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DESCRIPCION
GPCR con expresion mejorada en superficie celular
Campo de la invencion

La presente invencion puede incluirse en los campos biotecnoldgico y farmacéutico. La presente invencion muestra
que la adicién de una secuencia derivada de GPCR (receptor acoplado a proteina G) viral en el extremo amino
terminal de las GPCRs mejora la expresion en la superficie celular de dichos receptores en células eucariotas. Esta
mejora en la expresion en la superficie celular por dicha secuencia heteréloga derivada de GPCR viral puede
conseguirse en lineas celulares primarias o establecidas, por ejemplo, en lineas celulares hematopoyéticas o no
hematopoyéticas de mamifero y en células transfectadas de forma estable o transfectadas de forma transitoria.
Dicha secuencia heteréloga puede combinarse con un péptido sefial y/o una etiqueta peptidica para la deteccion en
la superficie y/o separacion de células positivas para GPCR. Ademas, pueden seleccionarse promotores Utiles para
la expresion de un GPCR que comprende al menos una secuencia heterdloga derivada del GPCR viral, de entre
promotores constitutivos no silenciados o promotores inducibles.

Las células transfectadas que expresan los GPCR virales heterélogos anteriores en su superficie son utiles para
ensayos basados en células para identificar compuestos de ensayo/candidatos que aumentan o modulan la
actividad de un GPCR o un ligando de un GPCR, por ejemplo, para descubrimiento de farmacos, desarrollo de
sabores nuevos en la industria alimentaria o desarrollo de sensores aromaticos basados en GPCR. Ademas, pueden
usarse extractos de membrana derivados de células transfectadas, por ejemplo, para ensayos de compuestos en
descubrimiento de farmacos o para desarrollo de sensores que comprenden dichos extractos de membrana para la
identificacion y/o cuantificacion de compuestos organicos volatiles.

Estado de la técnica

Los receptores de superficie celular para ligandos son las entidades moleculares por las que una célula detecta su
ambiente circundante. Después de una interaccién de ligando-receptor, la célula dirige los procesos celulares en
respuesta a esta interaccién. Los GPCRs, también conocidos como receptores de siete dominios transmembrana,
comprenden la mayor familia de receptores de superficie celular identificados hasta la fecha. Mas del 60 % de los
farmacos con receta actuales se dirigen a GPCR y, como tales, los GPCR son una de las dianas mas importantes
para investigacion de descubrimiento de farmacos. Hasta la fecha, se han identificado aproximadamente 400 genes
como GPCR. Pero también, los GPCR son los receptores usados para identificar olores y sabores.

Los GPCR actuan a través de un mecanismo molecular similar. La activacion del GPCR por estimulos extracelulares
provoca cambios conformacionales en el receptor, que dan 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 subunidades a, B y y codificadas por genes distintos. La subunidad a es la responsable de la unién
de GDP y GTP. La unién de un ligando con un GPCR da como resultado una transicion de la subunidad a de una
forma unida a GDP a una forma unida a GTP y conduce a la activacion del heterotrimero mediante la disociacién del
a-GTP del dimero By. Tanto a-GTP como el dimero By regulan las actividades de una diversidad de efectores que
transmiten la sefial al interior de la célula mediante la produccién de moléculas segundos mensajeros (por ejemplo,
calcio, AMPc, etc.). Existen al menos 17 genes de Ga, y los miembros de proteinas G pueden agruparse en cuatro
clases principales denominadas Gai/o, Gag, Ga1s y Gaiