayecto de las proteinas quiméricas en células AtT-20, células PC-12 y células de
hipofisis primarias para producir almacenamiento de GFP en LDCV que se sometieron a liberacion estimulada. En
2002, Rajotte (documento W0O2004/016212) reivindicé que habia desarrollado una tecnologia fusionando RMCP con
GFP para detectar y cuantificar la desgranulacion, pero este método solamente es util para medir el trafico, pero no
para cuantificar, debido a la baja sensibilidad de la GFP liberada por las células.

Otros investigadores han transfectado GPCR en células secretoras profesionales como RBL-2H3, pero la beta-
hexosaminidasa enddgena siempre ha sido el reportero usado para medir la desgranulacién, solamente se han
usado células adherentes para el ensayo y, por lo tanto, es necesaria una etapa de lavado adicional para eliminar el
fondo, comprometiendo de este modo el rendimiento, y esta enzima permite solamente el desarrollo de ensayos
sencillos. Ademas, los promotores y las condiciones usadas para la expresion de los receptores de superficie como
GPCR en células hemopoyéticas, tales como RBL-2H3, necesitan optimizarse cuidadosamente para encontrar
resultados uniformes. Por ejemplo, el receptor adenosina 3 se considera un GPCR que no desgranula por si mismo,
pero que potencia la desgranulacion inducida por cantidades suboptimas del alérgeno de IgE. Por lo tanto, el estado
de la técnica actual no ensefia cémo desarrollar un sensor robusto y sensible basandose en la desgranulacion
adecuado para su uso en HTS.

Hasta la presente invencion, no ha habido ningun informe sobre el uso de serin proteasas altamente especificas
como las granzimas A, B, quimasa humana, proteinasa 3 o elastasa de neutrofilos como reporteros almacenados en
lisosomas secretores, para desarrollar sensores basados en células hemopoyéticas utiles para el descubrimiento de
farmacos o para detectar moléculas para diagnéstico. El estado de la técnica actual emplea beta-hexosaminidasa
enddgena como un reportero midiendo la actividad de esta enzima a partir de al menos 50.000 células, nimero de
células relativamente grande (véase Schwartz et al. J. Immunol. 123: 1445-1450, 1979; y Dragonetti et al. J. Cell Sci.
1 13: 3289-3298, 2000) o enzimas lisosomicas fusionadas con GFP para seguir el movimiento de los lisosomas
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secretores supervisado a tiempo real.

En este sentido, Shiver et al. (Shiver et al. Cell. 71 (2): 315-322, 1992) describen un método para supervisar la
interaccion entre el receptor Rc especifico de IgE endégena (receptor de superficie endégeno que es un modulador
de la exocitosis regulada de granulos secretores) e IgE anti-DNP (ligando especifico) en presencia o ausencia de
TNP-RBC o TNP-albumina. Dicha interaccion induce la reticulacion del receptor de IgE y comprende: poner en
contacto IgE anti-DNP y opcionalmente TNP-RBC (o TNP-albumina) con la linea tumoral de mastocitos de rata RBL
transfectada con granzima A; y determinar las actividades de la granzima A trasfectada y la B-hexosaminidasa
endogena con sustratos cromogénicos especificos. El fin del método desvelado en Shiver et al. muestra que la
granzima A (es decir, esa granzima especifica) y la citolisina, liberadas tras la unién de IgE con su receptor
especifico, enddgeno, destruyen células rojas diana; la granzima A es por lo tanto esencial para llevar a cabo el
método desvelado en Shiver et al.

La presente invencion describe un sensor basado en células hemopoyéticas altamente sensible basado en la
desgranulaciéon de proteasas reporteras Utiles para ensayar interacciones entre al menos dos moléculas, con una
alta sefial con respecto al fondo para la deteccion robusta, una cinética rapida, con etapas susceptibles de
exploracion minimas de alto rendimiento, y uso de sustratos sensibles a enzimas reporteras, para la deteccion de las
enzimas secretadas a partir de un nimero bajo de células para reducir costes. Este sensor basado en células podria
usarse en forma sencilla o multiple. Los ensayos multiples tienen varias ventajas sobre los ensayos sencillos, por
ejemplo: un mayor rendimiento, reduccion de costes sin comprometer la calidad de los datos o incluso calidad de
datos mejorada ya que cada ensayo tiene como control interno el otro ensayo realizado en el mismo pocillo.

OBJETOS DE LA INVENCION
Definiciones

El transductor se define como cualquier dispositivo que convierta una sefial de una forma a otra. Por ejemplo, el
biosensor basado en células de la presente invencion convierte una interaccion del ligando con receptor en la
superficie celular, en una secrecién de un polipéptido reportero, previamente almacenado dentro de la célula, por lo
tanto, la medida de la actividad enziméatica del reportero se asocia con una interaccion receptor-ligando.

El sensor es un tipo de transductor. Los sensores que transducen una sefial biolégica se denominan biosensores.
Todos los organismos vivos contienen sensores bioldgicos que actian de forma similar a los de los sensores
mecanicos. La mayoria de estos son células especializadas sensibles a: luz, movimiento, temperatura, campos
magnéticos, gravedad, humedad, vibracion, presién, campos eléctricos, sonido y otros aspectos fisicos del ambiente
externo; aspectos fisicos del ambiente interno, tales como estiramiento, movimiento del organismo y posicién de los
apéndices (propiocepcion); una enorme serie de moléculas ambientales, incluyendo toxinas, nutrientes y feromonas;
muchos aspectos del medio metabdlico interno, tales como el nivel de glucosa, el nivel de oxigeno u la osmolalidad;
y una serie diversa de moléculas sefales internas, tales como hormonas, neurotransmisores y citocinas. Los
sensores artificiales que imitan sensores bioldgicos usando un componente sensible biolégico se denominan
biosensores.

La exocitosis regulada es un proceso en el que células especializadas secretan neurotransmisores, hormonas,
enzimas, péptidos o sustancias de bajo peso molecular (por ejemplo, catecolaminas, glutamato, etc.). Durante la
exocitosis, la activacion celular genera una cadena de acontecimientos intracelulares que conduce al suministro de
vesiculas que contienen una carga a la membrana de superficie celular (la membrana plasmatica), culminando en la
fusion de un subconjunto de estas vesiculas con regiones especializadas de la membrana plasmatica. Aunque un
aumento en la concentraciéon de Ca2+ intracelular es con frecuencia el desencadenante de la exocitosis, otras
sefiales intracelulares incluyendo AMPc, diacilglicerol (DAG), fosfolipidos y ATP también regulan o modulan la
exocitosis desencadenada por Ca2+.

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

Las células hemopoyéticas son células derivadas de células madre de la médula ésea y comprenden todos los
tipos celulares sanguineos que incluyen los linajes tanto mieloide (monocitos y macrofagos, neutréfilos, basofilos,
eosindfilos, eritrocitos, megacariocitos/plaquetas y algunas células dendriticas) como linfoide (linfocitos T, linfocitos
B, linfocitos NK, algunas células dendriticas).

Linea celular con exocitosis regulada: como se usa en el presente documento, las expresiones “célula con
exocitosis regulada”, “linea celular secretora profesional” y “linea celular con exocitosis regulada profesional” pueden
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usarse indistintamente. Para los métodos de la presente invencion, las lineas celulares importantes son lineas
celulares hemopoyéticas con exocitosis regulada profesional. Todas estas expresiones también incluyen su
descendencia, que es todas y cada una de las generaciones posteriores. Se entiende que toda la descendencia
puede no ser idéntica debido a mutaciones deliberadas o involuntarias. Las lineas celulares con exocitosis regulada
utiles en sensores basados en células, son células hospedadoras generalmente modificadas técnicamente para
expresar un reportero almacenado en los granulos, que se libera al medio de cultivo por un modulador de exocitosis
como un receptor de superficie celular, tal como un GPCR, después de la unién a un ligando agonista.

Polipéptido reportero o reportero: es un gen que los investigadores unen a otro gen de interés en cultivo celular,
animales o plantas. Ciertos genes se eligen como reporteros porque las caracteristicas que confieren en los
organismos que los expresan se identifican y se miden facilmente, o debido a que son marcadores seleccionables.
Los genes reporteros se usan en general para determinar si el gen de interés se ha captado por o se expresa en la
célula o en una poblacidon de organismos. Los genes reporteros en el presente documento son polipéptidos
almacenados dentro de granulos secretores de lineas celulares secretoras profesionales, como ciertas células
hemopoyeéticas, y se liberan al medio extracelular por un estimulo o un modulador de exocitosis.

Proteasa: Las proteinas estan compuestas de aminoacidos como componentes basicos entre los que se forma un
enlace amida entre el COOH de un aminoacido y el NH2 del siguiente aminoacido, para formar el enlace peptidico.
El término proteasa es sinénimo de peptidasa, que significa hidrolasa de enlace peptidico, e incluye endopeptidasas
y exopeptidasas. La capacidad de catalizar la hidrdlisis del enlace peptidico a pH neutro y temperaturas ambientales
por lo tanto caracteriza a las proteasas, en los que diversos mecanismos cataliticos estan localizados en una
diversidad de andamiajes proteicos de otro modo no relacionados. Existen en la actualidad seis clases de proteasas:
serin proteasas, treonin proteasas, cistein proteasas, aspartil proteasas (por ejemplo, plasmepsina),
metaloproteasas y glutamil proteasas. El mecanismo usado para romper un enlace peptidico implica hacer
nucleofilico a un resto aminoacido que tiene la cisteina y la treonina (peptidasas) o una molécula de agua (aspartil,
metaloproteinasas y glutamil peptidasas), de modo que se pueda atacar al grupo carbonilo peptidico. Un modo de
hacer un nucledfilo es mediante una triada catalitica, en la que se usa un resto de histidina para activar la serina,
cisteina o treonina como un nucledfilo. El sitio de unién al sustrato en todas las proteasas se compone por un
numero bastante grande de restos de aminoacidos que aseguran el alineamiento apropiado de los sustratos antes
de la hidrdlisis, y ayudan a promover la catalisis mediante la estabilizacién del estado de transicion. El sitio de union
se divide en varios subsitios que aseguran cada uno, un unico resto de aminoacido del sustrato mediante
interacciones multiples. Ademas de las interacciones con cadenas laterales especificas, la union de la cadena
principal peptidica también desempefia un papel importante en la catalisis. La especificidad de la proteasa se
estudia frecuentemente en el contexto de los subsitios que flanquean los restos cataliticos y proporcionan a la
enzima preferencias especificas para sustratos peptidicos o proteicos. Para el anadlisis de la especificidad de la
proteasa se usa la nomenclatura de Berger y Schechter (véase Schechter |, Berger A. Biochem. Biophys. Res.
Commun. (1968) 32: 898-902). De acuerdo con esta nomenclatura, los aminoacidos presentes en los sitios sensibles
a proteasa se denominan S4, S3, S2, S1, S1’, S2’, S3’, y corresponden a aminoacidos presentes en los sustratos
con la secuencia P4, P3, P2, P1, P1’, P2, P3’, en la que el enlace peptidico P1-P1’ se rompe. Por ejemplo, la familia
de las cistein proteasas tipo papaina tiene sitios bien definidos de S3 a S1’, teniendo algunas proteasas individuales
especificidad mas extendida. Por ejemplo, el péptido de granzima B lle-Glu-Pro-Asp-amidometilcoumarina tiene lle
como P4, Glu como P3, Pro como P2 y Asp como P1. Para varias proteasas los restos de aminoacidos después del
enlace peptidico escindido, es decir restos Pn’, también contribuyen a la especificidad. Por ejemplo, la granzima B
de ratén tiene un requisito de glicina en la posicién P2’ para la rotura eficaz de los sustratos. Ademas, un buen
sustrato extendido de la granzima B humana es lle-Glu-Pro-Asp-Ser-Gly-Met-Glu (P4-P3-P2-P1-P1-P2’-P3’-P4’).

Como enzimas, las proteasas pueden caracterizarse cinéticamente por su afinidad por sustrato, la velocidad
catalitica de la reaccion y su especificidad de sustrato o eficacia catalitica. La ecuacién de Michaelis y Menten
describe la velocidad de reaccion y especificidad para una reaccion sencilla de un sitio. Michaelis y Menten
dividieron el proceso de la conversion de un sustrato S a un producto P en dos pasos como se muestra:

! Km kcat
E+S«<=>ES<=>E+P

La primera etapa de reaccion describe la uniéon del sustrato con la enzima (catalizador) y la constante Km
corresponde a la constante de disociacion del equilibrio en condiciones en las que la formacion del producto es muy
lenta en comparacién con el proceso de disociacion del sustrato. Km es igual a la concentracion de sustrato a
velocidad de reaccion semimaxima Vmax/2. En este caso Km es una buena aproximacion para la constante de
disociacién y, por lo tanto, describe la afinidad del sustrato por la enzima. Para reacciones mas complejas la
constante refleja el equilibrio de disociacion de todos los sustratos unidos a la enzima. La segunda etapa de reaccién
describe la velocidad catalitica o la velocidad de formacién del producto y se denomina el nimero de renovacion
Kcat. La velocidad de renovacion se define como el nimero maximo de producto P por sitio activo por unidad de
tiempo. La cinética de Michaelis-Menten es valida solamente en condiciones de saturacién, es decir, cuando la
concentracion de sustrato S es mucho mayor que la concentracién de enzima. Otra propiedad importante de las
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proteasas es su especificidad de sustrato. La relacion keat/Km define una medida de la eficiencia catalitica de un par
enzima-sustrato. Se refiere a las propiedades y reacciones de enzima libre y sustrato libre. La especificidad de una
enzima es, por lo tanto, una medida de la especificidad de una enzima para sustratos de competicién o de enzimas
de competicion para un Unico sustrato. Las proteasas se clasifican como endopeptidasas si su secuencia de corte es
interna en un sustrato diana o exopeptidasas si necesitan un grupo amino terminal o uno carboxilo terminal para el
corte. Las exopeptidasas se clasifican por lo tanto en aminopeptidasas y carboxipeptidasas.

Los granulos de varias células hemopoyéticas almacenan de forma natural proteasas como las granzimas,
proteasas de mastocitos, elastasa, proteinasa 3, metaloproteasas como MMP-8 y MMP-9, catepsinas de serin
proteasa como las catepsinas A y G y cistein catepsinas. Las granzimas y las proteasas de mastocitos pertenecen a
la superfamilia quimotripsina de serin proteasas debido a su alto grado de identidad de secuencia de aminoacidos
con serin proteasas ampliamente documentadas; su capacidad para cortar sustratos de serin proteasa sintéticos y
su inhibicién por inhibidores de serin proteasa tipicos. (Véase por ejemplo Smith MJ et al J. Leukoc. Biol. 1996, 60:
555-562). La actividad enzimatica de granzimas y proteasas de mastocitos se ha clasificado como de tipo triptasa
(escision después de Arginina o Lisina), de tipo Asp-asa (escisién después de Acido Aspartico), de tipo quimasa
(escisién después de Fenilalanina, Triptéfano o Tirosina) y de tipo elastasa (escision después de Valina, Alanina,
Isoleucina, Metionina o Leucina).

Las catepsinas son una clase de proteasas globulares, inicialmente descritas como hidrolasas peptidicas
intracelulares, aunque varias catepsinas tienen también funciones extracelulares. Las catepsinas B, C, F, H, L, K, O,
S, V, W y X son cistein proteasas de la familia papaina, y representan la mayor clase y mejor conocida de las
catepsinas. Su funcién principalmente es como proteasas intracelulares que median en la mayoria de la protedlisis
terminal no especifica en el ambiente acido de los lisosomas (véase, por ejemplo, Turk V, Turk B y Turk D. EMBO J
2001; 20: 4629-33). Las catepsinas A y G son ambas serin proteasas, pero la catepsina G es una endopeptidasa
mientras que la catepsina A es una carboxipeptidasa. Las catepsinas D y E son proteasas asparticas. Las
catepsinas se sintetizan como proenzimas inactivas y se procesan para convertirse en enzimas maduras y activas.

Granzimas: las granzimas son serin proteasas relacionadas estructuralmente que difieren en su especificidad de
sustrato. Se expresan de forma natural en linfocitos citotoxicos tales como linfocitos T CD8 positivos y linfocitos
citoliticos naturales, pero también en testiculo. Hasta la fecha, se han descrito cinco granzimas diferentes en seres
humanos: granzimas A, B, H, Ky M (véase por ejemplo Grossman, WJ. et al. Curr. Opin. Immunol. (2003) 15, 544-
552). En ratones, pueden encontrarse ortélogos claros de cuatro de estas granzimas (A, B, Ky M), y la granzima C
parece ser el ortélogo murino mas probable de granzima H. El genoma murino codifica varias granzimas adicionales
(D, E, F, G,LyN), delas que D, E, F y G se expresan por linfocitos citotdxicos; L parece ser un pseudogén y N se
expresa en el testiculo.

Modulador de la exocitosis regulada, se refiere a un compuesto, una molécula o una composicién que es capaz
de alterar una o més rutas de transduccion de la sefal corriente abajo implicadas en el proceso de exocitosis
regulada. Esta alteracién en la actividad abarca inhibicidn (es decir, el compuesto, la molécula o la composicién es
un “inhibidor” de exocitosis), asi como estimulacién, induccion o potenciacion (es decir, el compuesto, la molécula o
la composicion es un “estimulador’, “inductor” o “potenciador” de exocitosis). Estos moduladores se identifican
utilizando ensayos in vitro y/o in vivo. En estos ensayos, se usan controles para permitir comparaciones entre
muestras.

Descubrimiento de farmacos, proceso por el que se descubren y/o disefian farmacos. Como se usa en el presente
documento el descubrimiento de farmacos comprende la identificacion de farmacos y las modificaciones para
afinidad, efectos secundarios, biodisponibilidad, pero también ensayar el efecto de un farmaco previamente lanzado
al mercado en una indicacion terapéutica nueva, un proceso también conocido como redefinicion.

Gen, es la unidad fisica y funcional fundamental de la herencia. En términos bioquimicos, un gen es una secuencia
ordenada de nucledétidos localizada en una posicion particular en un cromosoma particular que codifica un producto
funcional especifico (es decir, una proteina o molécula de ARN). Como se usa en el presente documento, un gen
esta compuesto no solamente de secuencias codificantes, sino que puede comprender regiones de ADN adyacentes
implicadas en el control de la transcripcion de las secuencias codificantes (por ejemplo, promotores, potenciadores)
e intrones. Las secuencias que se localizan 5’ de la regidon codificante y que estan presentes en el ARNm se
denominan secuencias no traducidas 5. Las secuencias que se localizan 3’ o cadena abajo de la region codificante
y que estan presentes en el ARNm se denominan secuencias no traducidas 3'. El término “gen” abarca tanto ADNc
como formas gendmicas de un gen. Una forma gendmica o clon de un gen contiene la region codificante
interrumpida con secuencias no codificantes denominadas “intrones”, “regiones intermedias” o “secuencias
intermedias”. Los intrones son segmentos de un gen que se transcribe a ARN nuclear heterogéneo (ARNnh); los
intrones pueden contener elementos reguladores tales como potenciadores. Los intrones se retiran o “cortan” del
transcrito nuclear o primario; por lo tanto, los intrones estan ausentes en el transcrito de ARN mensajero (ARNm). El
ARNm actia durante la traducciéon para especificar la secuencia o el orden de aminoacidos en un polipéptido
naciente.
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“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 ajeno deseable integrado en su genoma. Dependiendo del vector de expresion y la técnica de transfeccion
usada, solamente una fraccién de células puede integrar el ADN ajeno en su genoma. Para identificar y seleccionar
estos integrantes, se introduce generalmente un gen que codifica un marcador seleccionable (por ejemplo,
resistencia a antibiéticos) en las células hospedadoras junto con el gen de interés. Los marcadores seleccionables
preferidos incluyen los que confieren resistencia a farmacos, tales como G418, higromicina y puromicina. Puede
introducirse acido nucleico que codifica un marcador seleccionable en una célula hospedadora en el mismo vector
que el que codifica un producto de traduccion detectable o puede introducirse en un vector separado. Pueden
identificarse células transfectadas de forma estable con el acido nucleico introducido mediante seleccion
farmacolégica (por ejemplo, las células que han incorporado el gen de marcador seleccionable sobreviviran,
mientras que las otras células moriran).

Receptor de superficie, se refiere a moléculas que aparecen en la superficie de las células, interaccionan con el
ambiente extracelular y transmiten o transducen la informacién con respecto al ambiente intracelularmente de
manera que se module, en ultima instancia, la transcripcion de promotores especificos dando como resultado la
transcripcion de genes especificos. Son ejemplos de receptores de superficie receptores tirosina quinasa, receptores
de canales iénicos, receptores de citocinas, receptores de quimiocinas o un receptor acoplado a proteina G (GPCR),
tales como receptores peptidicos quimioatrayentes, receptores neuropeptidicos, receptores luminicos, receptores de
neurotransmisores o receptores de hormonas polipeptidicas.

Receptores acoplados a proteina G (GPCR), también conocidos como receptores de siete dominios
transmembrana, receptores 7TM, receptores heptahelicoidales, y receptores ligados a proteina G (GPLR),
son una gran familia de proteinas de receptores transmembrana caracterizados por siete dominios transmembrana
con un extremo N extracelular y un extremo C citoplasmatico. La unién del ligando al GPCR promueve cambios
conformacionales que conducen a un acoplamiento de proteinas G pequefas, el inicio de rutas de transduccion de
sefiales y en ultima instancia, de respuestas celulares. Los ligandos que se unen y activan estos receptores incluyen
compuestos sensibles a la luz, olores, feromonas, hormonas y neurotransmisores, y varian en tamafio de moléculas
pequefias a péptidos a proteinas grandes. Solamente se encuentran receptores acoplados a proteina G en
eucariotas superiores, incluyendo levaduras, plantas y, especialmente, animales. Los receptores acoplados a
proteina G estan implicados en muchas enfermedades, pero también son la diana de aproximadamente la mitad de
todos los farmacos medicinales modernos.

Los GPCR actuan mediante un mecanismo molecular similar. La activacion del GPCR por estimulos extracelulares
provoca cambios conformacionales en el receptor, lo que da como resultado el acoplamiento intermedio y la
activacion de proteinas de unién a GTP (proteinas G). Las proteinas G son de naturaleza heterotrimérica y estan
compuestas de las 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 union de un ligando con un GPCR da 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 activacion del
heterotrimero mediante disociacion del a-GTP del dimero GBy. Tanto a-GTP como el dimero GRy regulan las
actividades de una diversidad de efectores que transmiten la sefal al interior celular mediante la produccion de
moléculas de segundos mensajeros (por ejemplo, calcio, AMPc, etc.). Hay al menos 17 genes Galfa (Ga), y los
miembros de proteinas G pueden agruparse en cuatro clases principales denominadas Gai/o, Gag11, Gas y Ga12/13.
(Véase, por ejemplo, Preininger AM y Hamm HE. Sci. STKE 2004, re3 y Cabrera-Vera TM et al. Endocr Rev. Dic
2003; 24(6): 765-81). Como se usa en el presente documento, un GPCR comprende receptores acoplados a Gai/o,
Gag11, Gas y Ga12/1s.

Receptor con actividad enzimatica tirosina quinasa intrinseca (RTK), son receptores de superficie celular de alta
afinidad para muchos factores de crecimiento polipeptidicos, citocinas y hormonas. De los noventa genes de tirosina
quinasa unicos identificados en el genoma humano, 58 codifican proteinas receptoras tirosina quinasa. La mayoria
de las RTK son receptores de una unica subunidad, pero algunos, por ejemplo, el receptor de insulina, existen como
complejos multiméricos. Cada monémero tiene un Unico dominio transmembrana, una regién N terminal extracelular
y una regién C terminal intracelular. La regiéon N terminal extracelular estda compuesta de un dominio proteico muy
grande que se une con ligandos extracelulares (por ejemplo, un factor de crecimiento particular). La regién C
terminal intracelular esta comprendida por dominios reguladores y dominios responsables de la actividad quinasa de
estos receptores, que especificamente fosforilan aminoacidos de tirosina.

Los receptores quiméricos, se basan en un receptor artificial que combina partes de un receptor con partes de otro
receptor, fragmentos proteicos, marcadores y cualquier combinacion de los mismos, incluyendo tanto dominios
completos como partes de los mismos. En general, una proteina quimérica o “proteina de fusidon” es un
polipéptido que comprende al menos una parte del producto proteico deseado fusionado con al menos otra
secuencia peptidica o con otro polipéptido.

Receptor que porta ITAM: un motivo inmunorreceptor de activacion basado en tirosina (ITAM) es una secuencia
conservada de cuatro aminoacidos que se repite dos veces en las colas citoplasmaticas de ciertas proteinas de
superficie celular del sistema inmunitario. El motivo contiene una tirosina separada de una leucina o isoleucina por
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otros dos aminoacidos cualesquiera, que proporcionan la identificacion YxxL. Dos de estas identificaciones se
separan tipicamente por entre 7 y 12 aminoacidos en la cola de la molécula (YxxLx-12) YxxL). Los ITAM son
importantes para transduccion de sefales en ciertas células hemopoyéticas como las células inmunitarias. Por lo
tanto, se encuentran en las colas de moléculas de sefalizacion celular importantes tales como las cadenas zeta y
CD3 del complejo de receptor de linfocitos T, las cadenas CD79 alfa y beta del complejo de receptor de linfocitos B y
ciertos receptores de Fc. Los restos de tirosina dentro de estos motivos se fosforilan después de la interaccién de las
moléculas receptoras con sus ligandos y forman sitios para interaccién con otras proteinas implicadas en la
liberacion de calcio de almacenes intracelulares. Pueden desarrollarse ciertos receptores quiméricos que
comprenden el dominio de unién a ligando extracelular de un receptor y al menos la regiéon transmembrana e
intracelular de un receptor que porta ITAM. Dichos receptores quiméricos inducen, tras la reticulacion, la liberacion
de calcio de almacenes intracelulares.

Antagonista o inhibidor del receptor, se refiere a un agente que regula negativamente al menos una bioactividad
de una proteina. Un antagonista, usado en el sentido mas amplio, incluye cualquier molécula que bloquee parcial o
completamente, inhiba o neutralice una actividad biolégica de un marcador especifico. Un antagonista también
puede ser un compuesto que regula negativamente la expresion de un gen o que reduce la cantidad de proteina
presente expresada. Pueden inhibir de forma competitiva, de forma no competitiva y/o de forma alostérica una
bioactividad de una proteina.

Agonista o activador del receptor se refiere a un agente que imita, induce o regula positivamente (por ejemplo,
potencia o complementa o mejora) la bioactividad de una proteina. Un agonista puede ser una proteina de tipo
silvestre o derivado de la misma que tiene al menos una bioactividad de la proteina de tipo silvestre. Un agonista
puede ser un compuesto que regula positivamente la expresion de un gen o que aumenta al menos una bioactividad
de una proteina. Un agonista también puede ser un compuesto que aumente la interaccion de un polipéptido con
otra molécula, por ejemplo, un péptido o un acido nucleico diana.

Senales extracelulares incluyen una molécula o un cambio en el ambiente que es transducido intracelularmente a
través de proteinas de la superficie celular que interaccionan, directa o indirectamente, con la sefal. Una sefial
extracelular o molécula efectora incluye cualquier compuesto o sustancia que de alguna manera altere
especificamente la actividad de una proteina de la superficie celular. Los ejemplos de dichas sefales incluyen, pero
sin limitacion, moléculas tales como acetilcolina, factores de crecimiento y hormonas, que se unen con la superficie
celular y/o receptores intracelulares y canales iénicos y modula la actividad de dichos receptores y canales. Este
término también incluye sustancias aun no identificadas que modulan la actividad de un receptor celular, y por lo
tanto influyen en funciones intracelulares. Dichas sefales extracelulares son agentes farmacoldgicos potenciales
que pueden usarse para tratar enfermedades especificas modulando la actividad de receptores de superficie celular
especificos.

Receptores huérfanos es una designacién que se da a receptores para los que no se ha descrito ningun ligando
natural especifico.

Transduccion de la senal es el procesamiento de sefiales quimicas desde el ambiente celular a través de la
membrana celular, y puede suceder mediante uno o varios mecanismos, tales como fosforilacion, activacion de
canales idnicos, activacion de enzimas efectoras mediante proteinas de unidon a nucleétidos de guanina
intermediarias, formacion de fosfato de inositol, activacion de adenil ciclasa y/o activacién directa (o inhibicién) de un
factor transcripcional, etc.

Vector o vector plasmidico o plasmido: el término “vector” se usa para hacer referencia a una molécula de acido
nucleico vehiculo en la que puede insertarse una secuencia de acido nucleico para introducir en una célula en la que
puede replicarse. Una secuencia de acido nucleico puede ser “exdégena”, lo que significa que es ajena a la célula en
la que se introduce el vector, o que la secuencia sea homoéloga de una secuencia en la célula, pero en una posicion
dentro del acido nucleico de la célula hospedadora en la que la secuencia no se encuentra habitualmente. Los
vectores incluyen plasmidos, cosmidos, virus (bacteriéfagos, virus animales y virus vegetales) y cromosomas
artificiales (por ejemplo, YAC). Un experto en la materia estara bien equipado para construir un vector mediante
técnicas recombinantes convencionales (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), ambas incorporadas en el presente documento por referencia).

Vector de expresion: la expresion “vector de expresion” se refiere a cualquier tipo de construccion genética que
comprende un acido nucleico que codifica un ARN capaz de transcribirse. En algunos casos, las moléculas de ARN
se traducen después a una proteina, un polipéptido o un péptido. En otros casos, estas secuencias no se traducen,
por ejemplo, en la produccion de moléculas antisentido o ribozimas. Los vectores de expresion pueden contener una
diversidad de “secuencias de control”, que se refiere a secuencias de acido nucleico necesarias para la transcripcion
y posiblemente la traduccion de una secuencia codificante unida operativamente en una célula hospedadora
particular. Ademas de secuencias de control que gobiernan la transcripcion y la traduccién, los vectores y los
vectores de expresion pueden contener secuencias de nucledtidos que también cumplen otras funciones y se
describen posteriormente.
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Promotor: un “promotor” es una secuencia de control que es una region de una secuencia de acido nucleico en la
que se controlan el inicio y la velocidad de la transcripcién. Puede contener elementos genéticos en los que pueden
unirse proteinas reguladoras y moléculas, tales como la ARN polimerasa y otros factores de transcripcion, para
iniciar la transcripcion especifica de una secuencia de acido nucleico. Las expresiones “situado operativamente”,
“unido operativamente”, “bajo el control” y “bajo el control transcripcional” significan que un promotor esta en una
localizaciéon y/u orientacion funcional correcta en relacién con una secuencia de &cido nucleico para controlar el
inicio de la transcripcién y/o la expresion de esa secuencia.

Un promotor generalmente comprende una secuencia que actua para situar el sitio de inicio para la sintesis de ARN.
El ejemplo mejor conocido de esto es la caja TATA, pero algunos promotores que carecen de una caja TATA, tales
como, por ejemplo, el promotor para el gen de desoxinucleotidil transferasa terminal de mamifero y el promotor para
los genes tardios de SV40, un elemento discreto superpuesto en el sitio de inicio en si mismo ayuda a fijar el lugar
de inicio. Elementos promotores adicionales regulan la frecuencia del inicio de la transcripcién. Tipicamente, estos
se localizan en la regién 30 110 pb cadena arriba del sitio de inicio, aunque se ha mostrado que varios promotores
contienen elementos funcionales también cadena abajo del sitio diana. Para poner una secuencia codificante “bajo el
control de” un promotor, se sitla el extremo 5’ del sitio de inicio de la transcripcion de la fase de lectura de la
transcripcion “cadena abajo” (es decir, 3') del promotor seleccionado. El promotor “cadena arriba” estimula la
transcripcion del ADN y promueve la expresion del ARN codificado.

La separacion entre elementos promotores es con frecuencia flexible, de modo que la funcién promotora se
conserva cuando los elementos se invierten o se mueven entre si. En el promotor tk, la separacién entre elementos
promotores puede aumentarse hasta 50 pb de distancia antes de que comience a reducirse la actividad.
Dependiendo del promotor, parece que los elementos individuales pueden actuar bien cooperativamente o bien
independientemente para activar la transcripcion. Un promotor puede usarse o no junto con un “potenciador”, que se
refiere a una secuencia reguladora de accion en cis implicada en la activacion transcripcional de una secuencia de
acido nucleico.

Un promotor puede ser uno asociado naturalmente con una molécula de acido nucleico, como puede obtenerse
aislando las secuencias no codificantes 5’ cadena arriba del segmento codificante y/o el exén. Dicho promotor puede
denominarse “endogeno”. De forma similar, un potenciador puede ser uno asociado de forma natural con una
molécula de acido nucleico, localizada bien cadena abajo o bien cadena arriba de esa secuencia. Como alternativa,
se obtendran ciertas ventajas situando el segmento de acido nucleico codificante bajo el control de un promotor
recombinante o heterdlogo, que se refiere a un promotor que normalmente no esta asociada con una molécula de
acido nucleico en su ambiente natural. Un potenciador recombinante o heterdlogo se refiere también a un
potenciador no asociado normalmente con una molécula de acido nucleico en su ambiente natural. Dichos
promotores o potenciadores pueden incluir promotores o potenciadores de otros genes, y promotores o
potenciadores aislados de cualquier otro virus, o célula procariota o eucariota, y promotores o potenciadores “de
origen no natural”’, es decir, que contienen diferentes elementos de diferentes regiones reguladoras de la
transcripcion y/o mutaciones que alteran la expresion. El promotor puede ser heterélogo o endédgeno.

Senal de poli-A o senal de terminacién: los vectores o las construcciones de la presente invencidon generalmente
comprenderan al menos una sefial de terminacién. Un “sefial de terminacién” o “terminador” comprende una
secuencia de ADN implicada en la terminacion especifica de un transcrito de ARN por una ARN polimerasa. Por lo
tanto, en ciertas realizaciones se contempla una sefial de terminacién que finaliza la produccién de un transcrito de
ARN. También puede ser necesario un terminador in vivo para conseguir niveles de mensaje deseables.

En sistemas eucariotas, la region terminadora también puede comprender secuencias de ADN especificas que
permiten la escision especifica de sitio del nuevo transcrito para exponer un sitio de poliadenilacion. Esto sefializa
una polimerasa endégena especializada para afiadir un tramo de aproximadamente 200 restos de adenosina (poliA)
al extremo 3’ del transcrito. Las moléculas de ARN modificadas con esta cola de poliA parecen ser mas estables y
se traducen mas eficazmente. Por lo tanto, en otras realizaciones que implican eucariotas, se prefiere que el
terminador comprenda una sefial para la escisién del ARN, y se prefiere mas que la sefial terminadora promueva la
poliadenilacién del mensaje. Los elementos de sitio de poliadenilacién y/o terminadores pueden actuar para
potenciar los niveles de mensaje y para minimizar la lectura completa del casete a otras secuencias

Péptido de seinal o una secuencia de seiial: un péptido sefial es una cadena peptidica corta (3-60 aminoacidos
de longitud) que dirige el transporte postraduccional de una proteina. Los péptidos sefal también pueden
denominarse senales de direccion, secuencias senal, péptidos de transito o senales de localizacion. Las
secuencias de aminoacidos de péptidos sefial dirigen proteinas (que se sintetizan en el citosol) a ciertos organulos
tales como el nucleo, la matriz mitocondrial, el reticulo endoplasmico, el cloroplasto, apoplasto y peroxisoma.
Algunos péptidos sefal se escinden de la proteina por peptidasa sefial después de transportarse las proteinas.

Zimdgeno o proenzima: un zimégeno (0 una proenzima) es un precursor enzimatico inactivo. Un zimégeno
requiere un cambio bioquimico (tal como una reaccion de hidrélisis que revela el sitio activo, o cambio de la
configuracion para revelar el sitio activo) para convertirse en una enzima activa. El cambio bioquimico sucede
habitualmente en un lisosoma en el que una parte especifica de la enzima precursora se escinde para activarlo. La

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2577607 T3

cadena de aminodacidos que se libera tras la activacion se denomina el péptido de activacion.

Zimogenicidad: la zimogenicidad o el indice de zimogenicidad es la relacion de la actividad de una enzima
procesada, por ejemplo, por una proteasa, con respecto a la actividad del zimégeno en cualquier sustrato dado. Es
una medida de lo eficazmente que se restringe el zimégeno, correspondiendo un gran numero con una actividad
insignificante del zimégeno. Por ejemplo, la caspasa-3 tiene un indice de zimogenicidad de aproximadamente
10.000 mientras que la caspasa-8 tiene 100, la caspasa-9 tiene 10 y el activador de plasmindgeno tisular tiene 2-10
(véase, por ejemplo, Stennicke HR y Salvesen GS. Cell Death and Differentiation (1999) 6, 1054 -1059).

Proteina permutada circularmente: una proteina se ha permutado circularmente si los extremos N y C terminales
de la proteina se han movido artificialmente a otra posicién en la estructura proteica, por ejemplo, por técnicas de
biologia molecular. Si una secuencia proteica se lee del extremo N a C terminal y se representa por ABCDEFGH
entonces una molécula permutada circularmente podria ser DEFGHABC. Por lo tanto, la permutaciéon circular
representa una forma de isomerizacion macromolecular cuando los extremos normales estan unidos covalentemente
y se introducen nuevos términos rompiendo la cadena principal proteica en otra parte. Las enzimas permutadas
circularmente Utiles para los métodos de la presente invencién son solamente enzimas en las que la permutacién
circular crea una proenzima o un zimogeno con un alto indice de zimogenicidad desprovisto de actividad enzimatica
que podria convertirse en una enzima activa por una escision por proteasa.

Etiqueta peptidica: las etiquetas peptidicas son péptidos cortos que pueden usarse para detectar proteinas, por
ejemplo, con anticuerpos cuando no estan disponibles anticuerpos especificos para la proteina o para la purificacion
de proteinas. Son ejemplos de etiquetas peptidicas conocidas que podrian usarse para deteccidon y separacion de
superficie celular, la etiqueta c-myc, la etiqueta HA y la etiqueta FLAG™. En general, podria usarse cualquier
etiqueta peptidica para la que esté disponible una proteina de union especifica para la detecciéon en superficie y/o
separacion, siempre que dicha proteina de uniéon se marque directa o indirectamente con un fluoréforo o, por
ejemplo, con una perla para separacion de superficie.

Cascada de amplificacion: Las cascadas de amplificacion de enzimas acopladas representan un método para
potenciar la magnitud de la sefial inicial que sera cuantificada. Estas cascadas se basan en la propiedad
multiplicativa inherente de sistemas multienzimaticos, concretamente, que un producto de una de las reacciones
debe ser un catalizador o cofactor para una reacciéon enzimatica posterior. EI mejor ejemplo de una cascada de
amplificacion de proteasa es la cascada de coagulacion sanguinea, en la que la primera proteasa activa un
zimdgeno para producir una proteasa activa y esta segunda proteasa también activa un zimégeno para producir una
segunda proteasa activa, creando de este modo una cascada en la que sefial inicial se amplifica hasta 1000 veces.

Actividad basal enzimatica o actividad basal de zimégeno: La actividad basal de un zimégeno se define como la
relaciéon de actividad enzimatica en un medio definido en el que no se ha afiadido ninguna proteasa activadora de
zimdgeno, por ejemplo, el sobrenadante de cultivo celular o un medio compatible con el cultivo celular en
condiciones no estimuladas y actividad enzimatica en el mismo medio desprovisto de zimdgeno.

Secrecion basal: La secrecion 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 celulares secretores puede detectarse un
nivel de secrecidon basal. No se sabe si la secrecion basal resulta de la liberacion de proteina almacenada en
granulos o de una fraccion de proteina de nueva sintesis que se separa de los granulos secretores (véase, por
ejemplo, Burgoyne RD y Morgan A. Physiol Rev (2003) 83: 581-632). Por ejemplo, en células acinares de parétida
de rata algunas proteinas secretoras se separan de los granulos secretores durante su biogénesis para alcanzar
vesiculas secretoras constitutivas que realizan la liberacién basal (véase, por ejemplo, Arvan P y Castle D. Biochem
J (1998), 332: 593-610). Las células acinares de la parétida liberan algo de amilasa mediante una secrecion
constitutiva verdadera mientras que también empaquetan amilasa y otras proteinas secretoras (tales como proteina
secretora de la parétida, PSP) en granulos secretores convencionales, que experimentan exocitosis en respuesta a
un modulador de exocitosis. Otro ejemplo de la relacion entre la secrecidon constitutiva o la basal frente al aspecto
regulado de la exocitosis se demuestra en la célula epitelial mamaria (véase Burgoyne RD y Duncan JS. J Mamm
Gland Biol Neoplasia, (1998) 3: 275-286). Estas células secretan cantidades copiosas de constituyentes de la leche,
incluyendo las proteinas de la leche, las caseinas, en gran medida por una via aparentemente constitutiva, pero
aproximadamente un tercio de la caseina sintetizada permanece en un grupo intracelular almacenado y puede
liberarse en respuesta al aumento de Ca2+ en células intactas.

Molécula de ADN recombinante (ADNr), se refiere a una molécula de ADN producida uniendo operativamente una
secuencia de acido nucleico, tal como un gen, con una secuencia de molécula de ADN. Por lo tanto, una molécula
de ADN recombinante es una molécula de ADN hibrida que comprende al menos dos secuencias de nucledétidos no
halladas normalmente juntas en la naturaleza. Con frecuencia, la introduccién de un ADN recombinante que
comprende al menos un promotor y una secuencia de ADN codificante para un polipéptido no halladas normalmente
juntas en la naturaleza se dice que son “heterélogas” cuando se introducen en una célula eucariota. También se dice
que la proteina producida por dicho ADN heterélogo o recombinante es “heterdloga”. En el contexto de expresar una
secuencia de acido nucleico heterdloga, la “célula hospedadora” se refiere a una célula procariota o eucariota que es
capaz de replicar un vector y/o expresar un gen heterdlogo codificado por un vector. Cuando las células
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hospedadoras se “transfectan” o “transforman” con moléculas de acido nucleico, se denominan células o células
hospedadoras “modificadas técnicamente” o “recombinantes”, por ejemplo, una célula en la que se ha introducido
una secuencia de acido nucleico exdgena, tal como, por ejemplo, un vector. Por lo tanto, las células recombinantes
son distinguibles de células de origen natural que no contienen un acido nucleico introducido de forma recombinante.
Los ejemplos de células hospedadoras incluyen, pero sin limitacion, cepas de E. coli, que contienen el factor F o F’
(por ejemplo, DH5 alfa F o DH5 alfa F’) o cepas de E. coli que carecen del factor F o F’ (por ejemplo, DH10B). Se
dice que un hospedador es compatible si permite la replicacion del vector o la expresion de los polipéptidos clonados
en el vector.

Cebador, como se usa en el presente documento se refiere a un oligonucledétido, bien de origen natural como en un
producto de digestion de restriccion purificado, o producido de forma sintética, que es capaz de actuar como un
punto de inicio para la sintesis del acido nucleico cuando se coloca en condiciones en las que se induce la sintesis
de un producto de extension de cebadores que es complementario de una cadena de acido nucleico, (es decir, en
presencia de nucledtidos y un agente inductor tal como ADN polimerasa y a una temperatura y un pH adecuados).

PCR se refiere al método de reacciéon en cadena de la polimerasa de amplificar enzimaticamente una region de
ADN. Este procedimiento de amplificacion exponencial se basa en ciclos repetidos de desnaturalizacion, hibridacién
de cebadores oligonucleotidicos y extension de cebadores por un agente de polimerizacién de ADN tal como una
ADN polimerasa termoestable (por ejemplo, las enzimas Taq o Tfl ADN polimerasa aisladas de Thermus aquaticus o
Thermus flavus, respectivamente).

Polienlazador o sitio de clonacién multiple (MCS) o policlonacién, se refieren a un grupo de sitios de enzimas
de restriccion en una construccion de 4cido nucleico, que se utilizan para la insercion y/o la escision de secuencias
de acido nucleico.

Endonucleasas de restriccion o enzimas de restriccion o endonucleasa, se refieren a enzimas (por ejemplo,
bacterianas) cada una de las cuales cortan ADN bicatenario en o cerca de una secuencia de nucleétidos especifica.
Los ejemplos incluyen, pero sin limitacion, Avall, BamHI, EcoRI, Hindlll, Hincll, Ncol, Smal y Rsal.

Medio de cultivo selectivo se refiere al medio de cultivo usado para cultivar células que se han complementado
con uno o0 mas agentes selectivos, por ejemplo, antibidticos.

Marcador seleccionable o secuencia de marcador seleccionable o gen marcador seleccionable, se refiere a
un gen, u otro fragmento de ADN, que codifica o proporciona una actividad que confiere la capacidad para crecer o
sobrevivir en lo que seria de otro modo un ambiente deletéreo. Por ejemplo, un marcador seleccionable puede
conferir resistencia a un antibidtico o farmaco a la célula en la que se expresa el marcador seleccionable. También
puede usarse un origen de replicacion (Ori) como un marcador seleccionable que permite la propagacion de un
vector plasmidico. Una region marcadora seleccionable, en referencia a la secuencia de un vector, se refiere a la
parte de un componente del vector que contiene todas las secuencias marcadoras seleccionables presentes en un
componente particular del vector. En otras palabras, los extremos de secuencias marcadoras seleccionables
presentes definen la region marcadora seleccionable. Por ejemplo, si un componente particular del vector tuviera
solamente una secuencia marcadora seleccionable, la region marcadora seleccionable se definiria por el comienzo
de la secuencia marcadora seleccionable y el final de la secuencia marcadora seleccionable. Si un componente
particular de vector tuviera, por ejemplo, dos secuencias marcadoras seleccionables, la regién marcadora
seleccionable es la secuencia de acido nucleico entre el comienzo de la primera secuencia marcadora seleccionable
y el final de la segunda secuencia marcadora seleccionable.

Clonar o clonando cuando se usa en referencia a una secuencia de inserto y vector, significa el ligamiento de la
secuencia del inserto en un vector capaz de replicarse en un hospedador. El término “clonar’ cuando se usa en
referencia a una secuencia de inserto, un vector y una célula hospedadora se refiere en general a realizar copias de
una secuencia de inserto dada. A este respecto, para clonar un trozo de ADN (por ejemplo, secuencia de inserto), se
insertaria en un vector (por ejemplo, un plasmido) que después puede ponerse en un hospedador (habitualmente
una bacteria) de modo que el plasmido y el inserto se repliquen con el hospedador. Una bacteria individual se cultiva
hasta que es visible como una unica colonia en medio nutriente, la colonia se selecciona y se deja crecer en cultivo
liquido, y el pldsmido que contiene el ADN “clonado” se vuelve a aislar de la bacteria, momento en el cual habra
muchos millones de copias del ADN. El término “clon” también puede referirse a una bacteria que porta un ADN
clonado o al ADN clonado en si mismo.

La transformacién o transfeccion como se usa en el presente documento se refiere a la introducciéon del ADN
ajeno en células (por ejemplo, células procariotas o eucariotas). La transformacién también puede conseguirse por
diversos medios conocidos en la técnica incluyendo co-precipitacion de fosfato calcico-ADN, transfeccion mediada
por DEAE-dextrano, transfeccion mediada por polibreno, electroporacion, microinyeccion, fusion de liposomas,
lipofeccion, fusién de protoplastos, infeccion retroviral y biolistica. En particular, la transfeccion en células eucariotas
podria ser transitoria cuando no se incluya un antibiético adecuado en el medio de cultivo celular para la seleccion
de células que portan una integracion estable de ADN en los cromosomas. Los vectores plasmidicos para seleccion
estable deben tener un marcador seleccionable que se exprese en las células que van a seleccionarse con un
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antibidtico. Aunque podria usarse la transfeccion transitoria en los métodos de la presente invencion son células
preferidas las hechas estables por seleccion de antibidticos.

Breve descripcion de los dibujos

FIGURA 1. Dibujo del concepto general de la presente invencién, usando una serin proteasa como reportero
almacenado en granulos, el receptor de IgE como el receptor de superficie celular que modula la exocitosis de
los granulos y un sustrato basado en FRET escindido por el reportero proteasa almacenado en los granulos
secretado para la deteccion. El tratamiento de las células con un antigeno multimérico (por ejemplo, un alérgeno)
que se une con un IgE unido al receptor de afinidad, induce la liberacion de la proteasa almacenada en los
granulos y dicha proteasa escinde el sustrato para producir un producto final fluorescente. Usando este sustrato
especifico de la enzima reportera secretada, puede determinarse la interaccion del ligando con receptor.

FIGURA 2. Dibujo del concepto general de la presente invencién, usando una serin proteasa como reportero
almacenado en los granulos, un GPCR como receptor de superficie celular que modula la exocitosis de los
granulos y un sustrato basado en FRET escindido por el reportero proteasa almacenado en los granulos
secretado para la deteccion. El tratamiento de las células con un agonista del GPCR induce la liberacién de la
proteasa almacenada en los granulos, y dicha proteasa escinde el sustrato para producir un producto final
fluorescente y dicha proteasa escinde el zimégeno para producir una enzima activa. Usando un sustrato
especifico de la enzima reportera secretada, puede determinarse la interaccion del ligando con receptor.

FIGURA 3. Estructura general de los vectores plasmidicos representativos de la presente invencion. Mapa del
vector plasmidico con resistencia a higromicina usado para expresar de forma estable la enzima B bajo el control
de un promotor constitutivo fuerte hCMV-MoMLV5-LTR quimérico (A) o el promotor inducible por tetraciclina (B).
Mapa del vector plasmidico con resistencia a neomicina usado para expresar un receptor de superficie funcional,
tal como un GPRC, usando el péptido sefial de la cadena kappa de la inmunoglobulina de ratén, un marcador c-
myc para la deteccidon en superficie con anticuerpo monoclonal anti-cmyc y una secuencia de glucosilacion de
GPRC viral para la sobreexpresion bajo el control del promotor de MoMLV5'LTR (C) o bajo el control de
Promotor Inducible por Tetraciclina (D).

FIGURA 4. Un ejemplo de un ensayo en el que la linea celular RBL-2H3 se transfecta de forma estable tanto con
granzima B humana almacenada en granulos secretores y un receptor muscarinico humano de tipo Il marcado
con c-myc en N-terminal (CHRM2) bajo el control de un promotor de MOMLV5’LTR y que comprende un péptido
sefial y una secuencia de glicosilacion viral para la expresion eficaz en superficie. (1) El tratamiento con carbacol
(un agonista de CHRMZ2) induce un aumento en la concentracion de calcio intracelular (2) que induce la
liberaciéon de los granulos de granzima B secretada (3) que se detecta con 5’FAM-SGIEPDSGVTAMRA, un
sustrato de la granzima B basado en FRET (4) usando excitaciéon a 485 nm y emisiéon a 535 nm. El aumento de
la fluorescencia a 535 nm es proporcional a la cantidad de granzima B liberada. Los reporteros secretados
pueden detectarse directamente o la sefial puede amplificarse por medio de una proenzima como la procaspasa-
3 humana para la deteccion aun mas sensible del reportero secretado.

FIGURA 5. Dibujo del ensayo de doble cadena realizado con los métodos descritos en la presente invencién. Se
mezclan dos lineas celulares diferentes (A) y (B), en el mismo recipiente de reaccién. La linea celular A expresa
una combinacion de GPCR1 (modulador de la exocitosis)-proteasa reportera 1 almacenada en los granulos. El
GPCRH1 tiene el Ligando 1 como agonista, mientras que la proteasa reportera 1 escinde el sustrato 1 (por
ejemplo, un sustrato basado en FRET) que se lee a longitud de onda 1. La linea celular B expresa una
combinacion de GPCR2 (modulador de exocitosis)- proteasa reportera 2 almacenada en granulos. EI GPCR2
tiene al Ligando 2 como agonista, mientras que la proteasa reportera 2 escinde el sustrato 2 (por ejemplo, un
sustrato basado en FRET) que se lee a longitud de onda 2. El tratamiento de una mezcla de células A y B con
una mezcla de Ligando 1 y Ligando 2 de los GPCR1 y GPCR2 induce la liberacion de las proteasas
almacenadas en los granulos 1 y 2 y podria determinarse el aumento de la fluorescencia a las longitudes de
onda1y2.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
A. Breve descripcioén de la invencion

La presente invencion se refiere a un nuevo sensor basado en células util para el descubrimiento de farmacos,
diagnostico y determinacion de analitos, que comprende una linea celular con exocitosis regulada profesional de
granulos secretores transfectados con granzima B como polipéptido proteasa reportera almacenada en los granulos
secretores regulados de la linea celular con exocitosis regulada profesional, y que tienen un receptor de superficie
heterdlogo como un modulador de la exocitosis regulada de los granulos secretores, teniendo dicha proteasa
reportera almacenada en los granulos al menos: una alta resistencia a condiciones ya presentes dentro de los
granulos tales como pH bajo y protedlisis por otras proteasas; actividad enzimatica después de la exocitosis; una
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secuencia de escision altamente especifica; un nivel muy bajo de secrecion en condiciones no estimuladas o
basales; y una alta actividad de sefial con respecto al fondo en un medio compatible con la viabilidad del cultivo
celular y la exocitosis de los granulos para una deteccién robusta y sensible de alto rendimiento.

Cuando el sensor basado en células se incuba con un ligando especifico del modulador de exocitosis, el polipéptido
reportero se libera de los granulos al medio extracelular y la actividad enzimatica de dicho polipéptido reportero
liberado se detecta con un sustrato especifico. La presente invencién también permite el desarrollo de ensayos
multiples mezclando en el mismo recipiente de reaccion al menos dos lineas celulares, cada una con un par
diferente de proteasas reporteras almacenadas en los granulos-moduladores de exocitosis y la detecciéon de la
exocitosis con sustratos altamente especificos de cada proteasa reportera almacenadas en los granulos.

El sensor basado en células de la presente invencidon comprende por lo tanto: una linea celular hemopoyética con
exocitosis regulada profesional; una proteasa reportera almacenada en los granulos, transfectada en dicha linea
celular hemopoyética y dicho reportero almacenado en los granulos bajo el control de un promotor adecuado; un
modulador de exocitosis, por ejemplo, un receptor de superficie como un GPCR bajo el control de un promotor
adecuado y un sustrato especifico para la deteccién dela proteasa reportera almacenada en los granulos
secretados.

Dicho sensor basado en células sensible es Util para ensayar interacciones entre al menos dos moléculas, una que
actia como el modulador de exocitosis y la otra como el ligando especifico del modulador de exocitosis. Son
ejemplos de usos de dichos sensores: ensayar interacciones entre moléculas en el descubrimiento de farmacos,
cuantificar moléculas tales como proteinas para diagndstico y para la deteccién 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 invencién es sensible y, por lo tanto, usa una menor cantidad de células que los sensores
actualmente disponibles, la respuesta es mas rapida que la de sensores basados en promotores inducibles, no es
necesaria lisis para la liberacion de los reporteros, la sefial puede medirse bien en modo de punto final 0 en modo
cinético, todos los reactivos pueden mezclarse y después leerse, no se necesitan etapas de lavado o de detencién
aumentando de este modo el rendimiento, se obtiene una alta sefial con respecto al fondo para un ensayo robusto e
incluso son posibles etapas de amplificacion de la sefial para la deteccion aun mas sensible. El sensor de la
presente invencion también permite el desarrollo de ensayos multiples mezclando en el mismo recipiente de
reaccion al menos dos lineas celulares, cada una con un par diferente de moduladores de la exocitosis- proteasas
reporteras almacenadas en los granulos y detectando la exocitosis con sustratos altamente especificos de cada
proteasa reportera almacenada en los granulos. Dichos ensayos multiples reducen el coste por ensayo y mejoran la
calidad de la sefnal, ya que cada ensayo tiene el otro ensayo realizado en el mismo pocillo como control interno.

B. Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion se entiende mejor por la descripcion de las propiedades relevantes de cada componente del
sensor, es decir, de las células con exocitosis regulada profesional, la proteasa reportera almacenada en los
granulos, moduladores de la exocitosis, promotores y condiciones para expresion tanto de la proteasa reportera
almacenada en los granulos como de los moduladores de la exocitosis y los sistemas de deteccion.

B.1. Células utiles para los métodos de la presente invencién

La presente invencion se refiere a un nuevo sensor basado en células util para el descubrimiento de farmacos,
diagnostico y determinacion de analitos que comprende una linea celular con exocitosis regulada profesional de
granulos secretores transfectados con una proteasa como un polipéptido reportero almacenado en los granulos
secretores regulados de la linea celular con exocitosis regulada profesional y que tienen una molécula endégena o
una heteréloga como un modulador de la exocitosis regulada de los granulos secretores, teniendo dicha proteasa
reportera almacenada en los granulos al menos: una alta resistencia a las condiciones ya presentes dentro de los
granulos tales como de pH bajo y protedlisis por otras proteasas; actividad enzimatica después de la exocitosis; una
secuencia de escision altamente especifica; un nivel muy bajo de secreciéon en condiciones no estimuladas o
basales; y una alta sefial con respecto a actividad de fondo en un medio compatible con la viabilidad del cultivo
celular y la exocitosis de los granulos para una deteccion robusta y sensible de alto rendimiento.

Se conocen bien en el estado de la técnica granulos secretores y su exocitosis regulada y se han estudiado mas
exhaustivamente en varios tipos celulares elegidos como sistemas de modelo, debido a ciertas ventajas
experimentales o debido a su interés fisioldgico o patofisiologico crucial (véase, por ejemplo, Burgoyne, RD y
Morgan, A. Physiological Reviews, Vol. 83, n.° 2, abril de 2003, pp. 581-632). Probablemente, los tipos celulares mas
estudiados han sido la célula cromafina adrenal (y su homdlogo tumoral la linea celular PC12), la célula beta-
pancreatica y células hemopoyéticas como mastocitos, plaquetas y neutréfilos, pero también se produce exocitosis
de granulos secretores, sin embargo, en muchos tipos celulares neuroendocrinos y endocrinos diferentes para la
secrecion de péptidos y otras hormonas y en células exocrinas para la secrecion de enzimas digestivas. Ademas, se
ha demostrado que incluso en lineas celulares secretoras no profesionales tales como las lineas celulares
fibroblastoides (células CHO) existe una ruta regulada por Ca2+ para exocitosis y probablemente todos los tipos
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celulares podrian poseer una ruta exocitética regulada, es decir, pueden desencadenarse lisosomas convencionales
por Ca2+ para experimentar exocitosis. No obstante, los lisosomas secretores son una clase definida de organulo
secretor regulado y esta capacidad exocitica claramente los separa de los lisosomas convencionales. Aunque los
lisosomas convencionales también pueden fusionarse con la membrana plasmatica y liberar sus contenidos solubles
después de la estimulacién (1), el alcance de la secrecion desencadenada por Ca2+ de las enzimas lisosémicas de
células tales como fibroblastos y células epiteliales, tiende a ser solamente del 10-20 % (2). En comparacion, hasta
el 80 % de los marcadores lisosémicos se liberan tras un desencadenamiento fisiolégico de las células que poseen
los lisosomas secretores, denominadas en el presente documento, células con exocitosis regulada profesional. Por
lo tanto, las células preferidas para los métodos de la presente invencién 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 las células hemopoyéticas, neutréfilos, basdfilos, eosindfilos, linfocitos T,
tales como linfocitos T citotdxicos y linfocitos Citoliticos Naturales (linfocitos NK). Es importante para la funcién
normal de todas las células anteriores, la exocitosis regulada de amplias cantidades de componentes almacenados
como proteasas, tales como granzimas, proteasas de mastocitos, catepsinas y otras enzimas hidroliticas como
glucosidasas. Por lo tanto, las células hemopoyéticas con exocitosis regulada profesional son células altamente
relevantes para los métodos de la presente invencion.

En una realizacion de la presente invencién, las células se seleccionan de un grupo de lineas celulares
hemopoyéticas con exocitosis regulada profesional seleccionada de células tales como linfocitos T citotdxicos,
neutréfilos, mastocitos y basofilos que usan sus lisosomas secretores para almacenar componentes especializados
tales como serin proteasas, granzimas, catepsinas, proteasas de mastocitos, elastasas de neutréfilos y proteinasa3
ademas de su contenido lisosdmico habitual que comprende varias hidrolasas como glucosidasas y melanina,
histamina y serotonina.

En otra realizacion de la presente invencion, las células preferidas se seleccionan de RBL-2H3, una linea celular de
leucemia basdfila de rata, linea celular 32D de raton, una célula hemopoyética de médula ésea de ratdn, linea
celular NK92 humana, una linea celular citolitica natural y linea celular YT humana, una linea celular citolitica natural
y linea celular MC/9 de ratén, un mastocito de ratén. Una linea celular particularmente preferida para los métodos de
la presente invencién es RBL-2H3 porque esta linea celular tiene un nivel de secrecion constitutiva muy bajo y alta
secrecion inducida y los reporteros preferidos de la presente invencién como las granzimas que producen un sensor
con una alta sefial con respecto a fondo.

B.2. Moduladores de exocitosis
La presente invencion también comprende moduladores de la exocitosis.

Una clase importante de moduladores de la exocitosis son receptores de superficie que comprenden receptores
acoplados a proteina G (GPCR), receptores con actividad tirosina quinasa intrinseca, receptores con actividad
tirosina quinasa asociada y receptores que portan un motivo ITAM como los receptores de Fc gamma y épsilon
endogenos o heterdlogos, o receptores que portan un motivo ITIM normalmente implicado en el reconocimiento de
antigenos y presente en muchos receptores celulares hemopoyéticos.

Por lo tanto, los moduladores de la exocitosis son receptores de superficie que, tras la uniéon con el ligando,
provocan la exocitosis de los reporteros almacenados dentro de los granulos de las células con exocitosis regulada.
Dichos moduladores de la exocitosis son moduladores de exocitosis heterélogos transfectados como GPCR o
receptores de Fc gamma o receptores de Fc épsilon. En otra realizaciéon de la invencién, los moduladores de la
exocitosis pueden ser receptores de superficie que, tras la unidon con el ligando, inhiben la exocitosis de los
reporteros inducida por la unién del ligando con otro receptor. En una realizacion adicional, los moduladores de la
exocitosis pueden comprender receptores quiméricos con una regién extracelular para la union al ligando y una
region transmembrana e intracelular para la transduccién de sefiales, por ejemplo, un receptor quimérico entre la
region extracelular del receptor de interleucina-2 que comprende la regién de union con IL-2 y al menos la region
transmembrana e intracelular de receptor de Fc épsilon | de rata que comprende secuencias ITAM y otras
secuencias necesarias para la transduccién de sefales.

En una realizacion, los receptores de superficie celular se seleccionan de receptores acoplados a proteinas G
(GPCR), receptores con actividad tirosina quinasa intrinseca o asociada y receptores que contienen ITAM que tras la
union especifica con el ligando provocan la exocitosis de los reporteros almacenados en los granulos.

Los GPCR se clasifican de acuerdo con la sefial que transducen en cuatro tipos principales: receptores acoplados a
Galfa-ilo, Galfa-q/11, Galfas y Galfa-12/13. Los GPCR acoplados a Alfa-s aumentan el AMP ciclico dentro de células,
mientras que los GPCR acoplados con alfa-i/o bloquean el aumento en AMP ciclico dentro de las células. Los GPCR
acoplados a Alfa-g aumentan el calcio intracelular y alfa-12113 producen una activacién de la GTPasa pequefia
citosdlica, Rho. No obstante, se conoce bien en el estado de la técnica que las células hemopoyéticas tienen
cadenas alfa-15/16 promiscuas que acoplan el GPCR acoplados con alfa-s, alfa-12/13 y alfa-i/o con un aumento del
calcio intracelular y la presente invencién aprovecha este hecho. En una realizacion de la presente invencion, los
GPCR que pueden usarse para la exocitosis de reporteros a partir de los granulos, pueden seleccionarse de GPCR
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acoplados a alfa-g/11, alfa-12/13, alfa-i/o o alfa-s. Los GPCR seleccionados como moduladores de la exocitosis en
los métodos de la presente invencion pueden ser receptores de longitud completa o receptores en los que la cola C
terminal se ha eliminado parcial o completamente.

Se sabe que tras la unién del ligando, algunos GPCR inducen la liberacion de beta-hexosaminidasa, pero segun el
estado de la técnica esta parece ser una propiedad de solamente algunos GPCR. Por ejemplo, se ha indicado que el
receptor de adenosina 3 no induce desgranulacién por si mismo, sino que potencia la desgranulacién inducida por
dosis subdptimas de IgE y antigeno. Se ha demostrado desgranulacion principalmente en receptores de quimiocinas
y ciertos GPCR acoplados a alfa-i expresados de forma endégena en mastocitos y basdfilos tales como células RBL-
2H3. Ademas, se ha demostrado exocitosis de granulos en el receptor muscarinico de acetilcolina de tipo | y de tipo
Ill, ambos GPCR acoplados a alfa-q, sobreexpresados en células RBL-2H3. No obstante existe controversia acerca
de la ruta que conduce a la desgranulacion. Por ejemplo, Barlic et al indicaron que GPCR acoplado a alfa-i ILBRA
(CXC1 R) desprovisto del extremo C terminal era incapaz de desgranular en RBL-2H3 e incluso se atribuia dicha
pérdida de desgranulacién a los restos de serina que fosforilan y se unen con las arrestinas tras la interaccion con
interleucina-8. Otros investigadores han puesto en duda dichos resultados proporcionando pruebas de que un IL8RA
truncado en el extremo C terminal (CXC1R) es aun mas eficaz en la desgranulacion que el receptor natural,
probablemente debido a una menor velocidad de internalizacién después de la union al ligando. Todos los
resultados anteriores usaron beta-hexosaminidasa como reportero y el promotor de CMV, un promotor
extremadamente débil para la mayoria de los GPCR en células como RBL-2H3 y silenciado parcialmente en células
hemopoyéticas como RBL-2H3.

Durante la experimentacion se ha descubierto que el receptor de adenosina 3 humano (ADORAS3) cuando se clona
en un vector adecuado, tal como los descritos en los métodos de la presente invencion, es un modulador de
exocitosis extremadamente potente, planteando por lo tanto dudas sobre el estado anterior de la técnica basandose
principalmente en GPCR expresados bajo el control del promotor de hCMV que es extremadamente bajo en células
como RBL2H3 para la mayoria de los GPCR y se silencia a lo largo del tiempo en esas células para ciertos GPCR
que se expresan bajo el control del promotor de hCMV. Ademas, el vector previo no usé ninguna secuencia para
ayudar a la expresion en la superficie del GPCR. Todas las diferencias anteriores hacen al sensor de los inventores
altamente sensible y por lo tanto util en el descubrimiento de farmacos.

Otra consideraciéon importante para un sensor basado en células util es el nivel de expresion de la diana para
modular por un ligando. Las dianas como receptores de superficie, por ejemplo, se expresan en la superficie celular
en cantidades de menos de 1000 moléculas por célula a mas de 500.000 moléculas por célula y por lo tanto hay una
variacion de hasta 1.000 veces en el nivel de expresion de las moléculas diana. EI GPCR, la clase principal de
receptores de superficie, se expresa a niveles generalmente bajos y aproximadamente sélo el 10 % de los GPCR
tienen un péptido sefial en el extremo N terminal, mientras que la amplia mayoria usa el primer dominio
transmembrana como una sefal para translocacion a la membrana, probablemente ayudado por ciertas chaperonas
para expresion en superficie. En general, un nivel de expresién mayor de la diana dara como resultado una mayor
sensibilidad del sensor y, por lo tanto, se desea la busqueda de condiciones para la sobreexpresion de dianas
proteicas, especialmente receptores de superficie.

La presente invencién también comprende promotores y secuencias utiles para la expresion de los receptores
acoplados a proteina G en la superficie de las células utiles para los métodos de la invencion. En una realizacion, los
promotores adecuados para expresion constitutiva de GPCR pueden seleccionarse a partir de un grupo que
comprende promotores de factor de elongacion 1 alfa humano o de raton (SEQ ID NO: 1), fosfoglicerato quinasa
humana (SEQ ID NO: 6), promotor del virus de sarcoma de Rous (VSR) (SEQ ID NO: 2) y 5 LTR del promotor del
virus de leucemia murina de Moloney MoMLV-LTR (SEQ ID NO: 3). Dichos promotores no se silencian a lo largo del
tiempo en las células hemopoyéticas usadas en los métodos de la presente invencion. En una realizacion de la
presente invencion, los promotores adecuados para la expresién de GPCR en superficie son promotores inducibles.
En una realizacién adicional, los promotores inducibles para la expresion de GPCR en la superficie celular pueden
seleccionarse de un grupo que comprende el promotor inducible por tetraciclina, el promotor inducible por ecdisona,
el promotor inducible por cumato y el promotor inducible por progesterona.

En ofra realizacién, los GPCR pueden comprender un péptido sefial para la sobreexpresiéon en superficie y una
etiqueta para la deteccién en superficie y/o la separacion de células positivas, por ejemplo, por citometria de flujo o
por perlas magnéticas. Por ejemplo, Andersson, H et al (véase Andersson et al Mol Pharmacol (2003) 64: 570-577)
han demostrado que la adicidon de un péptido sefial en el extremo N terminal de CB1 o el acortamiento de la cola N
larga potencia en gran medida la estabilidad y la expresion en la superficie celular del receptor sin afectar a la union
del receptor con un ligando cannabinoide.

En otra realizacion, el vector util para la expresién de GPCR puede comprender una secuencia de glicosilacion para
la sobreexpresion en superficie. Dicha secuencia de glicosilacion debe insertarse entre el marcador y el primer
aminoacido de la secuencia natural de GPCR. En una realizacién preferida adicional, la secuencia de glicosilacion
es la secuencia de glicosilacion natural seleccionada de un GPCR viral que comprende la secuencia SEQ ID NO: 4.
Un ejemplo de un vector util para expresion constitutiva de GPCR es P-MoMLV-LTR-SP-cmyc-tag-VGS-MCS-polyA
(SEQ ID NO: 5) que comprende un promotor que no esta silenciado en células hemopoyéticas, un péptido sefal
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para ayudar a la translocacion a través de la membrana, un marcador para la seleccién de las células con el GPCR
en la superficie, una sefial de glicosilacion para mejorar la expresion en membrana y una secuencia de
poliadenilacién para estabilizar el ARN mensajero. Si la secuencia del promotor P-MoMLV5'LTR en el vector de
secuencia SEQ ID NO: 5 se reemplaza por promotor inducible por tetraciclina, entonces se obtiene un vector
adecuado para expresion inducible de GPCR. La presente invencion es la primera en demostrar que la adicion de
una sefial de glicosilacion en el extremo N terminal de un GPCR, en particular, una sefial de glicosilacion derivada
de un GPCR viral, mejora la expresion del receptor de la superficie celular.

B.3. Reporteros almacenados en granulos

El reportero mas ampliamente usado para secrecién de granulos es la beta-hexosaminidasa enddgena, pero esta
proteina se ha considerado tradicionalmente un reportero de baja sensibilidad con una baja relaciéon de sefal con
respecto a fondo. Ademas, esta glucosidasa no puede acoplarse a una cascada de amplificacién de sefial como, por
ejemplo, proteasas, que pueden acoplarse en cascadas proteoliticas para amplificacién de la sefial inicial, similar a
las cascadas de coagulacion sanguinea en las que la sefial se amplifica varias veces por una cascada de enzimas
con un zimégeno como sustrato, que da como resultado la coagulacidon sanguinea. Ademas, como la beta-
hexosaminidasa esta normalmente presente en granulos de la mayoria de las células hemopoyéticas con exocitosis
regulada profesional, esta proteina no permite el desarrollo de ensayos multiples. Por lo tanto, esta justificada la
busqueda de otros reporteros almacenados en granulos para el desarrollo de una medida sensible de la
desgranulacion es razonable.

La clasificacién de proteinas solubles entre las rutas constitutiva y regulada es claramente compleja, y hay pruebas
sustanciales de especificidad de tipo celular en la ruta de las proteinas solubles a los granulos de almacenamiento,
independientemente del nivel de expresiéon. Por ejemplo, la amilasa es un constituyente de granulos normal en
células pancreaticas exocrinas, y se transporta a granulos cuando se transfecta a lineas celulares pancreaticas
exocrinas, pero se secreta constitutivamente en lineas celulares endocrinas transfectadas (véase, por ejemplo, El
Meskini, R et al. Endocrinology (2001) Vol. 142, n.° 2 864-873). La especificidad de tipo celular puede explicar
algunos de los resultados contradictorios usando partes del amino terminal de la molécula de POMC para estudiar el
trayecto en diversas lineas celulares 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 clasificacion de la especificidad celular de proteinas se extiende mas alla de las lineas celulares a
cultivos primarios, ya que las mismas construcciones pueden manipularse de formas muy diferentes en células
endocrinas y neuronales primarias. Por lo tanto, para los expertos en la materia, podian usarse otras células
diferentes de las células hemopoyéticas con exocitosis regulada en los métodos de la presente invencion, pero es
necesario realizar la seleccidon de otros tipos celulares en paralelo con un reportero especifico almacenado a alta
concentracion en los granulos secretores de la linea celular seleccionada y con un nivel bajo de secrecion basal.

Una propiedad importante de un reportero almacenado en granulos de secrecion para ser util en los métodos de la
presente invencién, especialmente en granulos de secrecion de células de origen hemopoyético, es la resistencia al
duro ambiente que este reportero soporta en su mayoria dentro de los granulos. Los granulos de secrecion de las
células hemopoyéticas se relacionan con los lisosomas, organulos que almacenan dentro un amplio grupo de
hidrolasas tales como catepsinas, triptasas y quimasas a un pH muy acido, y este ambiente no es ideal para una
proteina no almacenada de forma natural en dichos organulos, por lo tanto, un reportero labil por pH o una proteasa
probablemente se degradara dentro de los granulos secretores reduciendo de este modo la sensibilidad de dicha
proteina reportera labil. Por ejemplo, las proteasas son el principal constituyente proteico exocitado de mastocitos
activados (véase, por ejemplo, Huang et al, J Clin Immunol. 18: 169-183, 1998). Las triptasas, quimasas y
carboxipeptidasas son las tres familias principales de proteasas almacenadas en los granulos secretores de
mastocitos. Por lo tanto, son reporteros preferidos de la presente invencion polipéptidos con una alta resistencia a
protedlisis y bajo pH dentro de los granulos de las células hemopoyéticas de la presente invenciéon. Aunque la
coexistencia de enzimas lisosdmicas y serin proteasas hematopoyéticas con varias proteinas antibiéticas en los
lisosomas secretores indica que es posible el coalmacenamiento sin degradacion, no todos los polipéptidos dirigidos
artificialmente a granulos secretores resistiran este ambiente duro. Por ejemplo, Kaur J y Cutler DF (véase Kaur, J y
Cutler DF. J. Biol. Chem., (2002) Vol. 277, numero 12, 10498-10505) han descubierto que una HRP-Pselectina
quimérica puede dirigirse a lisosomas tanto secretores como convencionales, pero hasta el 70 % de la proteina
diana se degradd proteoliticamente.

Los granulos secretores de células hemopoyéticas usados en los métodos de la presente invencién comparten
propiedades con los lisosomas, que son organulos que almacenan en su interior un amplio grupo de hidrolasas tales
como catepsinas, triptasas y quimasas en un ambiente de pH muy acido y por lo tanto, los reporteros utiles para los
métodos de la presente invencién deben ser polipéptidos resistentes al ambiente dentro de los granulos de células
hemopoyéticas adecuadas.

En la presente invencion el reportero es la granzima B.
Los granulos de las células hemopoyéticas también almacenan catepsinas que pertenecen a la familia papaina de

cistein proteasas. Las catepsinas son una clase de proteasas globulares, inicialmente descritas como péptido
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hidrolasas intracelulares, aunque varias catepsinas también tienen funciones extracelulares. Las catepsinas B, C, F,
H, L, K, O, S, V, Wy X son cistein proteasas de la familia papaina, y representan la mayor y mejor conocida clase de
las catepsinas. Actuan principalmente como proteasas intracelulares que median en la mayoria de la no especifica
terminal en el ambiente acido de los lisosomas (véase, por ejemplo, Turk V, Turk B y Turk D. EMBO J 2001; 20:
4629-33). Las catepsinas A y G son ambas serin proteasas, pero la catepsina G es una endopeptidasa mientras que
la catepsina A es una carboxipeptidasa. Las catepsinas D y E son proteasas asparticas. Las catepsinas se sintetizan
como proenzimas inactivas y se procesan para convertirse en enzimas maduras y activas. Debido a la funcion de
cistein catepsinas como proteasas intracelulares en el ambiente acido de los lisosomas, su pH o6ptimo es de
aproximadamente 5 a 5,5 y al pH fisioldgico necesario para la viabilidad y exocitosis del cultivo celular en los
métodos de la presente invencion, su eficacia catalitica no es la 6ptima. Por esta razén, las serin proteasas son en
general reporteros preferidos para el almacenamiento en los granulos en los métodos de la presente invencion en
comparacion con cisteina catepsinas. También se sabe en el estado de la técnica que otras proteasas de
degradacion, incluyendo metaloproteasas, se almacenan en los granulos y se liberan de células hemopoyéticas tales
como neutrdfilos, por ejemplo, MMP-8 (colagenasa de neutréfilos) y MMP-9 (gelatinasa de 92 kDa) (véase, por
ejemplo, Owen CA y Campbell EJ. J. Leukoc. Biol. (1999) 65, 137-150). No obstante, las serin proteasas de células
hemopoyéticas tienen la mayor contribucion a la actividad proteolitica liberada de las células preferidas en los
métodos de la presente invencion, y, por lo tanto, se prefieren serin proteasas frente a metaloproteasas y cisteina
catepsinas. Esta mayor contribucién a la actividad proteolitica es el resultado tanto de la mayor concentracién de
serin proteasas en los granulos como de la mayor actividad catalitica de serin proteasas a pH neutro frente a otras
proteasas que también se almacenan en granulos.

En una realizacién de la presente invencion, podria transfectarse ADN que codifica reporteros para producir una
proteina de zimégeno o para producir una enzima activa. Los reporteros de granulos sintetizados como zimégenos
se dirigen a los granulos secretores en los que se activan mientras que las enzimas activas se dirigen a los granulos
secretores y no necesitan activacion. Por ejemplo, las granzimas son zimégenos que se activan por catepsina C
dentro de los granulos por escision en el dipéptido de activacion N terminal para producir una enzima activa. Incluso
aunque la granzima B activa constitutiva se dirige correctamente y se almacena dentro de los granulos, y por lo tanto
es util para los métodos de la presente invencion, dicha granzima B activa constitutiva tiene una mayor actividad
basal que la granzima B sintetizada como un zimdgeno, reduciendo de este modo la sefial de fondo del sensor.
Otros investigadores han demostrado (véase Isaaz et al. Eur J Immunol 1995; 25(4): 1071-9) que en clones de
linfocitos T citotoxicos CD8+ (CTL) durante la sintesis activa, una cantidad importante de granzimas se secreta de
forma constitutiva y hasta un tercio de las granzimas A y B pueden secretarse directamente del CTL mediante la ruta
secretora constitutiva, como se muestra por la actividad enzimatica de granzima A e inmunotransferencias de
granzima B secretada, en las que un tercio de la proteina no consigue adquirir la sefial de direcciéon a granulos. La
secrecion constitutiva de las proteinas liticas puede bloquearse tanto por CHX como por brefeldina A (BFA). Aunque
la BFA no afecta a la destruccién direccional de dianas reconocidas, anula la destruccion de espectador, lo que
indica que la destruccion de espectador surge de proteinas liticas de nueva sintesis, suministradas mediante una via
distinta de granulos. Por lo tanto, el uso de un zimégeno que es necesario activar dentro del granulos en lugar de un
reportero activo constitutivo, reduce la actividad basal y se produce una linea celular con una mayor relaciéon de
sefial con respecto al fondo para un sensor mas robusto util para los métodos de la presente invencion.

En otra realizacion de la presente invencion, los reporteros utiles para los métodos de la presente invencion pueden
ser secuencias de origen natural o reporteros con codones optimizados para la alta expresion en lineas celulares
utiles. Por ejemplo, la secuencia con codones optimizados de granzima B de caballo se muestra como SEQ ID NO:
9.

B.4. Promotores para expresién del reportero

La presente invencion también comprende promotores adecuados para expresion de reporteros. Los promotores
utiles para expresion de reporteros almacenados en los granulos de la presente invencion son promotores
adecuados para la expresion de proteinas en células hemopoyéticas, en particular promotores adecuados para
expresion media a alta de proteinas. Un promotor con expresion media de proteina produce mas de 10 ng de
granzima B almacenada en granulos por millén de células RBL-2H3 mientras que un promotor fuerte produce mas
de 100 ng de granzima B almacenada en granulos por millén de células RBL-2H3 cuando se cuantifica por un ELISA
especifico (ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas). Otra propiedad relevante de los promotores adecuados, es
que la expresion de proteinas debe ser estable durante el cultivo. Ciertos promotores heterdlogos se regulan
negativamente durante el cultivo especialmente en células hemopoyéticas y este proceso se denomina
“silenciamiento del promotor”. Los promotores preferidos para los métodos de la presente invencion son por lo tanto
promotores no silenciables.

En una realizacion de la presente invencion los promotores para expresion del reportero se seleccionan de un grupo
que comprende: un promotor quimérico de hCMV y promotor de MoMLV-5-LTR de SEQ ID NO:10; promotor
MoMLV-5'LTR (SEQ ID NO: 3); promotor del factor de elongacion 1-alfa (SEQ ID NO:1); promotor de VSR (SEQ ID
NO:2) y promotor de timidina quinasa (SEQ ID NO:7). Otros promotores tales como el promotor de citomegalovirus
humano, uno de los promotores mas fuertes ampliamente usados para transfeccién de células eucariotas, también
es adecuado, pero en las células hemopoyéticas de la presente invencion produce al menos 125 veces menos
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granzima B que un vector con granzima B bajo el control de un hCMV-5'LTR quimérico de MoMLYV, reduciendo de
este modo la sensibilidad del sensor. Por lo tanto, un vector que usa granzima B como reportero es util para la
evaluacion del promotor para seleccionar promotores adecuados para la expresion del reportero para los métodos
de la presente invencion. En general, son promotores preferidos para expresion del promotor en los métodos de la
presente invencién promotores tales a partir de los cuales se produce mas reportero, es decir se prefieren
promotores mas fuertes en lugar de promotores mas débiles.

En otra realizacion de la presente invencion, son promotores preferidos los que no se silencian por células durante el
subcultivo. El silenciamiento del promotor limita la utilidad de un promotor y los inventores han descubierto que el
promotor de CMV humano (hCMV) se silencia parcialmente en al menos una de las lineas celulares preferidas de la
presente invencion, es decir, en RBL-2H3. No obstante un promotor quimérico compuesto también de hCMV
fusionado con 5’-LTR de MoMLV no se silencia en mas de 6 meses de cultivo continuo. El silenciamiento del
promotor debe determinarse experimentalmente y para los expertos en la materia un vector en el que por ejemplo se
expresa la granzima B humana bajo el control de un promotor para ensayarse y que tiene una resistencia a
antibidticos para seleccion estable en lineas celulares de mamifero, es util para clonar un promotor nuevo y para
seleccionar lineas celulares estables que pueden cultivarse durante varios meses para seleccionar promotores
fuertes que no se silencian y por lo tanto son utiles para los métodos de la presente invencion.

En una realizacion de la presente invencion los promotores para la expresion de las proteasas reporteras
almacenadas en los granulos son promotores inducibles. En una realizacién adicional los promotores inducibles para
expresion de proteasas reporteras almacenadas en granulos pueden seleccionarse de un grupo que comprende el
promotor inducible por tetraciclina, el promotor inducible por ecdisona, el promotor inducible por cumato y el
promotor inducible por progesterona.

B.5. Tecnologias y sustratos de deteccion.

Ademas de la resistencia al ambiente dentro de los granulos secretores, alto nivel de expresion, baja secrecién basal
y alta secrecion inducida de un reportero, para ser util en los métodos de la presente invencién, otras propiedades
importantes de los reporteros para exocitosis regulada de los métodos de deteccidn sensibles de la presente
invencion, son el tipo de tecnologia de deteccion usado para medir el reportero secretado y la eficacia catalitica de
dicho reportero para el sustrato especifico usado para deteccion. Tanto las tecnologias de deteccion de alta
sensibilidad como un reportero con una alta eficacia catalitica para un sustrato especifico son beneficiosos para los
métodos de la presente invencion.

Son reporterod Utiles para los métodos de la presente invencion enzimas con actividad proteolitica y, por lo tanto, las
tecnologias de deteccidon de actividad proteolitica son de gran importancia para la presente invencion. En una
realizacion de la presente invenciéon, el método usado para medir la actividad enzimatica de los reporteros
almacenados en los granulos secretados, se selecciona de un método colorimétrico, uno fluorescente, uno FRET,
uno FRET resuelto en el tiempo o uno luminiscente.

Dichos métodos se conocen bien en el estado de la técnica. Por ejemplo, la actividad de granzima B humana podria
detectarse mediante el uso de un péptido IEPD acoplado en el extremo C terminal con p-nitroanilida (pNA) por
deteccidén colorimétrica a 405 nm, el mismo péptido acoplado en el extremo C terminal con 7-amido-4-metil-cumarina
podria detectarse por fluorescencia con excitacion a 380 nm y longitudes de onda de emision de 460 nm y el mismo
péptido acoplado en el extremo C terminal con 7-amido-trifluorometilcumarina podria detectarse por fluorescencia
con excitacion a 400 nm y emisién a 505 nm.

Son especialmente relevantes para los métodos de la presente invencion sustratos de proteasa fluorescentes o
luminiscentes altamente sensibles, por ejemplo, sustratos de proteasa basados en FRET, sustratos de proteasa
basados en luminiscencia y sustratos fluorescentes basados en rodamina 110.

En otra realizacion de la presente invencion, el método usado para medir la actividad enzimatica de granzima B se
selecciona de una transferencia de energia de resonancia de Forster (FRET) o un método de FRET resuelto en el
tiempo. La transferencia de energia de resonancia de Forster o FRET es una técnica que detecta la proximidad entre
dos fluoréforos que pueden actuar como un par de FRET. Por ejemplo, si el espectro de emision de fluorescencia de
un fluoréforo denominado el “donador” solapa con el espectro de excitacion del otro fluoréforo denominado el
“aceptor”, entonces las dos moléculas pueden actuar como un par de FRET. Cuando estén en proximidad entre si,
tipicamente a una distancia de 100 Angstrom o menos, la excitacion del fluoréforo donador conduce a transferencia
de energia no radiante al fluoréforo aceptor, dando como resultado un aumento en la emision de fluorescencia del
aceptor, y una reduccion en la emision de fluorescencia del donador. Cuando los compafieros de FRET se separan,
FRET se elimina. El par de fluoréforo-interruptor EDANS/DABCYL es uno de los mas habitualmente usados para
aplicaciones de FRET, debido a un excelente solapamiento espectral entre el espectro de emision de EDANS
(longitud de onda de excitacion 341 nm, longitud de onda de emisién 471 nm) y espectro de absorbancia DABCYL
(longitud de onda de absorbancia méaxima 453 nm). La interrupcion de la fluorescencia de EDANS por DABCYL es
en consecuencia altamente eficaz, con potenciaciones hasta 40 veces de la fluorescencia que se ha observado tras
la protedlisis de péptidos marcados con DABCYUEDANS. Por ejemplo, un péptido con la secuencia SGIEPDSGV
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podria marcarse con EDANS como un fluoréforo “donador” en el extremo N terminal y DABCYL en el extremo C
terminal como un “aceptor” o interruptor. Cuando este sustrato peptidico intacto se usa para medicién de la actividad
enzimatica, la fluorescencia de EDANS se detiene por DABCYL. Tras la escisiéon del péptido de FRET, por ejemplo,
por granzima B humana, la fluorescencia de EDANS se recupera, y puede supervisarse continuamente a
excitacion/emision = 340 nm/470 nm. El aumento de la fluorescencia de EDANS se correlaciona con actividad de
granzima B. El par de FRET 5-FAM/TAMRA también se usa ampliamente para marcar sustratos de proteasa, es
mas sensible que péptidos basados en DABCYUEDANS vy los sustratos de FRET basados en 5-FAM/TAMRA tienen
menos interferencia por autofluorescencia de compuestos de ensayo debido a su longitud de onda de emisién mas
larga. También hay muchos pares de FRET que podrian ser utiles para los métodos de la presente invencion. Por
ejemplo, Biosearch Technologies ha desarrollado interruptores altamente eficaces comercializados bajo el nombre
comercial BHQ™ o interruptores Blackhole, mientras que Anaspec ha desarrollado interruptores QXL™ y Perkin
Elmer interruptores QSY®. Para que un par de interruptor-fluoréforo sea eficaz el espectro de fluorescencia de
emisién del fluoréforo debe solapar con el espectro de absorbancia del interruptor. Otra propiedad relevante del par
de FRET para que sea Uutil para los métodos de la presente invencion es las longitudes de onda de excitacion y
emision para deteccion. Los pares de FRET con una longitud de onda larga para excitacion y emision son menos
propensos a interferencia de componentes celulares y de compuestos usados en el descubrimiento de farmacos y
se prefieren por lo tanto para los métodos de la presente invencion. Dichos colorantes denominados NIR utiles para
ensayos de proteasa basados en FRET se conocen bien en el estado de la técnica (véase, por ejemplo, Pham W et
al. Bioconj. Chem. (2004); 15 1403-1407) y la presente invencién aprovecha nuevas tecnologias desarrolladas para
deteccién sensible y especifica de actividades de proteasa incluyendo nuevos colorantes NIR (véase por ejemplo
Peng X et al. A nonfluorescent, broad-range quencher dye for Forster resonance energy transfer assays. Analytical
Biochemistry Epub 25 Feb, (2009)) con una mejor relacion de fluorescencia de sefial con respecto a fondo tras la
escisién por la proteasa especifica. Por ejemplo, un sustrato adecuado para deteccion de granzima B usando FRET
es 5-FAM-Ser-lle-Glu-Pro-Asp-Ser-Gly-Ser-TAMRA.

FRET resuelto en el tiempo o TR-FRET es una variante de FRET en la que se usan quelados de lantanidos tales
como los de terbio como especie donadora. Debido a que los quelados de terbio tienen tiempos de vida
fluorescentes que son muchos érdenes de magnitud mas largos que los fluoréforos organicos convencionales, TR-
FRET puede medirse después de que dicha interferencia se ha degradado completamente. Esto, acoplado con la
lectura radiométrica de intensidad del aceptor frente a intensidad del donador proporciona una lectura util para
ensayos de HTS.

En una realizacion de la presente invencion, la escision peptidica por proteasa secretada en granulos se detecta con
fluorometria resuelta en el tiempo. Por ejemplo, un péptido podria acoplarse con un quelado de lantanido
fluorescente en un extremo y con un interruptor del quelado de lantanido en el otro extremo. Tras la escision por la
proteasa el quelado de lantanido y el interruptor se separaran a medida que se escinde el sustrato. Una propiedad
relevante de la tecnologia de FRET resuelta en el tiempo para los métodos de la presente invencion, es que la
emision de fluorescencia podria retardarse desde la excitaciéon y, por lo tanto, se evita la autofluorescencia de
compuestos usados en el proceso de descubrimiento de farmacos. Por ejemplo, un sustrato util para la detecciéon de
granzima B secretada es Lantano-IEPDSG-interruptor en el Lantano es un quelado de un lantanido, por ejemplo, un
quelado de europio e interruptor es un interruptor adecuado de la fluorescencia de lantanido, por ejemplo, QSY® 7.

En una realizacion preferida, el método usado para la deteccion sensible de la proteasa secretada se selecciona de
pares de FRET altamente eficaces con interferencia minima, tanto celular como del compuesto usado en el
descubrimiento de farmacos, tal como, por ejemplo, el par de FRET 5-FAM y TAMRA, los pares de FRET de
infrarrojo cercano y los métodos de FRET resueltos en el tiempo basados en quelatos de lantanido.

En otra realizacion mas de la presente invencién, se miden las proteasas secretadas por los granulos con sustratos
de luciferina modificados con péptidos (véase, por ejemplo, Geiger R y Miska W, documento USPTO 5035999) en
un tampén adecuado que contiene tanto ATP como luciferasa. Por ejemplo, un péptido adecuado para la
determinacion de la granzima B secretada es lle-Glu-Pro-Asp-amidoluciferina (IEPD-aminoluciferina), en el que el
acido carboxilico del acido aspartico se conjuga con la 6-aminoluciferina para producir una amida de luciferina que
no se escinde por la luciferasa a no ser que se escinda primero IEPD-aminoluciferina por la granzima B humana
secretada. Usando este sustrato de la granzima B, la exocitosis de los granulos almacenados se acopla con
luminiscencia y por lo tanto la autofluorescencia tanto de las células como de los compuestos usados para el
descubrimiento de farmacos no produce interferencia con la lectura del ensayo.

Los sustratos de proteasa basados en rodamina 110 son derivados de bisamida del fluoréforo en los que estan
ligados covalentemente péptidos con cada uno de los grupos amino de rodamina 110 (R110) (véase, por ejemplo, W
et al documento USPTO 4557862), suprimiendo de este modo tanto la absorcién visible como la fluorescencia del
colorante. Tras la escisidon enzimatica, el sustrato de bisamida no fluorescente se convierte mediante un proceso de
dos etapas, primero en la monoamida fluorescente y después en la R110 aun mas fluorescente. El producto de
escision R110 tiene propiedades espectrales similares a las de fluoresceina y un coeficiente de extinciéon grande,
proporcionando de este modo facilidad de uso en preparaciones de filtro de fluoresceina convencionales y
excelentes relaciones de la sefial con respecto al fondo. En una realizacion de la presente invencion, los sustratos
de proteasa para la deteccion proteolitica son péptidos modificados de rodamina 110.
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En ofra realizacion, los sustratos preferidos Utiles para deteccion del reportero son sustratos impermeables celulares
adecuados para deteccion del reportero en una mezcla que contiene células.

En otra realizaciéon de la presente invencion, la deteccion preferida de proteasas secretadas comprende una
cascada enzimatica para la amplificacion de la sefal. Se conocen bien en el estado de la técnica cascadas de
proteasa que permiten la amplificacion de la sefal (véase, por ejemplo, Harris, C. documento USPTO 4.463.090). El
mejor ejemplo de una cascada de amplificacion de proteasa es la cascada de coagulacién sanguinea en la que la
primera proteasa activa un zimdégeno para producir una proteasa activa y esta segunda proteasa también activa un
zimdgeno para producir una segunda proteasa activa, creando de este modo una cascada en la que la sefial inicial
se amplifica hasta 1000 veces. Son necesarios zimoégenos con actividad basal muy baja para la amplificacion de
sefial con una alta relacion de la sefial con respecto al fondo. Por ejemplo, el zimégeno de la caspasa 8 nativa posee
el 1 % de la actividad de la enzima completamente procesada, una actividad muy sustancial en comparacion con la
mayoria de los zimégenos de proteasa (véase Muzio M. et al J. Biol. Chem. (1998) 273: 2926-2930) y por lo tanto, la
caspasa-8 nativa tiene un alto fondo para la deteccion sensible de los reporteros secretados como la granzima B. En
su lugar, la procaspasa-3 humana puede escindirse eficazmente y activarse por la granzima B humana, de rata, de
caballo o de chimpancé para producir una caspasa-3 madura aproximadamente 10.000 veces mas activa que el
zimdgeno no escindido y, por lo tanto, altamente Util para la deteccién de las proteasas secretadas por los granulos.
Un indice de zimogenicidad alto es una propiedad particularmente preferida para las proteasas utiles para la
deteccién de los reporteros secretados en los métodos de la presente invencién. Ademas de un indice alto de
zimogenicidad, se seleccionan zimégenos preferidos para los métodos de la presente invencion entre enzimas con
una alta eficacia catalitica después de activacion y una baja actividad basal de enzima. Es necesario seleccionar
zimdgenos con esas propiedades para una deteccién sensible de la exocitosis de los granulos en la presente
invencion.

La actividad basal de un zimégeno se relaciona con el indice de zimogenicidad, pero aqui hay algunas diferencias
relevantes para los métodos de la presente invencién. En primer lugar, dos enzimas con el mismo indice de
zimogenicidad podrian tener una actividad basal diferente pero la enzima con una mayor actividad basal también es
la enzima con mayor eficacia catalitica. Se prefieren para los métodos de la presente invenciéon enzimas con el
mayor indice de zimogenicidad posible y con la menor actividad enzimatica basal posible. En segundo lugar, la
actividad basal no se relaciona solamente con zimogenicidad, sino que ciertas enzimas como la procaspasa-3
podrian autoactivarse faciimente cuando estan presentes a alta concentracion. Por ejemplo, el indice de
zimogenicidad de la procaspasa-3 es aproximadamente 10.000 y por lo tanto muy alto, pero si la enzima se
almacena a una alta concentracion, las enzimas se autoactivan y la actividad basal podria ser muy alta. En tercer
lugar, la actividad basal relevante para los métodos de la presente invencion es la presente en el sobrenadante del
cultivo celular de las células en ausencia de un modulador de la exocitosis regulada y no solamente la producida por
el reportero almacenado en granulos transfectados. Por ejemplo, la granzima A es una serin proteasa que pertenece
a la familia triptasa de proteasas. Dicha familia triptasa se caracteriza por una secuencia de escisiéon después de los
aminoacidos arginina o lisina. Aunque la granzima A humana tiene una secuencia de escisiébn Optima que
comprende IGDR o VANR en P4-P3-P2-P1 (véase, por ejemplo, Mahrus S y Craik CS. Chemistry & Biology (2005),
12, 567-577) y por lo tanto potencialmente util para los métodos de la presente invencion, la actividad de triptasas ya
presentes en un sobrenadante de cultivo celular no estimulado de células RBL-2H3 no transfectadas es tan alta que
no hay diferencia entre células RBL-2H3 transfectadas de forma estable con la granzima A humana estimulada con
un modulador de secrecidon como ionomicina, y las células no transfectadas, bien estimuladas o no, con ionomicina.
Pero si se retira un sobrenadante del cultivo celular y las células se lavan con un tampén sin suero, por ejemplo, un
HBSS modificado, entonces la actividad triptasa basal se reduce a niveles en los que la granzima A humana se
convierte en un reportero Util para los métodos de la presente invencion.

Verheijen et al han desarrollado una cascada de amplificacion artificial util para la cuantificacion de proteasa (véase
Verheijen JH et al. Biochem. J. (1997) 323, 603-609 y Verheijen JH, documento USPTO, 8.115.252) en la que la pro-
uroquinasa se modifica para contener un sitio de reconocimiento que puede escindirse por la proteasa para
cuantificarse. Otros han usado diferentes proteasas modificadas en el sitio de escision como la procaspasa-3 como
una medida de la actividad proteasa. Por ejemplo, (véase Li Y et al. Molecular Biotechnology, (2001) Vol. 18, n.° 1,
1-10) han desarrollado una procaspasa-3 modificada que contiene un sitio de escision de beta-secretasa que induce
apoptosis en células 293T, un efecto bien conocido de la caspasa-3 activa, y han demostrado que la apoptosis
inducida por la caspasa-3 modificada se correlaciona con la susceptibilidad de la secuencia de reconocimiento de
beta-secretasa a la beta-secretasa, e incluso que los competidores de la proteasa evitan la muerte celular inducida
por la caspasa-3 modificada. En otro ejemplo, Vocero-Akbani AM et al (véase Vocero-Akbani AM et al Nat Med.
(1999), Vol 5, n.° 1: 29-33) han desarrollado una procaspasa-3 que sustituye con sitios de escision proteoliticos del
Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH), sitios endégenos. Una vez dentro de las células, esta procaspasa-3
obtenida por ingenieria genética permanece inactiva en las células no infectadas, pero en células infectadas por VIH,
esta procaspasa-3 se procesa en una forma activa por la proteasa de VIH, dando como resultado apoptosis de la
célula infectada. Todos los ejemplos anteriores de cascadas de proteasa son relevantes para los métodos de la
presente invencion, aunque el zimégeno preferido para los métodos de la presente invencion se basa en una
cascada de amplificacion natural basada en la procaspasa-3 nativa. Varias caspasas como la caspasa-3 y la
caspasa-8 son los sustratos naturales de la granzima B y los inventores han usado esta propiedad de la caspasa-3
para desarrollar un método rapido y sensible para la cuantificacion de la granzima B secretada.
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En una realizacion especifica de la presente invencion, el zimégeno preferido usado para la granzima B humana, de
rata, de chimpancé o de caballo es procaspasa-3 humana no modificada que comprende aminoacidos desde la
serina en la posicion 29 hasta la histidina en la posicidon 277 de acuerdo con Genbank NM_032991.

En otra realizacion, la procaspasa-3 humana util para deteccion de la granzima B humana secretada, la granzima B
de rata, la granzima B de chimpancé o la granzima B de caballo es una variante mutada con la treonina en la
posicion 174 mutada a prolina para una escision mas eficaz por la granzima B humana, de rata, de chimpancé o de
caballo. En una realizacién adicional mas, la procaspasa-3 humana se modifica adicionalmente para reducir la
autoactivaciéon cambiando, al menos, la serina en la posicion 176 a valina o leucina. En una realizacién, la
procaspasa-3 humana con escisién mejorada por granzima B humana tiene prolina en la posiciéon 174 en lugar de
treonina y la serina en 176 mutada a valina, glicina en 177 mutada a leucina, valina en 178 mutada a metionina y
acido aspartico en 179 mutado a 4cido glutamico. Dicha procaspasa-3 con la secuencia IEP-DVLME que comprende
los aminoacidos P4-P3-P2-P1-P1°-P2’-P3’-P4’ es Optima para escisibn con granzima B humana vy tiene
autoactivacién muy baja en ausencia de granzima B, pero actividad completa cuando se escinde por granzima B
humana. Dicha procaspasa-3 humana mutada con autoactivacién altamente reducida se enumera como SEQ ID NO:
11.

Se sabe que la especificidad tetrapeptidica de la granzima B de raton difiere significativamente de granzima B
humana. Las granzima B humana y de ratén escinden la procaspasa-3 especifica de especie mas eficazmente que
la procaspasa-3 heteréloga para cada granzima B. La escisidén de la procaspasa-3 humana por la granzima B de
raton en la secuencia P4-P3-P2-P1 que comprende IETD (Isoleucina-acido glutamico-treonina-acido aspartico en la
posicion 175) es aproximadamente 6 veces menos eficaz que la escision por la proteasa humana incluso aunque
ambas caspasas tienen una secuencia de escision IETD idéntica, por lo tanto, se prefiere el uso de una procaspasa-
3 especifica de especie para la deteccién de la granzima B secretada en los métodos de la presente invencion.

En una realizacion de la presente invencion, el método usado para medir la actividad enzimatica de zimégenos
activados Utiles se selecciona de un método colorimétrico, fluorescente, FRET, FRET resuelto en el tiempo o
luminiscente.

Son ejemplos de sustratos Utiles para la deteccion de la caspasa 3 activa: 5'-FAM-Ser-Asp-Glu-Val-Asp-Ser-Gly-Ser-
TAMRA, un sustrato de FRET; Lantano-CDEVDK-Interruptor en el que Lantano es un quelado de un lantanido, por
ejemplo, un quelado de europio e Interruptor es un interruptor adecuado de la fluorescencia de lantanido, por
ejemplo, QSY®7 para fluorometria resuelta en el tiempo; DEVD-AMC y DEVD-AFC para fluorescencia y DEVD-
aminoluciferina para deteccién de luminiscencia.

En ofra realizacién preferida, el sustrato del zimégeno activado como caspasa-3 es un sustrato impermeable celular,
para reducir el fondo debido a la hidrélisis del sustrato intracelular. En otra realizacion, el sustrato impermeable
celular preferido de caspasa-3 activa es un péptido de secuencia DEVD acoplado por el extremo C terminal a 7-
amido-4-metilcoumarina o a rodamina110 o a aminoluciferina o acoplado a un extremo con un fluoréforo para FRET
o FRET resuelto en el tiempo y en el otro extremo con un interruptor adecuado de la fluorescencia del fluoréforo
especifico.

En otra realizacion de la presente invencion, la actividad de las proteasas secretadas podria detectarse por un
zimdgeno activado por dicha proteasa secretada en la que el zimégeno es una enzima permutada circularmente
desprovista de actividad enzimatica a no ser que se active por la proteasa especifica. La permutacion circular es un
proceso en el que los extremos amino y carboxilo terminales de una enzima se unen y se crean nuevos extremos
amino y carboxilo terminales en cualquier parte de la molécula. Son enzimas permutadas circularmente Utiles para
los métodos de la presente invencién enzimas que se convierten en zimégenos con baja actividad basal por
permutacion circular y la actividad se restaura por escision de la proteasa. Se conocen bien en el estado de la
técnica zimégenos permutados circularmente. Plainkum P et al (véase Plainkum P et al Nat Struct Biol. Feb 2003;
10(2): 115-9) fueron los primeros en demostrar que uniendo los extremos N y C terminales de la ribonucleasa A, el
sitio activo esta bloqueado con la secuencia de aminoacidos reconocida por plasmepsina Il, una proteasa altamente
especifica de Plasmodium falciparum. Generaron nuevos extremos N y C terminales por permutacion circular y en
presencia de plasmepsina Il, un zimégeno de la ribonucleasa aumento su actividad catalitica aproximadamente 1000
veces y mantuvo alta estabilidad conformacional. Otros investigadores han aplicado la permutacion circular de
extremos N y C terminales para crear nuevos zimégenos que podrian activarse por proteasa (véase, por ejemplo,
Johnson RJ et al FEBS Journal Volumen 273, numero 23, pp. 5457-5465, 2006 y Jucovic M et al Protein Engineering
Design and Selection 2008 21(10): 631-638).

En otra realizacion de la presente invencion, los zimégenos adecuados Utiles para la cuantificacion de las proteasas
secretadas se seleccionan de enzimas con actividad baja basal para una relacién de sefial con respecto al fondo alta
y por lo tanto un ensayo mas robusto, y enzimas con una alta eficacia catalitica después de la activacién por la
proteasa secretada. Por ejemplo, una pro-enteroquinasa modificada tiene una actividad basal muy alta, es decir un
bajo indice de zimogenicidad que evita su uso para deteccion sensible de la granzima B humana.

En otra realizacién de la presente invencién, se seleccionan los zimégenos preferidos para cuantificacion de las
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proteasas secretadas de enzimas cuyo tampoén de reaccion puede hacerse compatible con los medios usados para
la exocitosis.

Para una deteccién del reportero sensible basada en cualquiera de las tecnologias de deteccion, se necesita un
sustrato de la proteasa especifico que se escinda con eficacia muy alta. Los restos de aminoacidos alrededor de la
secuencia de escision son los principales determinantes de la eficacia catalitica de la proteasa reportera para
cualquier sustrato particular.

En una realizacion, se seleccionan los reporteros almacenados en los granulos utiles con actividad de tipo triptasa
de un grupo que comprende granzima A y granzima K. En otra realizacion, el reportero almacenado en los granulos
util con actividad de tipo Asp-asa es una granzima B. En otra realizacion, se seleccionan los reporteros almacenados
en granulos utiles con actividad tipo quimasa de un grupo que comprende granzima H, quimasa y catepsina G. En
otra realizacion adicional, se seleccionan los reporteros almacenados en granulos utiles con actividad de tipo
elastasa de un grupo que comprende granzima M, elastasa de neutréfilos y proteinasa 3.

En una realizacion, se seleccionan los reporteros almacenados en granulos utiles de un grupo de especies que
comprenden serina endopeptidasas humanas, de raton, de rata, de caballo, de vaca, de Monodelphis, de oveja y de
cabra.

En una realizacion especifica de la presente invencion, el reportero heterélogo se selecciona de un grupo de serin
proteasas que comprende granzima B de especie humana, de rata, de chimpancé y de caballo debido a que la
proteasa granzima B es la Unica serin proteasa conocida con un requisito absoluto de escisién después del &cido
aspartico.

En una realizacion de la presente invencion, el sustrato preferido para la granzima B de especie humana, de rata, de
chimpancé y de caballo usada como un reportero del sensor, comprende en P4 un aminoacido seleccionado de
isoleucina o valina; en P3 un aminoacido seleccionado de acido glutamico, metionina, alanina, glicina, histidina,
serina, glutamina, acido aspartico, treonina, triptéfano, tirosina o valina; en P2 un aminoacido seleccionado de
prolina, treonina, glutamina, acido aspartico, alanina, fenilalanina, serina, triptéfano, tirosina, valina, acido glutamico,
glicina o histidina; y en P1 acido aspartico.

En otra realizacidon de la presente invencion, los sustratos extendidos preferidos para las granzimas B de especie
humana, de rata, de chimpancé o de caballo comprenden en P1’ un aminoacido sin carga seleccionado de valina,
serina, tirosina y fenilalanina y en P2’ un aminoacido seleccionado de serina, alanina, glicina, tirosina, leucina o
acido glutamico.

En otra realizacion preferida de los métodos de la presente invencion, el sustrato preferido adicional de la granzima
B de especie humana, de rata, de chimpancé o de caballo comprende la secuencia isoleucina en P4, acido
glutamico en P3, prolina o treonina en P2 y acido aspartico en P1. El sustrato preferido adicional comprende también
serina en P1’ y glicina o leucina en P2’

En una realizacion de la presente invencion, el sustrato para granzima A de especie humana, de rata y de raton
usada como un reportero del sensor comprende en P4 un aminoacido seleccionado de isoleucina, valina, o glicina;
en P3 un aminoacido seleccionado de alanina, glicina, serina, fenilalanina o tirosina; en P2 un aminoacido
seleccionado de asparagina o fenilalanina y en P1 arginina o lisina.

En otra realizacion de la presente invencion sustratos extendidos preferidos adicionales para la granzima A humana,
de rata o de ratén comprenden en P1 aminoacidos hidréfobos lineales largos tales como la cadena lateral alifatica de
lisina y metionina, o aminoacidos hidréfobos no ramificados como alanina o restos polares como serina; y en P2’ un
aminoacido seleccionado de valina, leucina, isoleucina, fenilalanina y tirosina.

En ofra realizacién preferida de los métodos de la presente invencién, un sustrato preferido adicional de la granzima
A humana comprende valina o isoleucina en P4, alanina, glicina o serina en P3, asparagina o acido aspartico en P2
y arginina en P1. El sustrato preferido adicional comprende también serina o metionina en P1’ y valina, leucina o
fenilalanina en P2'. En otra realizacion preferida de los métodos de la presente invencién el sustrato preferido
adicional de la granzima A de ratén comprende glicina o valina en P4, tirosina o fenilalanina en P3, fenilalanina o
asparagina en P2 y arginina en P1. El sustrato preferido adicional para la granzima A de ratén comprende también
serina o metionina en P1’ y valina, leucina o fenilalanina en P2’

En una realizacion de la presente invencion el sustrato para quimasa humana usada como un reportero del sensor
comprende en P4 un aminoacido seleccionado de glicina, isoleucina, valina, arginina, prolina, glutamina o leucina;
en P3 un aminoacido seleccionado de alanina, valina, leucina, histidina, serina, treonina o 4cido glutdmico; en P2 un
aminodcido seleccionado de asparagina, serina, acido aspartico, treonina, prolina, leucina, alanina o valina y en P1
tirosina o fenilalanina.

En otra realizacion de la presente invencion, los sustratos extendidos preferidos adicionales para la quimasa
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humana comprenden en P1’ serina o glicina; en P2’ un aminoacido seleccionado de acido aspartico, alanina, acido
glutamico o glicina y en P3’ un aminoacido seleccionado de valina, leucina, alanina o glicina.

En otra realizacién preferida de los métodos de la presente invencién, el sustrato preferido adicional de la quimasa
humana comprende histidina, acido glutamico o treonina en P3; prolina o treonina en P2; y fenilalanina o tirosina en
P1. El sustrato preferido adicional comprende también serina en P1’ y acido aspartico, acido glutamico o alanina en
P2

En una realizacién de la presente invencion, el sustrato para la proteinasa 3 de especie humana, de rata y de raton
usado como un reportero del sensor comprende en P4 un aminoacido con un resto alifatico pequefio como valina y
alanina; en P3 un aminoacido con un resto alifatico pequefio como alanina y valina; en P2 un aminoacido con carga
seleccionado de acido aspartico, acido glutamico, arginina y lisina y en P1 un aminoacido seleccionado de cisteina,
norvalina, valina, alanina y metionina.

En otra realizacién preferida de la presente invencion, los sustratos extendidos preferidos adicionales para la
proteinasa 3 humana, de rata o de ratébn comprenden en P1’ un aminoacido con carga positiva seleccionado de
arginina y lisina o un aminoacido con un resto alifatico pequefio como alanina o valina; y en P2’ un aminoacido
seleccionado de acido aspartico, acido glutamico o glutamina.

En otra realizacion preferida de los métodos de la presente invencion, el sustrato preferido adicional de la proteinasa
3 humana comprende valina o alanina en P4; valina o alanina en P3; acido aspartico en P2 y cisteina, valina o
norvalina en P1. El sustrato preferido adicional comprende también alanina o lisina en P1’, acido aspartico en P2’ y
arginina en P3’.

En una realizacion de la presente invencion, el sustrato para la elastasa de neutréfilos de especie humana, de rata y
de raton usado como un reportero del sensor comprende en P4 prolina o un aminoacido con un resto alifatico
pequefio como valina y alanina; en P3 un aminoacido con un resto alifatico pequefio como alanina y valina o un
aminoacido con carga negativa seleccionado de acido aspartico y acido glutamico; en P2 un aminoacido con un
resto alifatico pequefio como alanina y valina o un aminoacido con carga negativa seleccionado de acido aspartico y
acido glutamico y en P1 un aminoacido hidréfobo o uno polar seleccionado de isoleucina, norvalina, valina, alanina y
metionina.

En otra realizacién de la presente invencion, los sustratos extendidos preferidos adicionales para la elastasa de
neutréfilos humana, de rata o de ratdon comprenden en P1’ un aminoacido hidréfobo o uno polar o uno con carga
negativa y en P2’ un aminoacido hidréfobo o uno con carga negativa.

En otra realizacién preferida de los métodos de la presente invencion, el sustrato preferido adicional de la elastasa
de neutrdfilos humana comprende prolina o valina o alanina en P4; acido glutamico o valina o alanina en P3; acido
glutamico en P2 e isoleucina, valina o norvalina en P1. El sustrato preferido adicional comprende también metionina
en P1’, arginina o acido aspartico en P2 y arginina en P3’.

Una caracteristica relevante de los sensores de la presente invencion, es que pueden combinarse sensores basados
en células diferentes en el mismo recipiente de reacciéon para producir un ensayo multiple en cada recipiente de
reaccion. Para combinar el mismo recipiente de reaccion cada sensor basado en células, debe producir una
combinacioén unica de un modulador de exocitosis especifico y un reportero especifico almacenado en los granulos.
Ademas, cuando se libera dicho reportero almacenado en loa granulos debe detectarse con un sustrato especifico
con interferencia minima o preferentemente ninguna con otros sustratos u otros reporteros liberados.

En una realizacion de la presente invencion, al menos dos sensores basados en células, que producen cada uno
una combinacion especifica Unica de un modulador de exocitosis con un reportero almacenado en granulos, pueden
mezclarse en el mismo recipiente de reaccién para producir una reaccion multiple.

En una realizacién adicional, se mezclan dos o tres o cuatro o cinco o seis sensores basados en células diferentes
en la misma reaccién en un medio compatible con la viabilidad celular, exocitosis de granulos y actividad enzimatica
de todos los reporteros almacenados en los granulos. En una realizacion especifica, un medio compatible con la
viabilidad celular, la exocitosis de granulos y la actividad enzimatica es Hepes 25 mM pH=7,4; NaCl 130 mM; KCI
5,65 mM; KH2PO4 1,2 mM; MgCI2 0,6 mM; CaCI2 1,8 mM; 0,1 por ciento de glucosa y 0,1 por ciento de albumina
de suero bovino.

En una realizacion preferida el método usado para deteccion de la actividad enzimatica de indicadores mixtos se
selecciona de FRET o de FRET resuelto con el tiempo.

Por ejemplo, Biosearch Technologies ha desarrollado interruptores altamente eficaces comercializados con el
nombre comercial BHQ™ o interruptores Blackhole, mientras que Anaspec ha desarrollado interruptores QXL™ y
Perkin EImer interruptores QSY®. Para que un par interruptor-fluoréforo sea eficaz los espectros de fluorescencia de
emision del fluoréforo deben solapar con los espectros de absorbancia del interruptor. Puede mezclarse varios pares
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de fluoréforo-interruptor para desarrollar una reaccién multiple combinando fluoréforos cuyos espectros de emision
de fluorescencia no se solapan o se solapan minimamente.

En otra realizacién, la actividad de diferentes enzimas reporteras se detecta por una combinaciéon de métodos
fluorescentes y luminiscentes.

C. Aplicaciones del sensor basado en células de la presente invencién

Los sensores basados en células de la presente invencidon son en general Utiles para ensayar interacciones entre al
menos dos moléculas, una que actia como el modulador de exocitosis y la otra como el ligando especifico del
modulador de 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, se exploran compuestos con respecto a agonistas o a antagonistas de receptores
acoplados a proteinas G, una clase de receptores con alta capacidad de uso de farmacos. No obstante, el mismo
sensor tiene aplicaciones en la deteccidon 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
diagnostico. Los usos del sensor no se limitan a receptores de superficie celular o a moduladores pequefos de
receptores de superficie. Por ejemplo, con un par de dos moléculas que se unen con una proteina para ser
determinada, podria llevarse a cabo la deteccion rapida, especifica y sensible usando el sensor de la presente
invencion siempre que una de las moléculas que se une con la proteina para ser determinada sea una
inmunoglobulina E especifica, y la otra molécula que se une con la proteina para ser determinada incluya la
oligomerizacion de la proteina para ser determinada. Otros usos del sensor anterior son para ensayar compuestos
antialérgicos y para la deteccion de alérgenos.

D. Kits para ensayar si un compuesto modula la exocitosis.

La presente invencidon también comprende kits para ensayar si un compuesto modula la exocitosis. Dicho kit
comprende al menos: una linea celular hemopoyética con exocitosis regulada profesional transfectada con al menos
una proteasa reportera heteréloga bajo el control de un promotor adecuado y un sustrato especifico para la
deteccién de la proteasa reportera heteréloga secretada. Ademas, la linea celular hemopoyética con una exocitosis
regulada profesional puede transfectarse con un modulador de la exocitosis heterélogo bajo el control de un
promotor adecuado, como un GPCR, un receptor de Fc gamma | heterélogo o un receptor de Fc épsilon |
heterdlogo, o podria usarse un modulador de exocitosis endégeno como el receptor de Fc épsilon enddgeno | (el
receptor de IgE). Los kits que usan el receptor de IgE como el modulador de exocitosis pueden contener un IgE
especifico para el analito para determinar y una segunda molécula para inducir oligomerizacioén del analito unido con
IgE.

Ejemplos

La invencién se describe ahora con referencia a los siguientes ejemplos. Estos ejemplos se proporcionan solamente
con el fin de ilustrar la invencion y no deberia interpretarse de ningin modo como limitada a estos ejemplos, sino
que en su lugar deberia interpretarse que abarca todas y cada una de las variaciones que resultan evidentes como
resultado de las ensefianzas proporcionadas en el presente documento. Aunque se han descrito en el presente
documento realizaciones particulares de la invencion con fines descriptivos, los expertos en la materia apreciaran
que pueden realizarse numerosas variaciones de los detalles sin alejarse de la invencién tal y como se describe en
las reivindicaciones adjuntas.

La siguiente tabla describe un resumen de proteasas reporteras almacenadas en granulos usadas en los ejemplos.
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TABLA 1. Ejemplos de reporteros almacenados en granulos usados en los métodos de la presente

invencion.
Gen Numero de Referencia Simbolo Cebadores usados
de Genbank oficial para la amplificacion
Serin proteasas de tipo Asp
Granzima B humana NM_004131 GZMB 17,18
Granzima B de caballo NM 001081881 GZMB 21,22
Granzima B de rata NM 138517 GZMB 19, 20
Granzima B bovina XM 585453 GZMB 25, 26
Granzima B de chimpancé XM 509879 GZMB 23, 24
Granzima B de Monodelphis XM_001369720 GZMB 33,34
Serin proteasas de tipo triptasa
Granzima A humana NM 006144 GZMA 15, 16
Granzima K humana NM 002104 GZMK 29, 30
Serin proteasas de tipo quimasa
Granzima H humana NM 033423 GZMH 27,28
Quimasa humana NM 001836 CMA1 85, 86
Catepsina G humana G NM_001911 CTSG 87, 88
Serin proteasas de tipo elastasa
Granzima M humana NM_ 005317 GZMM 31, 32
Elastasa de neutréfilos humana NM 001972 ELA2 89, 90
Proteinasa 3 humana NM 002777 PRTN3 81, 82

La siguiente tabla describe un resumen de las lineas celulares usadas en los ejemplos

TABLA 2-. Lineas celulares usadas en ejemplos en los métodos de la presente invencion

Linea Numero de Fuente Origen Exocitosis
Celular referencia Hemopoyético | Regulada Profesional
HEk293 | CRLAS73™ Rifion humano fetal No No

(ATCC)

CHO-K1 | CCL-61™ (ATCC) Ovario de hamster chino No No
CRL-2407™ Linfoma no Hodgkin . .
NK-92 (ATCC) maligno humano Si Si
CRL-2256™ Leucemia basofila de rata (cepa . .
RBL-2H3 (ATCC) Wistar) Si Si
CRL-11346™ . . . . ,
32D (ATCC) Médula 6sea de ratén Si Si

CRL-1555™ Carcinoma epidermoide
A-431 (ATCC) humano No No
CRL-1721™ Feocromocitoma de .
PC-12 (ATCC) glandula adrenal de rata No Si
YT ACC 434 (DSMZ) Leucemia de linfocitos T/ Si Si

NK humana

Jurkat | ACC 282 (DSMZ) Leucema de linfocitos T si No

umana
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de la presente invencion

TABLA 3-. Ejemplos de receptores de superficie usados como moduladores de la exocitosis en los métodos

Numero de referencia Simbolo Cebadores usados

Gen . PN
de Genbank oficial para amplificacion

GPCR (receptores acoplados a proteina G)
Receptor de Bradiquina B1 Humano N_000710 BDKRB1 35, 36
Receptor de Adenosina 3 Humano NM 001081976 ADORA3 37,38
Receptor Alfa Adrenérgico 2A Humano NM_ 000681 ADRA2A 39, 40
Receptor Beta Adrenérgico 2 Humano NM_000024 ADRB2 41, 42
Receptor de Angiotensina |l Humano, tipo 1 NM_031850 AGTR1 43, 44
Receptor de Arginina Vasopresina 2 Humano NM_000054 AVPR2 45, 46
Receptor de Quimiocina 1 (motivo C-X3-C) NM 001337 CX3CR1 47,48
Humano -
Receptor de Colecistoquinina B Humano NM 176875 CCKBR 49, 50
Receptor Muscarinico Colinérgico 2 Humano NM_001006630 CHRM2 53, 54
Recgptor dfa Hormona Liberadora de NM_004382 CRHR1 55, 56
Corticotropina 1 Humano
Receptor de Dopamina D1 Humano NM 000794 DRD1 57, 58
Receptor de Dopamina D2 Humano NM 016574 DRD2 59, 60
Receptor de Endotelina de tipo B Humano NM_000115 EDNRB 61, 62
Receptor de Glutamato, Metabotropico 4 NM_000841 GRM4 67,68
Humano
Receptor de 5-Hidroxitriptamina/Serotonina NM 000863 HTR1B 69, 70
1B Humano -
Receptor de Interleucina 8 Humano NM 000634 ILBRA 71,72
Receptor de Melanocortina 1 Humano NM 002386 MC1R 73,74
Receptor Y1 de Neuropéptido Y Humano NM_000909 NPY1R 75,76
Receptor de Taquiquinina 3 Humano NM 001059 TACR3 77,78
Receptor de Somatostatina 2 Humano NM_ 001050 SSTR2 79, 80
Receptores de tirosina quinasa
Receptor del Factor de crecimiento NM_201284 EGFR 83, 84

Epidérmico Humano

La siguiente tabla enumera todos los cebadores usados en los ejemplos.
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EJEMPLO 1. Seleccion de lineas celulares utiles para los métodos de la presente invencion

Se transfectaron transitoriamente varias lineas celulares con Lipofectamina 2000 (Invitrogen, Estados Unidos),
Superfect (Qiagen, Alemania) o se electroporaron de forma transitoria con un microporador (Digital Bio Technology,
Corea del Sur) con el vector pCMVSporthGranzyme B, un vector en el que la granzima B humana esta bajo el
control del promotor de CMV humano (SEQ ID NO: 8). Este vector se uso para la seleccion de células con exocitosis
de granulos profesional de los reporteros de los granulos como granzimas. Después de 48 horas el medio de cultivo
celular se cambio y después de 1 hora de cultivo sin estimulo se evalu6 el nivel basal por comparacion con células
tratadas durante 1 hora con ionomicina a 10 uM como inductor de la exocitosis de los granulos. La cantidad de
granzima B secretada al medio de cultivo se evalué por un ELISA de tipo sandwich especifico para granzima B
humana (Ucytech, Paises Bajos), para cuantificar la cantidad total de proteina usando un equivalente de
sobrenadante de 100.000, 50.000, 25.000 y 12.500 células. La actividad de la granzima B se determind por hidrdlisis
del sustrato fluorescente de granzima B IEPD-AMC (Sigma, Estados Unidos) usando excitaciéon a 360 nm y emision
a 460 nm para medir la actividad de la enzima secretada en un fluorimetro de microplacas BMG Labtech en
microplacas de 96 pocillos usando 125 microlitros del sobrenadante de 500.000 células y 125 microlitros de sustrato
especifico a 400 micromoles por litro en tampon HBSS (tampdn de Solucion Salina Equilibrada de Hanks que
contiene Hepes 25 mM pH=7,4; NaCl 130 mM; KCI 5,65 mM; KH2PO4 1,2 mM; MgCI2 0,6 mM; CaClI2 1,8 mM; 0,1
por ciento de glucosa). Las microplacas se incubaron a 37 grados Celsius en el lector y se leyeron cinéticamente a
los 0, 15, 30, 45 y 60 minutos. La granzima B transfectada en las células no hemopoyéticas como A431, PC12,
HEK293 y CHOK1 no se almacena en los granulos ni se secreta cuando las células se tratan con ionomicina; Jurkat
y P815 son células hemopoyéticas sin exocitosis regulada profesional y secretan de forma constitutiva granzima B
sin actividad enzimatica; y las células hemopoyéticas con exocitosis regulada profesional como RBL-2H3 y 32D
producen granzima B, la amplia mayoria de la enzima se almacena en los granulos, se secreta por el tratamiento
con ionomicina y la enzima secretada esta activa. Por lo tanto, las células hemopoyéticas con exocitosis de granulos
profesional de proteasas reporteras almacenadas en granulos son adecuadas para el desarrollo de los biosensores
de la presente invencion.

EJEMPLO 2. Selecciéon de promotores utiles para la expresion de reporteros en los métodos de la presente
invencién usando transfeccion transitoria.

Se desarrollaron vectores para la expresion de la granzima B humana bajo el control de los siguientes promotores:
5-LTR de virus de Leucemia de Moloney (MoLVS'LTR, SEQ ID NO: 3), promotor de citomegalovirus humano,
promotor de fosfoglicerato quinasa humana y un promotor quimérico de promotor de citomegalovirus humano y 5’-
LTR de virus de Leucemia de Moloney (hCMV-MoLV5'LTR, SEQ ID NO: 10). Cada vector se transfectd de forma
transitoria individualmente por electroporaciéon usando un microporador (Digital Bio Technology, Corea del Sur) en
RBL-2H3 en condiciones convencionales y 48 horas después se recontaron las células y se sembraron la noche
antes del experimento a una densidad de 100.000 células por pocillo en una microplaca de 96 pocillos. Al dia
siguiente las células se lavaron con tampoén BSS y se trataron durante un tratamiento de 1 hora con ionomicina a 10
puM en un volumen total de 30 microlitros. Los sobrenadantes se ensayaron con respecto a granzima B por un ELISA
de tipo sandwich (Ucytech, Paises Bajos). El fondo del ELISA fue de 0,2 y el punto de corte para que una dilucién se
considerara positiva se selecciond arbitrariamente como 0,3. El nimero minimo de células necesario para producir
una sefal de 0,3 se determind para cada promotor ensayado.

NuUmero de células minimo para
Promotor una sefal positiva de granzima B
por ELISA
5'-LTR de virus de Leucemia de Moloney (MoLV5'LTR, SEQ ID NO: 3) 250
Promotor de citomegalovirus humano (hCMV) 2000
Promotor de fosfoglicerato quinasa humano 5000
Promotor quimérico de promotor de citomegalovirus humano y 5-LTR 150
de virus de Leucemia de Moloney (hCMV-MoLV5'LTR, SEQ ID NO: 10)

La transfeccion transitoria por electroporacion indica que el orden de potencia de los promotores para la expresion
del reportero es: hCMV-MoLVS5'LTR > MoLV5-LTR > hCMV > hPGK. Por lo tanto, la transfeccion transitoria por
electroporacion sugiere que todos los promotores ensayados son adecuados para expresion del reportero. Si es
necesario un alto nivel de expresién del reportero entonces los promotores podrian seleccionarse de entre el
promotor quimérico hCMV-MoLV5'LTR, el promotor MoLV-5’LTR o el promotor hCMV mientras que si es necesaria
una expresion del reportero menor, entonces los promotores podrian seleccionarse de entre el promotor hPGK o el
promotor hCMV.

EJEMPLO 3. Desarrollo de lineas celulares estables que expresan granzima B humana bajo el control del
promotor quimérico hCMVMoLV5’LTR, del promotor MoLV-5'LTR y del promotor hCMV.

Se desarrollaron vectores para la expresion estable de la granzima B humana bajo el control del promotor quimérico
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hCMV-MoLV5'LTR, del promotor MoLV-5LTR o del promotor hCMV. Se incluyé un casete de resistencia a
higromicina en la cadena principal del vector para seleccién de poblaciones estables de células. El vector también
incluia un casete IRES-NGFR (SEQ ID NO: 12) clonado cadena abajo de la granzima B humana y por lo tanto, bajo
el control del mismo promotor, para citometria de flujo y/o seleccion de células estables que expresan granzima B.
Cada vector se electropord individualmente usando un microporador (Digital Bio Technology, Corea del Sur) en RBL-
2H3 y después de 48 horas se afiadio higromicina a 1500 pg/ml al cultivo para la seleccion. Después de la seleccion
durante aproximadamente 2 semanas se analizaron las células por citometria de flujo (Guava Technologies, Estados
Unidos) con un anticuerpo contra NGFR acoplado a FITC. La poblacién positiva se separé de forma magnética por
MACS usando anti-NGFR-MACSR (Miltenyi Biotec, Alemania). Las poblaciones clasificadas se analizaron de nuevo
por citometria de flujo para comprobar la eficacia de la clasificacion. Las células se sembraron posteriormente en
microplacas de 96 pocillos a 100.000 células por pocillo la noche antes del experimento para la determinacion
cuantitativa por un ELISA de tipo sandwich (Ucytech, Paises Bajos) de la secrecion de granzima B humana. Al dia
siguiente, las células se lavaron con tampén de HBSS y se incubaron durante 60 minutos a 37 grados Celsius en 30
ul de HBSS que contenia ionomicina 10 uM como inductor de la exocitosis de los granulos. El fondo del ELISA fue
de 0,2 y el punto de corte para que una diluciéon se considerara positiva se seleccioné arbitrariamente como 0,3. El
numero minimo de células necesario para producir una sefal de 0,3 se determiné para cada promotor ensayado.

Los resultados fueron:

Nidmero de células minimo para una

Promotor sefal positiva de granzima B por
ELISA
5'-LTR de virus de Leucemia de Moloney (MoMLV5’LTR, SEQ ID NO: 3) 75
Promotor de citomegalovirus humano (hCMV) 3300

Promotor quimérico delpromotor de citomegalovirus humano y 5’-LTR del

virus de Leucemia de Moloney (hCMV-MoLV5’LTR, SEQ ID NO: 10) 40

Los resultados anteriores confirmaron que todos los promotores ensayados eran adecuados para la expresion del
reportero almacenado en los granulos, aunque la expresion del promotor quimérico hCMV-MoMLV5’LTR era mayor
que la del promotor MoMLV-5LTR y la del promotor hCMV. Usando células con promotor quimérico hCMV-
MoMLV5’LTR para la expresion de granzima B y un ELISA sensible, se pudo detectar facilmente la secreciéon de
granzima B de menos de 50 células mientras que pudieron detectarse aproximadamente 75 células cuando se us6
promotor MoMLV-5’LTR para expresion de granzima B.

EJEMPLO 4. Seleccion de los reporteros utiles para los métodos de la presente invencion.

Se desarrollaron vectores para expresar la granzima A, M, H y K humana y elastasa de neutréfilos humana, quimasa
humana, catepsina G humana y proteinasa 3 humana, bajo el control del promotor quimérico hCMV-MoMLVS'LTR y
las células RBL-2H3 se transfectaron individualmente por electroporacion usando un microporador (Gentelbio, Corea
del Sur) con los plasmidos anteriores y también con el plasmido de la granzima B humana como control y con el
receptor hNGFR truncado en el citosol como un marcador de superficie para la determinacion del porcentaje de
transfeccion por citometria de flujo con un anticuerpo monoclonal anti-hNGFR conjugado con FITC (Miltenyi Biotec,
Alemania). Después de 48 horas las células se recogieron por pipeteo, se lavaron con tampén de HBSS y se
contaron. Se trataron 650.000 células en 200 microlitros de tampdn de HBSS en suspensién con ionomicina 10 pM
durante 1 hora y después de centrifugarse a 400 g durante 5 minutos los sobrenadantes se analizaron con respecto
a la actividad con sustratos fluorescentes especificos. Solamente se incluyeron controles de las células incubadas
con tampon de HBSS. Los sustratos fluorescentes eran tetrapéptidos especificos conjugados con 7-amido-4-
metilcoumarina (AMC) y se sintetizaron a peticion del cliente por un proveedor de péptido adaptado. Los sustratos
especificos fueron: VANR-AMC para granzima A; KVPL-AMC para granzima M; PTSY-AMC para granzima H;
YRFK-AMC para granzima K; PEEI-AMC para elastasa de neutréfilos humana; PTSY-AMC para quimasa humana;
PTSY-AMC para catepsina G humana; VADC-AMC para proteinasa 3 humana e IEPD-AMC para granzima B
humana. La AMC liberada se midié por excitacion a 360 nm y emisién a 460 nm en un fluorimetro de microplaca
BMG Labtech en microplacas de 96 pocillos usando 125 microlitros de sobrenadante y 125 microlitros de sustrato
especifico a 400 micromoles por litro en tampoén de HBSS. Las microplacas se incubaron a 37 grados Celsius en el
lector y se leyeron cinéticamente a 0, 15, 30, 45 y 60 minutos. El porcentaje de electroporacion transitoria medido
usando el marcador de hNGFR truncado y el anticuerpo anti-hNGFR-FITC fue de aproximadamente 60 por ciento.
Todas las enzimas estaban activas y por lo tanto eran adecuadas para los métodos de la presente invencion pero:
entre las enzimas de tipo triptasa (granzimas A y K con escision después de lisina de arginina) la granzima A tenia
mayor actividad que la granzima K; entre las enzimas de tipo quimasa (granzima H humana, quimasa humana y
catepsina G humana con escision después de tirosina o fenilalanina) la quimasa humana tenia la mayor actividad;
entre las enzimas de tipo elastasa (granzima M humana, elastasa de neutréfilos humana y proteinasa 3 humana con
escision después de la masa de aminoacidos hidréfobos o cisteina) elastasa de neutréfilos y proteinasa 3 tenian
actividad equivalente que era mayor que la de granzima M humana. Por lo tanto, pueden usarse enzimas de tipo
triptasa, enzimas de tipo quimasa, enzimas de tipo elastasa o enzimas de tipo asp-asa en los métodos de la
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presente de la invencion.

EJEMPLO 5. Desarrollo de lineas celulares estables que expresan granzima A, granzima B, quimasa humana
y proteinasa humana 3 bajo el control del promotor quimérico hCMV-MoLV5’'LTR

Como las enzimas de tipo triptasa, las enzimas de tipo quimasa, las enzimas de tipo elastasa o las enzimas de tipo
asp-asa son utiles para los métodos de la presente invencion, los inventores seleccionaron la granzima A humana
(enzima de tipo triptasa); la granzima B humana (enzima de tipo Asp-asa); la quimasa humana (enzima de tipo
quimasa) y la proteinasa 3 humana (enzima de tipo elastasa) para los ejemplos adicionales. Los vectores se
desarrollaron para la expresion estable de las granzima A humana, granzima B humana, quimasa humana y
proteinasa 3 humana bajo el control del promotor quimérico hCMV-MoMLV5'LTR. Se incluyé un casete de
resistencia a higromicina en la cadena principal del vector para la seleccion de poblaciones estables de células. El
vector también incluyd un casete de IRES-NGFR clonado cadena debajo de laproteasa reportera almacenada en los
granulos y, por lo tanto, bajo el control del promotor hCMV- hCMVMoMLV5’LTR para citometria de flujo y/o seleccion
por MACS de las células estables que expresan la granzima humana A o la granzima B humana o la quimasa
humana o la proteinasa 3 humana. Cada vector se electroporé individualmente usando un microporador (Digital Bio
Technology, Corea del Sur) en RBL-2H3 y después de 48 horas se afiadié higromicina a 1500 pg/ml al cultivo para
la seleccion. Después de la seleccion durante aproximadamente 2 semanas, las células se analizaron por citometria
de flujo (Guava Technologies, Estados Unidos) con un anticuerpo contra NGFR acoplado a FITC. La poblacién
positiva se separé de forma magnética por MACS usando anti-NGFR-MACSR (Miltenyi Biotec, Alemania). Las
poblaciones clasificadas se analizaron de nuevo por citometria de flujo para comprobar la eficacia de clasificacion. El
porcentaje de células positivas para NGFR siempre fue mayor del 65 por ciento. Las células se sembraron la noche
antes del experimento en microplacas de 24 pocillos a 650.000 células por pocillo en 800 microlitros de medio de
cultivo celular completo. Al dia siguiente, las células se lavaron con tampén de HBSS y se trataron con ionomicina
10 uM durante 1 hora a 37 grados Celsius en 200 pl de tampon HBSS y después de centrifugarse a 400 g durante 5
minutos los sobrenadantes se analizaron con respecto a la actividad con sustratos fluorescentes especificos. Se
incluyeron solamente controles de células incubadas con tampéon de HBSS. Los sustratos fluorescentes fueron:
VANR-AMC para granzima A; PEEI-AMC para elastasa de neutréfilos humana; PTSY-AMC para quimasa humana;
VADC-AMC para proteinasa 3 humana e IEPD-AMC para granzima B humana. Se midi6¢ AMC liberada por
excitacion a 360 nm y emision a 460 nm en un fluorimetro de microplaca BMG Labtech en microplacas de 96
pocillos usando 125 microlitros de sobrenadante y 125 microlitros de sustrato especifico a 400 micromoles por litro
en tampén de HBSS. Las microplacas se incubaron a 37 grados Celsius en el lector y se leyeron cinéticamente a 0,
15, 30, 45 y 60 minutos. Los pocillos de control solamente con sustrato en tampdn de HBSS se incluyeron para
restar la autofluorescencia de sustratos tanto para las células tratadas con ionomicina como para las células tratadas
solamente con tampdn de HBSS. La autofluorescencia de los sustratos peptidicos en tampén de HBSS fue de
aproximadamente 3000 mientras que la fluorescencia de las células tratadas con tampén de HBSS solamente
durante 60 minutos a 37 grados Celsius fue de aproximadamente 5000, es decir, la liberacion basal en ausencia de
modulador de exocitosis fue de aproximadamente 2000. Por el contrario, la fluorescencia de liberacion inducida por
ionomicina de granzimas humanas A y B fue de aproximadamente 20.000 para una sefial con respecto a fondo de
10 cuando se usé el sobrenadante equivalente a 100.000 células; la fluorescencia de liberacion inducida por
ionomicina de quimasa humana fue de aproximadamente 30.000 para una sefial con respecto a fondo de 15 cuando
se uso el sobrenadante equivalente a 100.000 células y la fluorescencia de liberacion inducida por ionomicina de
proteinasa 3 humana fue de aproximadamente 12.000 para una sefial con respecto a fondo de 6 cuando se uso el
sobrenadante equivalente a 100.000 células. Por lo tanto, las enzimas de tipo triptasa, enzimas de tipo quimasa,
enzimas de tipo elastasa o enzimas de tipo asp-asa pueden expresarse de forma estable en los granulos de las
células hemopoyéticas con exocitosis regulada profesional y dichas proteasas almacenadas en granulos se liberan
por moduladores de exocitosis para producir sensores con buenas relaciones de sefal con respecto al fondo usando
sustratos peptidicos acoplados a AMC especifico. Todos esos tipos de enzimas son por lo tanto Utiles para los
métodos de la presente invencion.

EJEMPLO 6. Seleccion de proteasas reporteras almacenadas en los granulos de diferentes especies.

Este experimento se disefid para ensayar si las proteasas reporteras almacenadas en los granulos de otras especies
diferentes del ser humano podrian usarse para los métodos de la presente invencion. Como ejemplo, se selecciond
la granzima B de diferentes especies. Se desarrollaron vectores para la expresion de granzima B humana, de rata,
de caballo y de chimpancé y se transfectaron individualmente células RBL-2H3 con los plasmidos que comprenden
el promotor quimérico de hCMV-MoMLV5'LTR-GranzymeBIRES-NGFR con resistencia a higromicina para
transfecciones estables. Cada vector se electroporé individualmente usando un microporador (Digital Bio
Technology, Corea del Sur) en RBL-2H3 y después de 48 horas se afiadié higromicina a 1500 pg/ml al cultivo para
la seleccidon. Después de una seleccion durante aproximadamente 2 semanas las células se analizaron por
citometria de flujo (Guava Technologies, Estados Unidos) con un anticuerpo contra NGFR acoplado a FITC. La
poblacion positiva se separ6 de forma magnética por MACS usando anti-NGFR-MACSR (Miltenyi Biotec, Alemania).
Las poblaciones clasificadas se analizaron de nuevo por citometria de flujo para comprobar la eficacia de
clasificacion. El porcentaje de células positivas para NGFR siempre fue mayor del 65 por ciento. Las células se
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sembraron la noche antes del experimento en microplacas de 96 pocillos a 100.000 células por pocillo en 100
microlitros de medio. Al dia siguiente las células se lavaron con tampoén de HBSS y se trataron con ionomicina 10 uM
durante 1 hora a 37 grados Celsius en 105 ul de tampon HBSS y después de centrifugarse a 400 g durante 5
minutos los sobrenadantes se analizaron con respecto a la actividad con sustratos fluorescentes especificos. Se
incluyeron controles de las células incubadas con tampon de HBSS. El sustrato fluorescente fue IEPD-AMC para
todas las granzimas B ensayadas. La AMC liberada se midié por excitacién a 360 nm y emision a 460 nm en un
fluorimetro de microplacas de BMG Labtech en microplacas de 96 pocillos usando 105 microlitros de sobrenadante y
145 microlitros de sustrato especifico a 345 micromoles por litro en tampdn de HBSS. Las microplacas se incubaron
a 37 grados Celsius en la lectura y se leyeron cinéticamente a 0, 15, 30, 45 y 60 minutos. Los pocillos de control con
sustrato solamente en tampén de HBSS se incluyeron para restar la autofluorescencia de los sustratos tanto a las
células tratadas con ionomicina como a las células tratadas solamente con tampdn de HBSS.

. . Fluorescencia del sobrenadante Fluorescencia del sobrenadante Seiial con
Especie de origen del S1ul d I de | slul d I
de la granzima B e las célu as’trata as solamente e las células _tr_ata as con respecto a

con tampoén HBSS (Basal) ionomicina fondo
Humano 2000 20.000 10
Caballo 2000 30.000 15
Chimpancé 2000 20.000 10
Rata 2000 22.000 11

Los resultados anteriores demuestran que la granzima B de diferentes especies puede usarse para los métodos de
la presente invencion. Por lo tanto, las proteasas almacenadas en los granulos utiles para los métodos de la
presente invencion no se limitan a enzimas de origen humano y pueden usarse enzimas de muchas otras especies
con eficacia igual o incluso mayor que las enzimas de origen humano.

EJEMPLO 7. Promotores adecuados para la expresidon en superficie de receptores acoplados a proteina G
(GPCR) usados como moduladores de la exocitosis en los métodos de la presente invencion.

Los receptores acoplados a proteina G (GPCR) es la clase principal de receptores de superficie celular con mas de
350 receptores diferentes y aproximadamente el 30 por ciento de los fdrmacos aprobados en la actualidad. Ademas,
varios GPCR inducen un aumento del calcio intracelular tras la unién al ligando agonista y, por lo tanto, los GPCR
son moduladores de la exocitosis muy importantes para los métodos de la presente invencion. No obstante, la
expresion heteréloga de GPCR en la superficie de ciertas células, por ejemplo, en la superficie de las células
hemopoyéticas con exocitosis regulada profesional, es dificil. Mas del 90 por ciento de los GPCR no tienen péptido
sefal, y para muchos GPCR no hay ningin anticuerpo adecuado para deteccion en la superficie. Por lo tanto, este
ejemplo se disefid para ensayar el efecto de la adicion del péptido sefial en la expresion en la superficie de un
GPCR modelo y el efecto de la adicion de un marcador peptidico amino terminal para la deteccién en la superficie
por citometria de flujo de cualquier GPCR marcado. Se selecciond el receptor de Interleucina 8 Humana como el
GPCR modelo porque esta disponible un anticuerpo de Becton Dickinson para la deteccion en la superficie por
citometria de flujo. Los vectores se desarrollaron para la expresiéon de receptor de la Interleucina-8 humana (hIL8R)
bajo el control de los siguientes promotores: 5-LTR de virus de Leucemia de Moloney (MoMLV5'LTR, SEQ ID NO:
3), promotor de fosfoglicerato quinasa humano y promotor para el factor de elongacién 1 alfa humano (hEF1alfa,
SEQ ID NO: 1). Se desarrollaron dos variantes del vector para cada promotor: una variante del vector con péptido
sefal de la inmunoglobulina kappa de ratéon seguido de un marcador c-myc (péptido EQKLISEEDLN) y el GPCR
completo sin metionina en la posicion 1, y una variante del vector que comienza en la metionina 1 y por lo tanto sin
péptido sefial y sin marcador c-myc. Todos los vectores tenian el gen de resistencia a neomicina para la seleccion
de las células eucariotas estables. Cada vector se electroporé individualmente usando un microporador (Digital Bio
Technology, Corea del Sur) en RBL-2H3 y después de 48 horas se afnadié neomicina a 500 pg/ml al cultivo para
seleccion. Después de la seleccion durante aproximadamente 2 semanas, las células se analizaron por citometria de
flujo (Guava Technologies, Estados Unidos) con un anticuerpo contra el receptor de la Interleucina-8 humana
acoplado a FITC (anti-hIL8R-FITC, clon 5A12, Cat. n.° 555939, Becton Dickinson, Estados Unidos) y con el
anticuerpo anti-marcador cmyc (anti-cmyc-FITC, clon 9E10, Sigma-Aldrich, Estados Unidos) para vectores que
incluian este marcador. Todos los promotores fueron Utiles para la expresién del receptor de la Interleucina-8
humano en la superficie celular de células RBL-2H3 y por lo tanto, todos son utiles para los métodos de la presente
invencion aunque la expresion del promotor de fosfoglicerato quinasa humano (promotor de hPGK) era menor que la
del promotor de hEF1alfa (promotor de hEF1alfa) o del promotor de 5-LTR de virus de Leucemia de Moloney
(promotor MoMLV5’LTR). No hubo ninguna diferencia en el nivel de expresion del GPCR marcado y no marcado y
por lo tanto un marcador universal y un péptido sefial permiten deteccion en la superficie de GPCR Utiles para los
métodos de la presente invencion.
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EJEMPLO 8. Influencia de las combinaciones de promotores, péptido senal y secuencia de glicosilaciéon para
la expresion en la superficie de GPCR usados como moduladores de la exocitosis en células hemopoyéticas
con exocitosis regulada profesional en los métodos de la presente invencion

Se desarrollaron vectores para la expresion estable de GPCR en células hemopoyéticas con exocitosis regulada
profesional bajo el control de los siguientes promotores: 5’-LTR del virus de la Leucemia de Moloney (MOMLV5'LTR,
SEQ ID NO: 3), promotor de fosfoglicerato quinasa humana y promotor de factor de elongacion alfa 1 humano
(hEF1alfa, SEQ ID NO: 1). Todos los vectores tenian el gen de resistencia a neomicina para la seleccion de células
eucariotas estables, el péptido sefal de la inmunoglobulina kappa de ratén seguido de un marcador c-myc (péptido
EQKLISEEDLN) y el GPCR completo sin la metionina en la posicion 1. Cada vector se electropor6 individualmente
usando un microporador (Digital Bio Technology, Corea del Sur) en RBL-2H3 y después de 48 horas se afhadio
neomicina a 500 pg/ml al cultivo para la seleccion. Después de la seleccion durante aproximadamente 2 semanas
las células se analizaron por citometria de flujo (Guava Technologies, Estados Unidos) con el anticuerpo anti-
marcador cmyc (anti-cmyc-FITC, clon 9E10, Sigma-Aldrich, Estados Unidos) para la expresion en superficie.
Basandose en la expresion en superficie, los GPCR se clasificaron en tres categorias: GPCR que eran positivos con
todos los promotores ensayados con el receptor de interleucina 8 humana como prototipo; GPCR que eran positivos
con al menos uno de los promotores ensayados con el receptor de bradiquinina humana de tipo B1 como prototipo
(fue positivo solamente con el promotor 5-LTR del virus de Leucemia de Moloney) y GPCR que eran negativos con
todos los promotores ensayados con el receptor de HTR1 B humano como prototipo. Por lo tanto, se desarrollaron
nuevos vectores con el receptor de HTR1 B como un prototipo de un receptor que es dificil de expresar en células
hemopoyéticas como las RBL-2H3. Se desarrollaron vectores para la expresion estable de HTR1 B humano en las
células RBL-2H3 con exocitosis regulada profesional bajo el control de los siguientes promotores: 5’-LTR del virus de
la Leucemia de Moloney (MoMLV5'LTR, SEQ ID NO: 3), promotor de fosfoglicerato quinasa humana y promotor de
factor de elongacion 1 alfa humano (hEF1alfa, SEQ ID NO: 1). Todos los vectores tenian el gen de resistencia a
neomicina para la seleccion de las células eucariotas estables, el péptido sefial de la inmunoglobulina kappa de
raton seguido de un marcador c-myc (péptido EQKLISEEDLN), una secuencia de glicosilacion derivada de un GPCR
viral (VGS, SEQ ID NO: 4) y el HTR1 B humano completo sin la metionina en la posicion. 1. Dicha secuencia de
glicosilacion se incluy6 para ensayar si la etapa limitante para la expresion en la superficie es la exportacion desde el
reticulo endoplasmico que se regula por las modificaciones postraduccionales de proteinas tales como glicosilacion.
Cada vector se electropord individualmente usando un microporador (Digital Bio Technology, Corea del Sur) en RBL-
2H3 y después de 48 horas se afiadié neomicina a 500 pg/ml a cultivo para la seleccion. Después de la seleccion
durante aproximadamente 2 semanas las células se analizaron por citometria de flujo (Guava Technologies, Estados
Unidos) con el anticuerpo anti-marcador cmyc (anti-cmyc-FITC, clon 9E10, Sigma-Aldrich, Estados Unidos) para la
expresion en superficie. Los resultados se expresaron como el porcentaje de células positivas después de restar los
valores de las células RBL-2H3 no transfectadas incubadas con el mismo anticuerpo anti-marcador cmyc. Se indico
un porcentaje de menos del 2 por ciento como tal y se consideré negativo, ya que el aislamiento de dichas células
positivas por MACS no tuvo éxito (datos no mostrados). Para las células positivas se tomé la intensidad de
fluorescencia media (IFM) como un marcador de la densidad del receptor de superficie en la superficie de las células
positivas. Los resultados se muestran en la siguiente tabla:

. S Porcentaje de células Intensidad de fluorescencia
Secuencia de glucosilacion e . : " e
Promotor . positivas después de media de células positivas
(VGS) en vector (si 0 no) g
selecciéon (IFM)
Promotor
hPGK No VGS <2 -
Promotor .
hPGK Si 5,6 49,2
Promotor
hEF1alfa NoVGS <2 -
Promotor .
hEF1alfa Si 10 56,9
Promotor
MoMLV5'LTR NoVGS <2 -
Promotor .
MoMLV5'LTR S 137 403
Promotor RSV No VGS 5 29,3
Promotor RSV Si 5,6 82,4

Por lo tanto, para HTR1 B la inclusiéon de una secuencia de glicosilacion en el vector para aumentar la expresion en
la superficie fue positiva con todos los promotores ensayados. Resulta curioso que para un nuevo promotor
ensayado con respecto a la expresion de HTR1 B, la inclusién de una secuencia de glicosilacion no mejora el
porcentaje de células positivas pero la IFM de células positivas aumentéd 2,8 veces. Cuando se desarrollaron
vectores para el nuevo GPCR incluyendo el VGS y promotor de hEFR1alfa o promotor MOMLV-5'LTR y vectores
transfectados de forma estable con VGS rindieron casi igual o mejor que sus homédlogos negativos para VGS.
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Dichos GPCR ensayados hasta la fecha incluian: BDKRB1, AGTR1, CX3CR1, GRM4, AVPR2, DRD1, DRD2,
EDNRB, TACR3, ADORAS3, HTR1B, CHRM2, IL8RA, NPY1 R, ADRA2A, ADRAB2, CCKBR, SSTR2, MC1R, BB2R y
CHHR1 (datos no mostrados). Los mismos resultados también fueron ciertos en otras células hemopoyéticas como
las células 32D y P815 y los resultados mostrados para HTR1B en RBL-2H3 son representativos del efecto de una
secuencia de glicosilacion en la expresion en la superficie de todos los GPCR ensayados en varias lineas celulares
hemopoyeéticas. Por lo tanto, los resultados anteriores indican que la adicién de una secuencia de glicosilacién a un
GPRC mejora la expresion en la superficie y es por lo tanto util para los métodos de la presente invencion.

EJEMPLO 9. Desarrollo de células estables que expresan tanto una proteasa reportera almacenada en los
granulos como un GPCR como un modulador de la exocitosis util para los métodos de la presente
invencién. La exocitosis regulada de los reporteros almacenados en los granulos tras la unién del ligando
con el modulador de la exocitosis (agonista) al GPCR expresado en la superficie celular.

Después de la seleccion de células utiles, reporteros, promotores para los reporteros y vectores para la expresion en
la superficie de GPCR usados como moduladores de exocitosis para los métodos de la presente invencién, se
realizé6 una combinacion de todos los componentes en este ejemplo. Se seleccion6 la granzima B humana como
reportero, el promotor quimérico de hCMV-MoLV5'LTR como promotor para la expresién del promotor, RBL-2H3
como las células hemopoyéticas con exocitosis regulada profesional y varios GPCR como moduladores de la
exocitosis bajo el control de 5-LTR del virus de la Leucemia de Moloney (MoMLV5'LTR, SEQ ID NO: 3), como
promotor para la expresion de los moduladores de la exocitosis. Todos los vectores para la expresion de los
moduladores de la exocitosis tenian el gen de resistencia a neomicina para la selecciéon de células eucariotas
estables, el péptido sefial de la inmunoglobulina kappa de ratén seguido de un marcador c-myc (péptido
EQKLISEEDLN), una secuencia de glicosilacion derivada de un GPCR viral (VGS, SEQ ID NO: 4) y el GPCR
humano completo sin la metionina en la posicidon. 1. Los vectores para la expresion de la granzima B tenian el
promotor quimérico de hCMV-MoLV5LTR- GranzymeB-IRES-NGFR con resistencia a higromicina para
transfecciones estables. Los vectores para GPCR se electroporaron en primer lugar, se seleccionaron las células
con neomicina a 500 pg/ml durante aproximadamente dos semanas y las células se analizaron por citometria de
flujo (Guava Technologies, Estados Unidos) con el anticuerpo anti-marcador cmyc (anti-cmyc-FITC, clon 9E10,
Sigma-Aldrich, Estados Unidos) para expresion en superficie. Las células positivas se separaron por separacion
magnética usando el anticuerpo monoclonal anti-cmyc conjugado con biotina (Miltenyi Biotec, Alemania) y
estreptavidina-MACS (Miltenyi Biotec, Alemania). Después de cultivar una fraccion positiva de las células, se analizd
de nuevo por citometria de flujo con el anticuerpo anti-marcador cmyc. Las células positivas se electroporaron
individualmente con el vector para expresion de granzima B humana usando un microporador (Digital Bio
Technology, Corea del Sur) y después de 48 horas se afiadieron higromicina a 1500 ug/ml y neomicina a 500 pg/ml
al cultivo para la seleccion. Después de la seleccion durante aproximadamente 2 semanas las células se analizaron
por citometria de flujo (Guava Technologies, Estados Unidos) con un anticuerpo contra NGFR acoplado a FITC. La
poblacion positiva se separd de forma magnética por MACS usando anti-NGFR-MACSR (Miltenyi Biotec, Alemania).
Las poblaciones clasificadas se analizaron de nuevo por citometria de flujo para comprobar tanto la expresion del
GPCR con el anticuerpo anti-marcador cmyc, como con el anticuerpo anti-NGFR para comprobar la expresion de la
granzima B. Se detecté expresién de GPCR en mas del 70 por ciento aisladas como fraccién positiva mientras que
la granzima B era positiva para mas del 65 por ciento de células. Los GPCR incluidos fueron: SSTR2 y CHRM2
como GPCR acoplados a alfa-i; AGTR1 y receptor de bradiquinina de tipo B1 (BDKRB1) como GPCR acoplados a
alfa-q y AVPR2 como GPCR acoplados a alfa-s. Se obtuvieron ligandos para los GPCR anteriores de Sigma-Aldrich
(Estados Unidos) y se usaron a una concentracion final de 10 uM en tampon HBSS a no ser que se indicara otra
cosa: seglitida (para SSTR2); carbacol (para CHRM2); angiotensina (para AGTR1); kalinina (para bradiquinina de
tipo B1) y arginina-vasopresina (para AVPR2). Las células se sembraron la noche anterior al experimento a 100.000
células por pocillo de una microplaca de 96 pocillos en 100 ul de medio de cultivo celular completo. Al dia siguiente,
las células se lavaron con tampdn HBSS y se incubaron con el ligando (agonista) a 10 uM de cada GPCR en 30 pl
de tampoén HBSS a 37 grados Celsius durante 60 minutos y después de centrifugarse a 400 g durante 5 minutos los
sobrenadantes se analizaron con respecto a proteina granzima B humana mediante un ELISA de tipo sandwich
especifico para granzima B humana (Ucytech, Paises Bajos). Se incluyeron controles con células tratadas con
HBSS solamente para liberacién basal. El fondo del ELISA fue de 0,2. El factor de dilucién maximo para un ELISA
positivo se usé para calcular el nimero minimo de células para cuantificacion de la granzima B usando los
siguientes datos: se sembraron 100.000 células, se realizd exocitosis en 30 ul y en la placa de ELISA se cargaron
100 pl de sobrenadante por pocillo. Por ejemplo, si se usan 30 pl de sobrenadante de las células tratadas con el
ligando (agonista) por pocillo de placa de ELISA, y el volumen se completa a 100 pl, entonces la sensibilidad de
dicho ensayo para dicho GPCR es de 100.000 células porque se dividen 100.000 células por 30 pl, se multiplica por
100 pl usados por pocillo de placa de ELISA y se dividen por un factor de dilucion de 3,33 ya que el volumen se
completa de 30 pl a 100 pl. Un mejor ensayo es aquel para el que es necesaria una cantidad menor de células. Los
resultados fueron los siguientes:
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GPCR como Ligando usado Dilucion maxima Absorbancia a Sensibilidad
modulador de la %a onista) de ELISA dilucion maxima de | (cantidad minima de
exocitosis (tipo) g ensayado ELISA ensayado (1) | células necesarias)

SSTRZa(liac_ci))plado a Seglitida 2250 2.4 <150 células

CHRI\E/|12aI(]?a<33pIado Carbacol 2250 0,6 <150 células

AGTR1a|(fZ(fgflad° @ | Angiotensina 2250 1.8 <150 células

BDKRaB;”(;cao)plado Calinina 2250 0,8 <150 células

AVPR2 (acoplado a Arginina- 2250 0,2 150 células
alfa-s) vasopresina

(1) Después de resta de 0,2 correspondiente a pocillos blancos

Los resultados anteriores demuestran que las células hemopoyéticas con exocitosis regulada profesional que portan
GPCR como moduladores de la exocitosis de proteasas reporteras almacenadas en los granulos podrian ser
sensores extremadamente sensibles para ensayar interacciones entre ligandos y moduladores de la exocitosis.

EJEMPLO 10. Deteccion directa de proteasas de granulos secretados con sustratos de alta sensibilidad

El experimento del ejemplo 9 demostré que los sensores basados en la exocitosis de proteinas almacenadas en
granulos pueden ser extremadamente sensibles (la enzima secretada desde menos de 100 células puede detectarse
facilmente por ELISA) pero en los experimentos del ejemplo 6 para la deteccién de actividad enzimatica fueron
necesarias aproximadamente 100.000 células para una relacion de sefial con respecto a fondo de 10. Por lo tanto, el
factor que limitd la sensibilidad del ensayo en los ensayos homogéneos fue la combinacién de proteasas
almacenadas en granulos con péptidos acoplados a AMC. Se conoce en el estado de la técnica que los aminoacidos
en ambos lados del sitio de escisién son determinantes principales tanto de la especificidad como de la eficacia de la
escision. Por lo tanto, para aumentar la sensibilidad de deteccion de la actividad enzimatica de las proteasas
secretadas, pueden sintetizarse sustratos peptidicos con aminoacidos en ambos lados de sitios de escisién. Como
alternativa, pueden utilizarse cascadas de amplificacion de la proteasa con zimdgenos para la amplificaciéon de la
sefial. En este ejemplo se disefié a medida un sustrato basado en FRET para comprobar si una tecnologia de
deteccién diferente, es decir FRET frente a fluorescencia de AMC liberada, o una mejor secuencia de escisiéon
debido a la existencia de aminoacidos en ambos lados del sitio de escision, mejora la detecciéon de la actividad
enzimatica de la proteasa liberada de los granulos. Se us6 granzima B humana como una enzima modelo. Los
sustratos para la deteccion de granzima B humana secretada fueron: IEPD-AMC que se usé a una concentracion
final de 200 uM y se ley6 a 505 nm después de excitacion a 400 nm y AM-Ser-lle-Glu-Pro-Asp-Ser-Gly-Ser-TAMRA
(FAMSIEPDSGS-TAMRA) que se sintetizd a medida por un proveedor de péptidos. Se detect6é la escision del
péptido marcado con FAM-TAMRA por fluorescencia usando excitaciéon a 485 nm y emisién a 535 nm y péptido
marcado a una concentracion final de 1 uM.

Para cada sustrato se analiz6 la exocitosis de 50.000, 25.000, 12.500, 6.250, 3.125, 1560, 780 y 390 células. Las
células se sembraron la noche antes del experimento a las densidades anteriores en placas de 96 pocillos usando
100 pl de medio de cultivo celular completo por pocillo. El dia del experimento las células se lavaron con tampdn
HBSS vy se inici6 la exocitosis mediante la adicion de ionomicina a una concentracion final de 10 uM en tampon
HBSS y se incubd durante 60 minutos a 37 grados Celsius. Solamente se incluyeron controles de células tratadas
con tampén HBSS para la determinaciéon de la liberacion basal. Se sembraron cinco réplicas de cada densidad
celular para cada sustrato. El sobrenadante de las células se centrifugé a 400 g durante 5 minutos y se usé para la
determinacion de fluorescencia en placas de 96 pocillos. La AMC liberada se midio por excitacion a 360 nm y
emisién a 460 nm en un fluorimetro de microplacas BMG Labtech en microplacas de 96 pocillos mientras que se
midié6 FAM liberado por excitacion a 485 nm y emisién a 535 nm en el mismo lector. Las microplacas se incubaron a
37 grados Celsius en el lector y se leyeron cinéticamente a 0, 15, 30, 45 y 60 minutos. Se incluyeron pocillos de
control con sustrato solamente en tampén HBSS para restar la autofluorescencia de los sustratos para ambas
células tratadas con ionomicina y para las células tratadas con tampon HBSS solamente. Se seleccioné una senal
arbitraria con respecto al fondo de aproximadamente dos como sensibilidad. Los resultados fueron los siguientes:
para IEPD-AMD la sensibilidad fue de 25.000 células las que produjeron una sefial con respecto al fondo de 2
mientras que para FAM-TAMRA la sensibilidad peptidica fue entre 390 y 780 células ya que 780 células producian
una sefal con respecto a fondo de 3 mientras que 390 producian una sefial con respecto a fondo por debajo del
limite arbitrario de 2. La seleccion de la sensibilidad como 780 células del péptido FAM-TAMRA es mas de 30 veces
mas sensible para la deteccion de la granzima B que el péptido IEPD-AMC. Por lo tanto, este ejemplo ilustra que la
seleccion de los sustratos de la proteasa altamente sensibles como los péptidos de FRET es util para los métodos
de la presente invencion.
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EJEMPLO 11. Desarrollo de zimégenos para una cascada de amplificacion.

El dltimo ejemplo demostré que sustratos de alta sensibilidad son utiles para la deteccidén sensible de proteasas
reporteras almacenadas en los granulos cuando se liberan, por lo tanto, este ejemplo se disefié para demostrar que
otro modo de amplificacién de la sefial sensible es el uso de una cascada proteolitica. Como modelo se selecciond
la granzima B humana. Se desarroll6 un zimégeno activado por granzima B humana de la procaspasa-3 no
modificada nativa humana (huCasp3) y de una procaspasa-3 humana mutada (mut-huCasp3) en la que los
aminoacidos de 172 a 179 se han cambiado de lle-Glu-Thr-Asp-Ser-Gly-Val-Asp a lle-Glu-Pro-Asp-Val-Leu-Met-Glu,
es decir, se ha mutado la Treonina en 174 a Prolina porque IEPD es un mejor sustrato de granzima B que IETD y la
serina en 176 se ha mutado a valina, la glicina en 177 se ha mutado a leucina, la valina en 178 se ha mutado a
metionina y el acido aspartico en 179 se ha mutado a acido glutamico para mejorar la eficacia de escisién por la
granzima B humana y para reducir la autoactivacion de procaspasa-3. Se cloné ADNc de ambas variantes de la pro-
caspasa-3 humana que comprendia los aminoacidos Serina en 29 a acido aspartico en 192 en el vector pET43a+ de
Novagen. Después de secuenciar los vectores de expresion se transformaron en la cepa de E. coli BL21 DE3pLys
para la expresion de proteinas. Cada proteina se cloné con un marcador de polihistidina en el extremo C terminal
para purificacion. Se indujo la procaspasa-3 nativa humana (huCasp3) durante solamente 30 minutos para evitar la
autoactivacién, mientras que se indujo procaspasa-3 mutada (mut-huCasp3) tanto durante 30 minutos como durante
2 horas. Se uso el sustrato de DEVD-AMC para la deteccion de la caspasa-3 activa con excitacion a 360 nm y
emisién a 460 nm. Se us6 un sobrenadante equivalente a 15.000 RBL-2H3 transfectadas de forma estable con
granzima B humana tratada con ionomicina 10 uM durante 60 minutos para activacion de zimégeno. La actividad de
la granzima B humana de dicho sobrenadante cuando se midié con IEPD-AMD produjo una sefial con respecto al
fondo de 2,6 después de la incubacién durante 60 minutos a 37 grados Celsius, usando un sobrenadante
equivalente a 25.000 células. El fondo de fluorescencia del sustrato de DEVD-AMC fue 2775 y se resto6 tanto de la
caspasa-3 tratada con granzima B como de la caspasa-3 no tratada con granzima B (caspasa-3 solamente) usada
como control y todas las muestras se ensayaron por triplicado. Los resultados fueron los siguientes:

Caspasa-3 humana Fluorescencia de Caspasa Fluorescencia de caspasa-3 | Sefial con respecto a
P 3 solamente tratada con granzima B fondo (S/B)
huCasp-3 nativa (no 15775 43548 28
modificada)
Mut-huCasp-3 (mutada
en 172 a 179) 588 45472 77

Los resultados anteriores demuestran que la procaspasa-3 humana es util para la deteccién de granzima B
secretada en granulos y es aproximadamente 1,7 veces mas sensible que la deteccién directa de granzima B
secretada con el sustrato IEPD-AMC como la sefial con respecto a fondo usando el sobrenadante equivalente a
15.000 células, y la pro-caspasa-3 es la misma que la deteccion directa de la granzima B humana usando el
sobrenadante equivalente a 25.000 células. Aunque la mutacion de la proscaspasa-3 no mejora la escisiéon por la
granzima B humana ya que la fluorescencia es aproximadamente la misma (45472 frente a 43548), la autoactivacion
basal de la procaspasa-3 humana mutada fue 27 veces menor que la de la procaspasa-3 nativa humana. La relacion
de la sefal con respecto al fondo de la procaspasa-3 humana mutada fue de 77, es decir, aproximadamente 27
veces mayor que la de procaspasa-3 nativa humana. Usando el sobrenadante equivalente a 5.000 células y una
placa de 384 pocillos, la sefial con respecto al fondo fue mayor de 20, por lo tanto, la procaspasa-3 humana mutada
permitié el desarrollo de un sensor basado en células homogéneo util para los métodos de la presente invencion.
Ademas, la pro-caspasa-3 mutada humana puede expresarse hasta aproximadamente 10 mg/l de cultivo de E. coli
(aproximadamente 10 veces mas proteina que la pro-caspasa-3 nativa expresada durante solamente 30 minutos
para evitar la autoactivacién), no tiene actividad basal incluso después de 120 minutos de incubaciéon a 37 °C en
condiciones de reaccidon optimas, y puede almacenarse durante al menos 6 meses a -20 grados Celsius sin
autoactivacion. Por lo tanto, los zimégenos con un alto indice de zimogenicidad y actividad basal baja son utiles
tanto para la mejora de la sensibilidad como para una relacién de sefial con respecto al fondo alta que beneficia los
sensores basados en células de la presente invencion.

Ejemplo 12. Optimizacion de las condiciones de ensayo: tiempo de exocitosis.

Se disefid un experimento para optimizar las condiciones de ensayo tales como: tiempo de exocitosis, nimero de
etapas necesarias para los ensayos y usos de células en suspension. Se usaron en este ejemplo para la
optimizacion del tiempo de exocitosis las células desarrolladas en el ejemplo n.° 9 que expresan tanto un GPCR
como una granzima B humana

Los GPCR incluidos fueron CHRM2 (un GPCR acoplado a alfa-i) y el receptor de bradiquinina de tipo B1 (un GPCR
acoplado a alfa-q). Se usaron carbacol y kalinina de Sigma-Aldrich (Estados Unidos) como ligandos para CHRM2 y
receptor de bradiquinina de tipo B1, respectivamente, y se usaron a una concentracion final 10 uM en tampén HBSS.
Las células se sembraron la noche antes del experimento a 20.000 células por pocillo de una microplaca de 96
pocillos en 100 ul de medio de cultivo celular completo. Al dia siguiente las células se lavaron con tampén HBSS y
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se incubaron con el ligando (agonista) de cada GPCR a 10 uM en 30 pl de tampén HBSS a 37 grados Celsius
durante 5, 15, 30 o 60 minutos y después de centrifugarse a 400 g durante 5 minutos se analizaron los
sobrenadantes con respecto a la actividad de la granzima B humana usando FAM-SIEPDSGS-TAMRA a una
concentracion final 1 uM como sustrato de la granzima B humana. La FAM liberada se midi6 por excitacion a 485 nm
y emisién a 535 nm en un fluorimetro de microplacas BMG Labtech en microplacas de 96 pocillos. Las microplacas
se incubaron a 37 grados Celsius en el lector y se leyeron cinéticamente a 0, 15, 30, 45 y 60 minutos. Se incluyeron
pocillos de control solamente con sustrato en tampén HBSS para restar la autofluorescencia de los sustratos tanto a
las células tratadas con los ligandos como a las células tratadas sélo con tampén HBSS. Tanto para el receptor de
bradiquinina de tipo B1 como para CHRM2 se descubrié que la exocitosis es de mas del 90 % del maximo a los 5
minutos y la sefial con respecto al fondo (S/B) es de aproximadamente 20-22 si el medio se toma a los 5 a 15
minutos; S/B es aproximadamente 15-17 si el medio se toma a los 30 minutos y S/B es de aproximadamente 8-10 si
el medio se toma a los 60 minutos. La sefial con respecto al fondo es menor en tiempos de exocitosis mas largos
debido al mayor aumento de la liberacién basal que el aumento de sefal especifica después de los primeros 5 a 15
minutos. Por lo tanto, puede usarse cualquier tiempo de exocitosis de probablemente menos de 5 minutos a al
menos 60 minutos para los métodos de la presente invencidn, pero los tiempos de exocitosis mas largos producen
un sensor con una sefial con respecto al fondo menor, la exocitosis esta casi completa a los 5 minutos y la sefial con
respecto al fondo es buena para un sensor robusto. Este ejemplo también sugiere que debido a un tiempo de
exocitosis bajo es posible mezclar un sustrato indicador impermeable celular directamente con las células para una
mezcla y leer el ensayo para el aumentar el rendimiento.

Ejemplo 13. Optimizacion de las condiciones de ensayo: numero de etapas necesarias para el ensayo.

Este experimento se disefid para ensayar cuantas etapas son necesarias para un ensayo con el sensor basado en
células, en particular si es necesaria una etapa de lavado antes del ensayo. Como la RBL-2H3 es una linea celular
adherente, es necesaria al menos una etapa de aspiracién del medio de cultivo celular. Si se aspira todo el medio de
cultivo celular entonces las células se secaran y con el tiempo moriran, en particular si hay un intervalo de tiempo
entre la aspiracion y la adicion de los compuestos para ensayar la exocitosis. Por esta razén se incluyd un
tratamiento adicional en el que no se aspiraba todo el medio de cultivo celular. No obstante, si no se aspira todo el
medio de cultivo celular entonces algo del reportero secretado por las células después del cultivo de una noche
contribuye a la exocitosis basal. Se usaron en este experimento las células que expresaban CHRM2 y granzima B
del ejemplo n.° 12, pero se sembraron las células 16 horas antes del experimento a 5.000 células por pocillo de una
placa de 384 pocillos con paredes negras en 20 ul de medio de cultivo. Antes del experimento se realizaron tres
tratamientos: (1) descartar los 20 pl de medio sin lavar; (2) descartar solamente 15 ul del medio de cultivo celular y
(3) descartar solamente 15 pl del medio de cultivo celular y lavar las células usando 75 pl de Solucion Salina
Equilibrada de Hanks (HBSS) que contiene BSA al 0,1 % y aspiracion de 75 pl de tampdn de lavado. La exocitosis
se realizé en HBSS que contenia carbacol (un agonista del receptor CHRM2) a una concentracion final 10 uM. Para
la exocitosis basal, se incluyé HBSS sin carbacol. Los pocillos para la secrecion tanto basal como inducida por el
agonista incluyeron FAM-SIEPDSGS-TAMRA a una concentracion final 1 uM como sustrato de granzima B humana
tanto para la exocitosis como para la determinacion de la actividad en el mismo pocillo. Las placas se incubaron a 37
°C en el lector de fluorescencia y se leyeron a 0, 15, 30, 45 y 60 minutos. Los resultados fueron los siguientes: (a)
cuando todo el medio de cultivo se aspira de los pocillos no hay necesidad de realizar una etapa de lavado adicional
de las células, ya que la actividad de la granzima B correspondiente a la exocitosis basal en los pocillos sin carbacol
es baja y la sefial con respecto al fondo es de 18 a 20 en 30 minutos; (b) cuando solamente se aspiran 15 pul de
medio de cultivo celular de los pocillos la actividad basal reduce la sefial con respecto al fondo a 8-10 en 30 minutos;
cuando solamente se aspiran 15 ul de medio de cultivo celular y se incluye una etapa de lavado con 75 ul de HBSS
entonces la sefial con respecto al fondo es similar al tratamiento en el que se aspira todo el medio de cultivo celular.
Por lo tanto, si se aspira todo el medio de cultivo celular entonces no es necesaria una etapa de lavado y solamente
es necesaria una Unica etapa antes del experimento (descartar el medio de cultivo celular). Si solamente se aspira
una parte del medio del cultivo celular entonces es necesaria una etapa de lavado y son necesarias dos etapas
antes del experimento (descartar el medio de cultivo celular y una etapa de lavado con una adicién-descarte de
tampon de lavado). Por lo tanto, podria desarrollarse un buen sensor por aspiracion de todo el medio de cultivo
celular o por aspiracién de una cantidad fija y realizar una etapa de lavado adicional.

Ejemplo 14. Desarrollo de un sensor para medir mas de una reaccién por pocillo.

Este ejemplo se disefié para ilustrar que los sensores de la presente invenciéon pueden usarse para desarrollar
reacciones multiples, es decir, para medir mas de una reaccién en el mismo recipiente de reaccion. El principio de
las reacciones multiples se ilustra en la Figura 5. Se transfectaron de forma estable células RBL2H3 con un par de
un GPCR como modulador de exocitosis y una granzima como reportero almacenado en granulos como se ha
descrito en el ejemplo 9. Las combinaciones incluidas fueron: receptor de hiL8 (hIL8RA) y granzima A humana
(Sensor A) y células que expresan CHRM2 y granzima B del ejemplo n.° 12 (Sensor B). Se us6 IL8 humana como
agonista de hIL8R mientras que se uso carbacol como agonista de CHRM2. El sustrato basado en FRET de la
granzima A fue: FAM-EVANRSVSEK-TAMRA mientras que el sustrato basado en FRET de la granzima B fue FAM-

38



10

15

20

25

30

35

40

ES 2577607 T3

SIEPDSGS-TAMRA. Como ambos sustratos usan el mismo par de fluoréforo (FAM) e interruptor (TAMRA),
solamente podria afiadirse un sustrato al recipiente de reaccion para la deteccién especifica a 535 nm después de la
excitacion a 485 nm. En un primer experimento se descubrié que la actividad enzimatica maxima de la granzima A
humana secretada por el sensor A tras el tratamiento de IL8 fue aproximadamente el 40 por ciento de la actividad de
la granzima B secretada por el sensor B tras el tratamiento de carbacol (datos no mostrados), por lo tanto, se
mezclaron 12.500 células del sensor A con 5000 células del sensor B. Cada pocillo se ensayé por triplicado. Los
sensores, agonistas y sustratos se mezclaron en un volumen total de 20 pl de HBSS en una microplaca de 384
pocillos de pared negra y la microplaca se incub6 a 37 grados Celsius en un fluorimetro de microplaca BMG-Labtech
y se leyd a 0, 15, 30, 45 y 60 minutos. La sefial con respecto al fondo después de 30 minutos de incubacion a 37
grados Celsius se resume en la siguiente tabla. La condicion 1 se seleccioné como sefial con respecto al fondo de 1
para el sensor A y la condicion 6 se seleccion6 como sefial con respecto al fondo de 1 para el sensor B porque hay
diferentes liberaciones basales debido a la diferencia en el nimero total de células en el ensayo. Las condiciones 5y
10 ilustran que puede combinarse mas de un sensor en el mismo pocillo de reaccién para producir un biosensor
multiple con buena relaciéon de sefal con respecto al fondo en cada canal. Por lo tanto, los resultados demuestran
que pueden mezclarse al menos dos sensores en el mismo recipiente de reaccién para producir un ensayo multiple
siempre que los reporteros liberados de los granulos no tengan interferencia entre si. Este ejemplo también
demuestra que podrian mezclarse sensores con diferentes actividades maximas en diferentes proporciones para
producir un sensor con sefial equivalente en cada canal.

Condicién cg;ﬂf:rd':l (LLI\:) Z:‘asr:;ai::ad: csé;w::rds : Ca(rl?la;:ol z:lasrtl;?rt:ad; respseirt‘g Ia(:(:gndo
(MM) (uM) a los 30 min.

1 12500 0 1 0 0 0 1

2 12500 10 1 0 0 0 16

3 12500 0 1 5000 0 0 0,83

4 12500 0 1 5000 10 0 0,78

5 12500 10 1 5000 10 0 12,5

6 0 0 0 5000 0 1 1

7 0 0 0 5000 10 1 20

8 12500 0 0 5000 0 1 0,97

9 12500 10 0 5000 0 1 0,95

10 12500 10 0 5000 10 1 20

Ejemplo 15. Desarrollo de un sensor util para receptores de superficie de tirosina quinasa.

Se clond el receptor de superficie EGFR en un vector pcDNA3.1 modificado para expresar proteinas bajo el control
del promotor quimérico hCMV-MoMLV-5'LTR con un péptido sefial y un marcador de c-myc para la deteccién en
superficie y/o separacion. Dicho receptor de EGF se transfectd de forma estable en células RBL-2H3 y dichas
células se transfectaron de forma estable con granzima B humana (reportero de la exocitosis) bajo el control del
promotor quimérico hCMV-MoMLV-5’LTR. Se usaron células en suspension a 5.000 células por pocillo en una placa
de 384 pocillos en un volumen total de 20 pl. Los pocillos para la secrecion tanto basal como inducida por el agonista
incluian FAM-SIEPDSGS-TAMRA a una concentracion final 1 yM como sustrato de la granzima B humana tanto
para exocitosis como para la determinacion de la actividad en el mismo pocillo. El agonista del receptor fue el Factor
de Crecimiento Epidérmico (EGF) y se us6 a una concentracion final de 10 uM. Las placas se incubaron a 37 °C en
el lector de fluorescencia y se leyeron a los 0, 15, 30, 45 y 60 minutos. Los resultados fueron los siguientes: el
tratamiento con EGF indujo liberacion especifica fuerte de granzima B humana en comparacion con las células no
tratadas con EGF. La sefial con respecto al fondo fue de 15 después de 45 minutos. Los resultados anteriores
demuestran que los receptores de tirosina quinasa podrian usarse como moduladores de la exocitosis en los
métodos de la presente invencion y por lo tanto que los sensores de la presente invencién pueden aplicarse para
ensayar la interaccién entre receptores de tirosina quinasa y sus ligandos.

Ejemplo 16. Usos del sensor para ensayar las interacciones de IgE-alérgeno.

Este ejemplo describe el uso del sensor para ensayar moduladores de la exocitosis de los granulos de mastocitos
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ampliamente usados para encontrar nuevos compuestos antialérgicos como se ilustra en la figura 1. Se
transfectaron de forma estable RBL2H3 con granzima B humana bajo el control del promotor quimérico hCMV-
MoLV5’LTR como se ha descrito en el ejemplo 3. Se purificé un anticuerpo monoclonal IgE de ratén contra hapteno
de trinitrofenilo a partir del hibridoma IgELb4 obtenido de ATCC (TIB-141). Se obtuvo TNP-N-hidroxisuccinimida
éster de Biosearch Technologies Inc y se conjugd con seroalbumina bovina (BSA) usando un protocolo
convencional. La conjugaciéon se determiné a pH 7,0 midiendo la absorbancia de TNP a 348 nm usando 15400
unidades por mol por cada 10 mm de longitud del pase de la luz como el coeficiente de extincion de TNP. La
relacion molar de TNP con respecto a BSA en el conjugado de TNP-BSA se calculé suponiendo que el peso
molecular de BSA es 60000. Se cultivaron las células sensoras como células adherentes durante 48 horas en placas
de 6 pocillos y después se lavaron con HBSS y se recogieron por pipeteo. Se marcaron 500.000 células con IgE anti
TNP a 1 yg/ml en HBSS durante 60 minutos a 37 grados Celsius, se lavaron con 10 ml de HBSS, se centrifugaron y
se resuspendid el sedimento en 1 ml de HBSS. En una placa de 384 pocillos de pared negra se afiadieron 10 pl de
diluciones seriadas de TNP-BSA en HBSS que contenian cada una el sustrato de la granzima B basado en FRET
FAM-Ser-lle-Glu-Pro-Asp-Ser-Gly-Ser-TAMRA (FAM SIEPDSGS-TAMRA) a una concentracion final de 1 uM, cuya
escision se detectd por fluorescencia usando excitacién a 485 nm y emision a 535 nm. Las diluciones de TNP-BSA
ensayadas fueron: 1 pyg/ml, 1 ng/ml, 1 pg/mly 1 fg/ml. A cada pocillo se afiadieron 10 pl (5000 células) de células
marcadas con IgE anti-TNP y las placas se incubaron a 37 grados Celsius en un fluorimetro de microplaca BMG-
Labtech. La microplaca se ley6 a los 0, 15, 30, 45 y 60 minutos. Se incluyeron los siguientes controles: (1) pocillos
con células marcadas con IgE anti-TNP mas sustrato de granzima B pero sin TNP-BSA; (2) pocillos con células no
marcadas mas sustrato de granzima B y TNP-BSA a 1 ug/ml; (3) pocillos con sustrato de granzima B y TNP-BSA a 1
pg/ml pero sin células. Cada pocillo se incluyé por triplicado. Los resultados después de 30 minutos de incubacion a
37 grados Celsius se resumen en la siguiente tabla:

Células IgE anti- | Cantidad de |Sustrato de granzima B basado| Fluorescencia después de 30
RBL2H3-hGB TNP TNP-BSA en FRET minutos a 37 °C

5000 Si 1 ug/ml 1 uM 30942
5000 Si 1ng/ml 1 uM 34556
5000 Si 1 pg/ml 1 uM 35884
5000 Si 1 fg/ml 1 uM 29826
5000 Si 0 1uM 2872
5000 No 1 ug/ml 1uM 2935

0 Si 1 ug/ml 1 uM 1535

Los resultados anteriores indican que el sensor desarrollado en los métodos de la presente invencion es altamente
sensible para la deteccion de alérgenos como el alérgeno de modelo TNP-BSA usado en este ejemplo, ya que la
sefal se satura incluso a 1 fg/ml. Diluyendo adicionalmente TNP-BSA se descubrié que el limite de deteccion para
TNP-BSA era de 0,1 ag/ml, es decir 10" g/ml lo que probablemente hace a este sensor el mas sensible
desarrollado hasta la fecha (datos no mostrados). Por lo tanto, puede usarse el sensor de la presente invencién para
deteccién de alérgenos altamente sensibles y para ensayar moduladores de exocitosis de granulos de mastocitos
ampliamente usados para encontrar nuevos compuestos anti alérgicos.
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<210> 1

<211> 1205

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> Promotor del factor de elongacién 1 alfa humano

<400> 1
ttgetgactt gegtgaggct ceggtgeceg tcagtgggea gagegeacat cgceccacagt 60
ccocgagaaqg ttggggggag gggtcggceaa ttgaaccggt goectagagaa ggtggegegg 120
ggtaaactgg gaaagtgatg tcgtgtactg gectcegectt tttcecgagqg gtgggggaga 180
accgtatata agtgcagtag tcegecgtgaa cgtteottttt cgcaacgggt ttgeocgecaq 240
aacacaggta agtgccgtgt gtggttcoccg cgggcctggé ctctttacgg gttatggeccce 300
ttgcgtgoct tgaattactt ccacgecect ggetgeagta cgtgattcott gatcecgage 360
ttcgggttgg aagtgggtga gagagttcga ggccttgcgc ttaaggagcec ccttogocte 420
gtgcttgagt tgagygcctygg cctgggcgcoct ggggcocgcceyg cgtgegaate tggtggcacce 480
ttcgegectg tcteogeotget ttegataagt ctetageccar ttaaaatttt tgatgaccetg 540
ctgcgacget ttttttctgg caagatagtc ttgtaaatgc gggccaagat ctgcacactg 600
gtatttcggt titttggggcc gcgggeggeg acggggeceg tgeogtcccag cgcacatgtt 660
cggcygagyacyg gggectgega gogecggcecac cgagaatcegg acgggggtag tetcaagoryg 720
gceggectge tetggtgoct ggcctegege cgeegtgtat cgcccegece tgggcggcaa T80
ggctggcccyg gtcggcacca gtigegtgag cggaaagatg geccgettecee ggecctgetg 840
cagggagctc aaaatggagg acgcggcgct cgggagagceg ggegggtigag tcacccacac 300
aaaggaaaag ggcctttecg tcctcageeg tcogettcatg tgactccacg gagtaccggg 360
cgecgtocag gracctcegat tagttctcega gettttggag tacgicgtct ttaggttggg 1020
gggaggggtt ttatgcgatg gagtttcece acactgagtg ggtggagact gaagttaggce 1080
cagcecttggeca citgatgtaa ttectecttgg aatttgecocet ttttgagttt ggatcttggt 11490
tcattectcaa goctcagaca gtggttcaaa gttttttbet tccecatttecag gtgtegtget 1200
agctt 1205

<210> 2

<211> 428

<212> ADN

<213> Atrtificial
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<223> Promotor de virus de sarcoma de Rous

<400> 2

cgacctcatg
getcoeggca
gttttcaccy
ttgtagaggt
aaatgaakge
gcaakagcat
tgtccaaact

cegetage

<210>3
<211> 479
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

getgegeecce
tcegettaca
tcatcaccga
tttacttget
aatcgtogtt
cacaaattite

catcaatgta

<223> Promotor MOMLV-5'LTR

<400> 3

agtctecaga

gtaacgecat
aggtcaggaa
tcctgcoocg
tetgtggtaa
tecageccte
aaatgaccct

gcttetgete

<210>4
<211> 36
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

aaaaggygggag

tttgcaaggce
cagatggaac
gctcagyggec
gcagttcctg
agcagtttet
gtgccttatt

cccgagotca

<223> Sefial de glicosilacion viral

<400> 4

gacacccgec aacacccget

gacaagctgt

gacecgtctec

aacgcgegag gcagccoggat

ttagaaaace tcccacacet

gttaacttgt
acaaataaag

tettatcatg

aatgaaagac
atggaaaaat
agctgaatat
aagaacagat
ccocoggctea
agagaacgat
tgaactaacc

ataaaagagc

ctgagcacaa tggccccagg ctccaccgtg ggaaca

<210>5
<211> 5348
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>

ttattgcage
cattttttte

tetggatecy

cecacctyta
acataactga
gggecaaaca
ggaacagctg
gggecaagaa
cagatgttte
aatcagtteg

ccacaacccc

36

gacgcctgac

gggagetgea

gggotigtet

tgtgtcagag

cataatcagc cataccacat

ccecetgaae ctgaaacata

ttataatggt
actgecattct

gecttgoegg

ggtttggcaa
gaatagagaa
ggatatetgt
aatatgggec
cagatggtce
cagggtgcee
cttetegett

tcactcggyg

<223> Vector con la estructura PMo-MLV-5'LTR-SP-cmyc-VGS-MCS-poliA

<400> 5

42

tacaaataaa
agttgtggtt

cetegageay

gctagcttaa
gttcagatca
ggtaagcagt
aaacaggata
ccagatgcgg
caaggacctyg
ctgtteogege

cgccagtee

60
120
180
240
300
360
azq

4248

60
120
180
240
300
360
420
479



gacggatcgg
ccgcatagtt
cgagcaaaat
ttagggttag
gaatgaaaga
catggaaaaa
cagctgaata
caagaacaga
geeceggete
tagagaacca
ttgaactaac
aataaaagag
atcgatcaty
caccggtgac
aatggccecea
tattctatag
ttgccageeca
tcccactgte
ttctattctg
caggeatgct
ctctaggggyg
tacgcgeage
cccttecttt
ctragggtte
tgattcacgt

cacgttcttt

gagatctcee
aagccagtat
ttaagctaca
gcgttttgeyg
ccecacctgt
tacataactg
tgggecaaac
tggaacagcet
agggccaaga
tcagatgttt
caatcagttec
cccacaacee
gagacagaca
gaacaaaaac
ggctccaceyg
tgtcacctaa
tctgttgttt
ctttectaat
g9gggrgggy
ggggatgegg
tatccccacg
gtgacegecta
ctcgceacgt
cgattragtg
agtgggccat

aatagtggac

ES 2577607 T3

gatcceetat
ctgectcoectyg
acaaggcaaqg
ctgcttcgty
aggtttggea
agaatagaga
aggatatctyg
gaatatgggc
acagatggte
ccagyggtgcc
gettetegat
ctcactcggy
cactcchbgct
tcatcteaga
tgggaacact
atgctagagc
geccocctecee
aaaatgagga
tggggcagga
tgggctctat
cgccctgtag
cacttgceag
tegecggett
ctttacggca
cgccctgata

tcttgttceca

ggtgcactct
cttgtgtgtt
gcttgaccga
atatcgaatt
agctagetta
agttcagatc
tggtaagcag
caaacaggat
cccagatgeg
ccaaggacct
tctgttegeg
gcgecagtee
atgggtacty
agaggatctg
cgagggatce
tcgctgatca
cgtgecttec
aattgcatcyg
cagcaagggg
ggcttctgag
cggcgecatta
cgcectageg
tcceoccecgtcaa
cctegacoce
gacggttttt

aactggaaca

43

cagtacaatce
ggaggtceget
caattgcatg
cagtctccayg
agtaacgcca
aaggtcagga
ttoctgeoecce
atctgtggta
gtccagecct
gaaatgacce
cgcttetget
aagcttggta
ctgectctggyg
gggecatege
goggecgete
gcctcgactg
ttgaccetgg
cattgtctga
gaggattggg
gcggaaagaa
agcgceyggcgyg
ceegeteectt
gctctaaatce
saaaaacttg
cgecctttga

acactcaacc

tgctetgatyg
gagtagtgeg
aagaatctgc
aaaaaggggg
ttetgcaagg
acagatggaa
ggctcaggge
agcagttcct
cagcagttte
tgtgecttat
ccccgagete
ccgagetegy
Lttccaggtic
gactgagcac
tagagggccc
tgcecttctag
aaggtgecac
gtaggtgtca
aagacaatag
ccagetgagg
gtgtggtggt
tcgetttett
dggggctece
attagggtga
cgttggagtc

ctatctcggt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560



ctattctttt
gatttaacaa
aagtccccag
accaggtgtg
aattagtcag
agttccgecce
gccgectctg
ttttygcaaaa
tgaggatcgt
gtggagaggc
gtgttecggce
gecctgaatyg
cettgegeag
gaagtgccgg
atggctgatg
caagegaaac
gatgatctygg
gcgcgeatge
atcatggtgg
gaccgcectate
tgggctgace
ttctatcgee
aagcgacgec
tgggcttcgyg
tgctggagtt
gcaatageat
tgtccaaact
tggcgtaatce
acaacatacyg
tcacattaat
tgcattaatyg

cttooteget

gatttataag
aaatttaacy
getececage
gaaagtcecc
caaccatagt
attctecgec
cctctgaget
agcteceggg
ttcgeatgat
tattcggcta
tgtcagegea
aactgcagga
ctgtgctega
gacaggatet
caatgcggey
atcgcatcga
acgaagagca
ccgacggega
aaaatggccg
aggacatage
gcttectegt
ttcttgacga
caacctgcca
aategtttte
cttcgcecac
cacaaattte
catcaatgta
atggtcatag
agccggaagce
tgegttgcge
aatcggccaa

cactgactcyg

ES 2577607 T3

ggattttgec
cgaattaatt
aggcagaagt
aggctcccca
cccgecccta
ccatggctga
attccagaaqg
agcttgtata
tgaacaagat
tgactgggca
ggggcgeccy
cgaggcageq
cgttgteact
cctgteatet
gctgcatacg
gecgagcacgt
tcaggggcfc
ggatetegte
ctLttctgga
gttggctace
gctttacqgt
gttcttctga
tcacgagatt
cgggacgecyg
cccaacttgt
acaaataaag
tcttatcatyg
ctgtttecty
ataaagtgta
tcactgecccyg
<gcgegggga

ctgcgetcgy

gattteggece
ctgtggaatg
atgcaaagca
geaggcagaa
actccgecea
ctaatttttt
tagtgaggag
tecatttteg
ggattgcacy
caacagacaa
gttctttttyg
cggetategt
gaagcgggaa
cacettgete
ctrtgatccegyg
actcggatgg
gcgccageeyg
gtgacccatg
tteatcgact
cgtgatattg
atcgccgcetce
gcgggactct
tcgatkccac
gctggatgat
ttattgcage
cattttttte
tetgtatace
tgtgaaattyg
aagcctggagg
ctttccagte
gaggeggttt

tegttegact

44

tattggttaa
tgtgtcagtt
tgcatctcaa
gtatgcaaag
tccecgecect
rttatttatge
gettttttgy
gatetgatca
caggttctec
tcggctgcte
tcaagaccga
ggctggocac
gggactgget
ctgcogagaa
ctacctgece
aagccggict
aactgttcgc
gcgatgectg
gtggccgget
ctgaagagct
ccgattegea
ggggttcgaa
cgecegeckee
cctecagege
ttataatggt
actgcattet
gtcgacctcot
ttatccgete
tgcctaatga
gggaaacctg
gcgtattggg

dcggcgageg

aaaatgagct
agggtgtgga
ttagtcagea
caktgcatctce
aactcecgecc
agaggccgag
aggcctagge
agagacagga
ggcegettgg
tgatgccgec
coctgtecggt
gacgggcgtt
gctattggge
agtatccatc
attcgaccac
tgtcgatcag
caggctcaag
cttgccgaat
gggtgtggcg
tggcggcgaa
gcegcategee
atgaccgace
tatgaaaggt
ggggatctca
tacaaataaa
agttgtggtt
agctagagcet
acaattccac
gtgagctaac
tcgtgccage
cgctettecg

gtatcagctc

1620
1680
1740
1800
1860
13920
1980
2040
2160
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2380
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420

3480



actcaaaggc
gagcaaaagg
ataggectecyg
acccgacagg
ctgttecgac
cgettectea
tgggctgtgt
gtettgagte
ggattagcaqg
acggctacac
gaaaaagagt
tttgcaagca
ctacggggte
tatcaaaaag
aaagtatata
Lctcagcgat
ctacgatacy
gctcaceggc
gtggteoctge
taagtagtte
tgtcacgete
ttacatgatc
tcagaagtaa
ttactgtcac
tctgagaata
ccgegecaca
aactctcaag
actgatcttce
aaaatgccge
tttttcaata

aatgtattta

ctgacgtc

ggtaatacgg
ccagcaaaag
cccocectgac
actataaaga
cctgcegett
tagctcacge
gcacgaaccec
caacecggta
agcgaggtat
tagaagaaca
tggtagectet
gcagattacyg
tgacgeteag
gatcttcacc
tgagtaaact
ctgtctattc
ggagggcotta
tccagattta
aactttatec
gccagtﬁaat
gtegtttggt
ccccatgetg
gttggcegca
gccatcegta
gtgtatgogg
tagcagaact
gatcttaccg
agcatcttte
aaaaaaggga
ttattgaagce

gaaaaataaa
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ttatccacag
gccaggaace
gagcatcaca
taccaggcgt
accggatacce
tgtaggtatc
ccegiteage
agacacgact
gtaggcggtyg
gtatttggta
tgatccggea
cgcagaaaaa
tggaacgaaa
tagatccttt
tggtctgaca
cgttcatcca
ccatctyggec
tcagcaatas
gectecatece
agtttgcgea
atggcttcat
tgcaaaaaag
gtgttatcac
agatgetttt
cgaccgagtt
ttaaaagtgce
ctgttgagat
actttcacca
ataagggcga
atttatcagg

caaatagggg

aatcagggga
gtaaaaagge
aaaatcgacg
ttcececectgg
tgtccgectt
tcagttcggt
ccgacegetbg
tatcgecact
ctacagagtt
tctgegetet
aacaaaccac
aaggatctca
actcacgtta
tazattaaaa
gttaccaatg
tagttgcctg
ccagtgetge
accagceeage
agtctattaa
acgttgttge
tcagcteoegy
cggttagcte
tcatggttat
ctgtgactgyg
getcttgece
tcatcattgg
ccagttegat
gegtttctgy
cacggaaatg
gttattgtct

ttecgegeas

<210>6
<211>790
<212> ADN
<213> Atrtificial

45

taacgcagga
cgegtEgetg
ctcaagtcag
aagctceccetc
tctcectteg
gtaggtcgtt
cgccttatcoc
ggcagecagec
cttgaagtgyg
gctgaagcca
cgctggtage
agaagatcct
agggattttyg
atgaagtttt
cttaatcagt
actcceoccgtic
aatgataccg
cggaagggec
ttgttgccgg
cattgctaca
ttcccaacga
cttecggtect
ggcageactg
tgagtactca
ggcgtcaata
aaaacgttet
gtaacccact
gtgagcaaaa
ttgaatactce
catgagcgga

atttecocga

aagaacatgt
gegtttttee
aggtggcgaa
gtgcgctctc
ggaagcgtgg
cgctecaage
ggtaactatc
actggtaaca
tggectaact
gttaccttcg
ggrttttttrg
ttgatcttit
gtcatgagat
aaatcaatct
gaggcaccta
gtgtagataa
cgagacccac
gagcgcagaa
gaagctagay
ggcatcgtoy
tcaaggcgag
ccgatcgttg
cataattrcte
accaagtcat
cgggataata
tcggggegaa
cgtgecaccea
acaggaaggc
atactecttce
tacatatttg

aaagtgecac

3540
3600
3660
3720
3780
3840
3500
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280

5340

5348



10

15

20

25
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<220>

<223> Promotor fosfoglicerato quinasa humana

<400> 6
agatctcceg atcceoctatg gtgcactcte agtacaatct gectctgatgc cgcatagtta 60
agceagtate tgectcectge ttgtgtgttg gaggtcgecig agtagtgocge gagcaaaatt 120
taagctacaa caaggcaagg ctigaccgac aattgcatga agaatctget tagggttagg 180
cgttttgege tgecttegega ﬁgtacgggcc agatatacge gttgacattg attattgact 240
agagtcatac ctgtttggat ccaaccgggt aggggaggeg cttticccaa ggcagtctgg 300
agcatgegcect ttagcagcec cgotgggcac ttggegetac acaagtggoc tctggecteg 360
cacacattce acatccaccg gtaggcgoca accggctccg ttctttggtg gececttege 420
gecagcttcet actectecec tagtcaggaa gttecocece geccegecage tocgogtegtg 4180
caggacgtga caaatggaag tagcacgtct cactagtcte gtgragatgg acagcaccge 540
tgagcaatgg aagcgggtag gecctttgyggg cageggecaa tagcagettt getecttege 600
tttetggget cagaggetgg gaaggggtgg gteeggadge gggetceaggg gcegggetcag 660
qggcggggcg ggogoccgaa ggtcectocgg aggoccggca ttotgeacge ttcaaaageg 720
cacgtctgece gcgetgtoct cctcectteoctec atcteggget cgagtaggaa ttatctgegg 780
cctagetage 790

<210>7

<211>182

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> Promotor timidina quinasa

<400>7
ggtgteccccg gaagaaatat atttgeatgt ctttagtict atgatgacac aaacceccgeg _ 60
cagcgtcottg tcattggega attcgaacac gcagatgcag toggggeggce gceggtecgag 120
gtccacttcg catattaagg tgacgogtgt ggocctcgaac accgagcgac cctgcagega 180
ce 182

<210> 8

<211> 589

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> Promotor inmediato temprano de citomegalovirus humano

<400> 8

46



10

tagttattaa
cgttacataa
gacgtcaata
atgggtggag
aagtacgeee
catgacctta
catggtgatyg
atttccaagrt
ggactttcca

acggtgggaq

<210>9
<211>1092
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>

tagtaatcaa
cttacggtaa
atgacgtatyg
tatttacggt
cctattgacyg
tgggacttte
cggttttgge
ctccaceccecea
aaatgtegta

gtctatataa

ES 2577607 T3

ttacggggte
atggcccgcce
ttcceatagt
aaactgccca
tcaatgacgg
ctacttggca
agtacatcaa
ttgacgtcaa
acaactccge

gcagagetgg

attagtteat
tggctgacceg
aacgccaata
cttggcagta
taaatggcece
gtacatctac
tgggcgtgga
tgggagttty
cccattgacg

tttagtgaac

<223> Granzima B de caballo con codones optimizados

<400> 9

ggatccaccy
tegtgetgac
catggccctg
ccgccaggat
cggtgeccac
tatceccteat
tctectgetce
tagcagacce
tggtgtgetg
caaggtgaca
agtgaaagca
gctgctgaag
tcgggecaaaa
gtccectgatg
ccgggaatgt
agatcccaaqg
gaacgtgatc
tactaaggtg

agatctgaat

gtcgecacca
gccggegaga
gtgcaatttce
ttcgtectga
gacattgaga
ccggatceac
cctegrgetyg
tacatggcce
gtccgccagg
ctcggtgece
gctatccote
ctggagcgaa
gcecaagtte
gggtctttta
gagagttatc
gaaaaqgaaat
cagggaattg
tcaagcttce

te

tgcaaccgat
ttatcgggygy
tggtcgagga
ccgcagetca
aacaggagac
cggtcgecac
acgccggeoga
tggtgcaatt
atttcgtect
acgacattga
atccagatta
aagctaaget
gaccacgaca
gtgataccct
tgcgcaacta
ctagttttaa
tcagttacgg

tgceceotggatc

actcctgetg
acacgaagct
aaagaaacat
ttgttggggt
tacacaacag
catgcaaccy
gattatecggg
tctggtegag
gacegcagct
gaaacaggag
taatcccaag
cacagtcgcea
agtgtgcecgg
ccaagaggtc
Cctataakttcc
gggcgactcc
cagaaataac

caaaaagacc

47

agcccatata
cccaacgacoc
gggactttce
catcaagtgt
gcectggeatt
gtattagtca
tagcggtttyg
ttttggcace
caaatgggcy

cgtcagate

ctegetttte
aggccacata
cggtgcggtg
agctceccttea
aacttctcag
atactcetge
ggacacgaag
gaaaagaaac
cattgttggg
actacacaac
aactacagta
gtcaggactc
gttgcecgggt

gaactgaccyg
acaactcagc

gggggcectc

ggtactecac

atgaaatctc

tggagttccg
cccgeccatt
attgacgtca
atcatatgce
atgcccagta
tegetattac
actcacgggy

aaaatcaacg

gtaggegtgt

tcctgctece
geagacceeta
gtgtgctgagt
aggtgacact
tgaaagcage
tgctegettt
ctaggccaca
atcggtgcegg
gtagcteett
agaacttcte
atgacattat
tgagcctgec
ggggcaggqgt
tgcagcaaga
tgtgcgtggg
tggtctgtaa
ccagggette

tgtgatagta

60
120
180
240
300
360
420
480
540

589

60
120
180
240
300
360
120
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1092
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15

20

<210> 10
<211> 767
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

ES 2577607 T3

<223> Promotor quimérico hCMV-MoMLV-5’LTR

<400> 10

actagttatt
cgegttacat
ttgacgtcaa
caatgggtgg
ccaagtacge
tacatgacct
ccatggtgat
gatttccaag
gggactttee

tgtacggtgg

aatagtaatc
aacttacggt
taatgacgta
agtatttacyg
ceceoctattga
tatgggactt
geggttttgg
tctecaccec
daaatgtcege

ggaggtctat

ggcgcogcecag tectocgatt

ttgcagttge atccgacttg

gactaceegt

<210> 11
<211> 249
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>

cagegggggt

aattacggqgg
aaatggecccy
tgttcccata
gtaaactgec
cgtcaatgac
tectacttgy
cagtacatca
attgacgtca
aacaactccyg
ataagcagag
gactgagtcg
tggtcteget

ctttcatttg

tcattagtte
cectggcectgac
gtaacgccaa
cacttggcag
ggtaaatgge
cagtacatct
atgggcgtyg
atgggagttt
ccccattgga
ctcaataaaa
cccgggtace
gttcctiggg

ggggctegte

atageoocata
cgcccaacga
tagggacttt
tacatcaagt
cegectggea
agtattagtc
atagecggttit
gttttggecac
cgcaaatgqqg
gageceacaa
cgtgtateea
agggtetect

cgggatce

<223> Procaspasa 3 humana desde Serina29 a histidina277 sin autoactivacion

<400> 11

Ser Gly Ile Ser Leu Asp Asn Ser Tyr Lys Met Asp Tyr Pro Glu Met

1

5

10

tatggagttc
cececgecea
ccattgacgt
gtatcatatg
ttatgcccag
atcgcetatta
gactcacggg
caaaatcaac
gcggtaggcg
cccttcoacte
ataaaccctc

ctgagtgatt

15

60
120
150
240
300
360
420
480
540
600
660
720

767

Gly Leu Cys Ile Ile Ile Asn Asn Lys Asn Phe His Lys Ser Thr Gly

48



10

Met

Thr

Arg

63

Ser

Gly

Asn

Leu

Glu

145

val

Ser

Ala

Thr

Asp

225

Leu

<210> 12
<211> 1432
<212> ADN

Thr

Phe

Glu

Lys

Tle

Phe

Phe

130

Pro

Glu

Trp

Met

Arg

210

Ala

Thr

<213> Atrtificial

<220>

Ser

Arg

Glu

Arg

Ile

Phe

115

Ile

Asp

Ala

Arg

Leu

195

Val

Thr

Lys

20

Arg

Asn

Ile

Ser

Phe

100

Arg

Ile

vVal

Asp

Asn

180

Lys

Asn

Phe

Glu

<223> Secuencia IRES-NGFR

<400> 12

Ser

Leu

Val

Ser

Gly

Gly

Gln

Leu

Phe

165

Ser

Gln

Arg

His

Leu
245

ES 2577607 T3

Gly

Lys

Glu

70

Phe

Thr

Asp

Ala

Met

150

Leu

Lys

Tyr

Lys

Bla

230

Tyr

Thr

Tyr

55

Leu

Val

Arg

Cys

135

Glu

Tyr

Asp

Bla

Val

215

Lys

Phe

Asp

Glu

Met

Cys

Gly

Cys

120

Arg

Asp

Ala

Gly

Asp

200

Ala

Lys

Tyr

49

25

Vval

Val

aArg

val

Pre

105

Arg

Gly

Asp

Tyr

Ser

185

Lys

Thr

Gln

His

Asp Ala

Arg

Asp

Leu

Val

Ser

Thr

Met

Ser

170

Trp

Leu

Glu

Ile

Asn

Val

75

Leu

Asp

Leu

Glu

Ala

155

Thy

Phe

Glu

Phe

Pro
235

Ala

Lys

&0

Ser

Ser

Leu

Thr

Leu
140

Cys

Ala

Ile

Phe

Glu

220

Cys

Asn

45

Asn

Lys

His

Lys

Gly

125

Asp

His

Pro

Gln

Met

205

Ser

Ile

30

Leu

Asp

Glu

Gly

Lys

110

Lys

Cys

Lys

Gly

Ser

190

His

FPhe

Val

Arg

Leu

Asp

Glu

Ile

Pro

Gly

Ile

Tyr

175

Leu

Ile

Ser

Ser

Glu

Thr

His

80

Glu

Thr

Lys

Ile

Pro

160

Tyr

Cys

Leu

Phe

Met
240
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cogecoctat
gtgtgcgttt
ceggaaacet
aggaatgcaa
acaaacaacg
cctetgegge
ccécgttgtg
caaggggety
gtacacatgc
cggggacgtyg
gtgccacegg
ccettggagy
gcaaagcctLyg
gtgagccctg
agecgtgeac
acgcagtgtg
cgtgcegegt
ccgtgtgega
gectgeocctyg
ccgacgecga
gctcggacag
tagccageac

ccegaggcace

gtgggectey

cocctecaece
gtctatatgt
ggecctgtet
ggtctgttga
tctgtagega
caaaagecac
agttggatag
aaggatgeee
tttacatgtyg
gttttceottt
cocgegocatg
tgccaaggaq
caacctgggce
éctggacagc
cgagtgcgtyg
cegetgegee
gtgcgaggceg
ggagtgeece
caccgtgtge
gtgcgaggag
Cacagecees
ggtggeaggt
caccgacaac

tggcctacat

ES 2577607 T3

ccectaacgt
tattttccac
tcttgacgag
atgtegtgaa
cecctttgecag
gtgtataaga
ttgtggaaag
agaaggtace
tttagtcgag
gaaaaacacg
gacgggecge
gecatgececca
gagggtglgy
gtgacgttct
gggctccaga
tacggctact
ggctegggec
gacggcacgt
gaggacaceqg
atccctggee
agcacccagyg
gtggtgacca
cteatcectyg

agccttcaag

<210> 13
<211>33
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador con sentido

<400> 13
gttacatatg tctggaatat ccctggacaa cag 33

<210> 14
<211> 38
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador antisentido

<400> 14
gttctgctcg aggtgataga aatagagttc ttttgtga

tactggccga
catattgccg
cattcctagg
ggaagcagtt
gcagcggaac
tacacctgea
agtcaaatgg
ccattgtatyg
gttaaaaaaa
atgataatat
gectgetget
caggcetgta
cccagectty
ccgacgtggt
geatgtegge
accaggatga
tcgtgttcte
attc&gacga
agcgecagct
gttggattac
agectgagge
cagtgatggyq
tetattgete

aggtggacayg

38

50

agcegettgg
tcttetggea
ggtctttcce
cctetggaag
cocccacctg
aaggcggeac
cteteocteoaa
ggatctgate
cgtctaggec
ggecacaace
gttgetgette
cacacacagce
tggagccaac
gagcgegace
gcegtgegtyg
gacgactggg
ctgccaggac
ggecaaccac
ccgcgagige
acggtccaca
acctccagaa
cagctoccag
catectaget

ggggattictc

aataaggeceg
atgrgagggc
ctctcgcoceaa
cttettgaag
gcgacaggtyg
aaccccagtyg
gcgtattcaa
tggggecteg
ccoccgaacca
atgggggceag
ctgggggtgt
ggtgagtget
cagaccgtyght
gagcegtgca
gaggecgacy
cgctgegagyg
aagcagaaca
gtggacccegt
acacgckggg
cccccagagg
caagacctca
cecgtggtga
gekgttggit

ta

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
90¢
960

1020
1080
1140
1200
1264
1320
1380

1432
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<210> 15
<211> 30
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador con sentido

<400> 15
ttttctcgag agcagccaca atgaggaact 30

<210> 16
<211> 37
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador antisentido

<400> 16
gtgcggccegce ttaactgcte ccttgatagt cataatt 37

<210> 17
<211> 31
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador con sentido

<400> 17
gatactcgag ggcagccttc ctgagaagat g 31

<210> 18
<211> 38
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador antisentido

<400> 18
gttgttgcgg ccgcttagta gegtttcatg gttttctt 38

<210>19
<211> 31
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador con sentido

<400> 19
ttttctcgag ccttccaggg aagatgaage t 31

<210> 20
<211> 37
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador antisentido

<400> 20
ttttgcggcece getagttagc tetttttcat agttttc 37
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<210> 21
<211>33
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador con sentido

<400> 21
gttgttctcg agatgcaacc gatactcctg ctg 33

<210> 22
<211> 39
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador antisentido

<400> 22
ttttgcggcece getcagagag atttcatggt ctttttgat 39

<210> 23
<211> 31
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador con sentido

<400> 23
gttactcgag atgaagtcac tgagcctgct ¢ 31

<210> 24
<211> 38
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador antisentido

<400> 24
gttgttgcgg ccgcttagtg gegtttcatg gttttett 38

<210> 25
<211> 36
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador con sentido

<400> 25
gttgttctcg agatgcagcece gatcectectg ctgetc 36

<210> 26
<211> 36
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador antisentido

<400> 26
ttttgcggcece getcacacac taccttgacg tttata 36
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<210> 27

<211> 31

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> Cebador con sentido

<400> 27
ttatctcgag gagaaaatgc agccattcct ¢ 31

<210> 28
<211>33
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador antisentido

<400> 28
ttttgcggcce gettagaggce gcettcattgt tet 33

<210> 29
<211> 35
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador con sentido

<400> 29
ttatctcgag aatatgacta agttttcttc ctttt 35

<210> 30
<211> 33
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador antisentido

<400> 30
ttttgcggcc gcttaatttg tatgaggegg gac 33

<210> 31
<211> 30
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador con sentido

<400> 31

ttttctcgag agcgccatgg aggcectgegt 30
<210> 32

<211> 33

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador antisentido

<400> 32
ttttgcggcece gecatcacce cagggceatca gge 33

<210> 33
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<211> 31
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador con sentido

<400> 33
ttttctcgag atgcaaccga tactcctget ¢ 31

<210> 34
<211> 36
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador antisentido

<400> 34
ttttgcggcce gcttagegtt tatcttccag agtttt 36

<210> 35
<211> 32
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador con sentido

<400> 35
ttttctcgag tggeccccte tagagcttca at 32

<210> 36
<211> 34
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador antisentido

<400> 36
ttttgcggcece gcettggttca atgcetgtttt aatt 34

<210> 37
<211> 30
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador con sentido

<400> 37
gaagctcgag cccaacaaca gcactgctct 30

<210> 38
<211> 37
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador antisentido

<400> 38
gatggcggcec getaactact cagaattttt ctcaatg 37

<210> 39
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<211> 29
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador con sentido

<400> 39
acgcctcgag ggatccctge agecggacg 29

<210> 40
<211> 36
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador antisentido

<400> 40
ttctgcggcec getcacacga tecgcettect gtccee 36

<210> 41
<211>29
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador con sentido

<400> 41
aactctcgag gggcaaccag ggaacggca 29

<210> 42
<211> 34
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador antisentido

<400> 42
ctttgcggcece gettacagcea gtgagtcatt tgta 34

<210> 43
<211> 34
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador con sentido

<400> 43
aatagcctcg agattctcaa ctcttctact gaag 34

<210> 44
<211> 35
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador antisentido

<400> 44
gatgatgcgg ccgctcactc aacctcaaaa catgg 35

<210> 45
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<211> 29
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador con sentido

<400> 45
ttatctcgag ctcatggcegt ccaccactt 29

<210> 46
<211> 32
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador antisentido

<400> 46
tttagcggcce gctcacgatg aagtgtectt gg 32

<210> 47
<211> 31
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador con sentido

<400> 47
gtatctcgag gaccagttcc ctgaatcagt g 31

<210> 48
<211> 33
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador antisentido

<400> 48
atcagcggcc gcttcagaga aggagcaatg cat 33

<210> 49
<211> 31
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador con sentido

<400> 49
gtacctcgag gatgtggttg acagcecttct t 31

<210> 50
<211> 35
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador antisentido

<400> 50
gttgttgcgg ccgcetecactg gggtgggacce gaggce 35

<210> 51
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<211> 31
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador con sentido

<400> 51
ttttctcgag aacacttcag ccccacctge t 31

<210> 52
<211>40
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador antisentido

<400> 52
ttttgaattc gcggccgctc agcattgacg agagggagtg

<210> 53
<211> 34
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador con sentido

<400> 53
ctcactcgag aataactcaa caaactcctc taac 34

<210> 54
<211> 36
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador antisentido

<400> 54
ttatgcggcc gcttaccttg ttgctectat gttctt 36

<210> 55
<211>28
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador con sentido

<400> 55
aggtctcgag tcectccagg accageac 28

<210> 56
<211> 33
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador antisentido

<400> 56
ttaagcggcc getcagactg ctgtggactg ctt 33

<210> 57

57
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<211> 30
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador con sentido

<400> 57
ccttctcgag aggactctga acacctctge 30

<210> 58
<211> 34
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador antisentido

<400> 58
aatagcggcc gcettaggttg ggtgctgacc gttt 34

<210> 59
<211> 32
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador con sentido

<400> 59
gttttctcga ggatccactg aatctgtect gg 32

<210> 60
<211> 33
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador antisentido

<400> 60
gtaagcggcc getcagcagt ggaggatctt cag 33

<210> 61
<211>28
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador con sentido

<400> 61

gatgctcgag gagagaggat tccegect 28
<210> 62

<211> 37

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador antisentido

<400> 62
ttttgcggcece getcaagatg aactgtattt attactg 37

<210> 63
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<211> 29
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador con sentido

<400> 63
acacctcgag ctggcggtcg ggaacctca 29

<210> 64
<211> 35
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador antisentido

<400> 64
cgtagcggcc gctcacacat gatgacaatt ggttg 35

<210> 65
<211> 33
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador con sentido

<400> 65
ttttctcgag getctaaatg actgtttect tet 33

<210> 66
<211> 35
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador antisentido

<400> 66
ttttgcggcece gectagacat accgttcgtg acaga 35

<210> 67
<211> 31
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador con sentido

<400> 67
gtcagtcgac aaacccaaag gccaccctca ¢ 31

<210> 68
<211> 34
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador antisentido

<400> 68
ttttgcggcece gectagattg catggttggt gtaa 34

<210> 69
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<211> 28
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador con sentido

<400> 69
ctggctcgag gaaccgggtg ctcagtge 28

<210> 70
<211> 34
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador antisentido

<400> 70
ttaggcggcc gctcaacttg tgcacttaaa acgt 34

<210> 71
<211> 32
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador con sentido

<400> 71
cagcctcgag aatattacag atccacagat gt 32

<210>72
<211> 33
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador antisentido

<400> 72
tacagcggcc gctcagaggt tggaagagac att 33

<210> 73
<211> 31
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador con sentido

<400> 73
agacctcgag gctgtgcagg gatcccagag a 31

<210>74
<211> 34
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador antisentido

<400> 74
cactgcggcc gcttcaccag gagcacgtca gcac 34

<210>75
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<211> 34
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador con sentido

<400> 75
gacggtcgac aattcaacat tattttccca ggtt 34

<210> 76
<211> 37
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador antisentido

<400> 76
tatcgcggcec gcetcagattt tttcattatc atcattg 37

<210>77
<211> 31
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador con sentido

<400> 77
aatactcgag cctgcagcag aaacctggat a 31

<210> 78
<211> 36
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador antisentido

<400> 78
atttgcggcc gcggaaatgg aattaagaat attcat 36

<210> 79
<211> 31
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador con sentido

<400> 79
gtcactcgag gacatggcgg atgaaccact ¢ 31

<210> 80
<211> 33
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador antisentido

<400> 80
tggtgcggcc getcagatac tggtttggag gtc 33

<210> 81
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<211> 31
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador con sentido

<400> 81
gttatctcga gatggctcac cgtccecceca g 31

<210> 82
<211> 34
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador antisentido

<400> 82
gttgttgcgg ccgcetgtggg aggggceagtt cagg 34

<210> 83
<211>28
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador con sentido

<400> 83
ttttctcgag cgaccctcag ggacggcec 28

<210> 84
<211> 35
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador antisentido

<400> 84
ttttgcggcece geggtecatge tccaataaat tcact 35

<210> 85
<211> 31
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador con sentido

<400> 85
gttactcgag atgctgcttc ttcctctcee ¢ 31

<210> 86
<211> 35
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador antisentido

<400> 86
gttgttgcgg ccgcttaatt tgcctgcagg atctg 35

<210> 87
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<211> 31
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador con sentido

<400> 87
aaaactcgag ggaaagatgc agccactcct g

<210> 88
<211> 32
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador antisentido

<400> 88
aaaagcggcc gccagtcaca ggggggtctc ca

<210> 89
<211> 32
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador con sentido

<400> 89

gatgactcga gatgaccctg ggccgecgac tc 32

<210> 90
<211> 33
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador antisentido

<400> 90
gttgtgcggce cgctcagtgg gtcctgetgg ccg 33

31

63
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REIVINDICACIONES
1. Un sensor basado en células que comprende:

a) Una linea celular hemopoyética con exocitosis regulada de granulos secretores.

b) Granzima B como proteasa reportera transfectada en la linea celular de (a) que se almacena en los granulos
secretores de dicha linea celular.

¢) Un receptor de superficie heterdlogo transfectado usado como un modulador de la exocitosis regulada de los
granulos secretores de la linea celular de (a).

d) Un sustrato especifico para deteccion de la proteasa reportera almacenada en los granulos secretores o un
medio de ELISA para detectar la proteasa reportera.

2. El sensor basado en células de la reivindicacion 1, en el que la linea celular con exocitosis regulada de los
granulos secretores es una linea celular hemopoyética y/o su descendencia, seleccionada del grupo que consiste en
lineas celulares mieloides que comprenden monocitos, macréfagos, neutrdfilos, basofilos, eosindfilos, mastocitos,
eritrocitos, megacariocitos, plaquetas y células dendriticas o seleccionada de un grupo que consiste en lineas
celulares linfoides que comprenden linfocitos T, linfocitos B y linfocitos NK.

3. El sensor basado en células de las reivindicaciones 1 0 2, en el que las células se seleccionan del grupo que
consiste en la linea celular de leucemia baséfila de rata RBL-2H3, la linea celular hemopoyética de médula ésea de
ratén 32D, la linea celular citolitica natural linea celular NK92 humana, la linea celular citolitica natural linea celular
YT humana y la linea celular de mastocitos de raton MC/9 de ratén.

4. El sensor basado en células de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el receptor de superficie usado como un
modulador de la exocitosis es un polipéptido que, cuando se activa o se inhibe, induce un cambio en los niveles de
calcio intracelular, AMPc, diacilglicerol (DAG) fosfolipidos o ATP que a su vez regulan o modulan la exocitosis
desencadenada por calcio.

5. El sensor basado en células de la reivindicacion 1, en el que el receptor de superficie es un receptor acoplado a
proteina G (GPCR).

6. Método para obtener la célula de las reivindicaciones 1 a 5, que comprende transformar una linea celular
hemopoyética con un vector para la expresion del receptor de superficie usado como un modulador heterélogo de la
exocitosis de los granulos secretores, regulado bajo el control de un promotor adecuado, y con un vector que
codifica una granzima B como proteasa reportera almacenada en los granulos secretores bajo el control de un
promotor adecuado.

7. El método de la reivindicacién 6, en el que el promotor para la expresion del modulador de exocitosis regulada de
los granulos secretores se selecciona de un promotor inducible o del grupo de promotores fuertes constitutivos que
consiste en promotores del factor de elongacién 1 alfa humano o de ratén (hEF1 alfa) (SEQ ID NO: 1), promotores
de fosfoglicerato quinasa de especie humana (hPGK), de ratén y rata, promotor del Virus del Sarcoma de Rous
(VSR) (SEQ ID NO: 2) y promotor 5’ LTR del virus de leucemia murina de Moloney MoMLV-5'LTR (SEQ ID NO: 3).

8. El método de las reivindicaciones 6 o 7, en el que el vector para expresion de un modulador de exocitosis
regulada de granulos secretores comprende una secuencia para la sobreexpresion en superficie que comprende
SEQ ID NO: 4.

9. El método de las reivindicaciones 7 u 8, en el que el promotor para la expresion de la proteasa reportera
almacenada en los granulos se selecciona del grupo que consiste en promotores inducibles o de expresion proteica
de media a fuerte, seleccionados del grupo que consiste en un promotor quimérico de hCMV y el promotor MoMLV-
5'-LTR (SEQ ID NO: 10); el promotor MoMLV-5'LTR (SEQ ID NO: 3); el promotor del Factor de Elongacién 1 alfa
(SEQ ID NO: 1); el promotor de VSR (SEQ ID NO: 2), el promotor de citomegalovirus humano y el promotor de la
timidina quinasa.

10. Método para ensayar 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 un sensor basado en células de las reivindicaciones 1 a 5 en un medio compatible con la viabilidad
celular, exocitosis y actividad enzimatica de la granzima B como proteasa reportera almacenada en los granulos
secretados,

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

c) detectar la granzima B como proteasa reportera almacenada en los granulos secretados con un sustrato
especifico o por medio de ELISA.

11. El método de la reivindicacion 10, en el que la actividad enzimatica de las proteasas reporteras almacenada en
los granulos secretados se mide usando un sustrato impermeable celular seleccionado del grupo que consiste en un
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sustrato colorimétrico, fluorescente, FRET, FRET resuelto en el tiempo o luminiscente.

12. Uso del sensor basado en células de las reivindicaciones 1 a 5 para ensayar interacciones entre moléculas en el
descubrimiento de farmacos, o para cuantificar moléculas para diagnostico, o para la deteccién de moléculas en
muestras de la industria alimentaria, en muestras ambientales y en la industria farmacéutica.

13. Kit que comprende el sensor basado en células de las reivindicaciones 1 a 5 para ensayar si un compuesto
modula la exocitosis.
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FIGURA 1
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FIGURA 2
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FIGURA 3
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FIGURA 4
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FIGURA 5
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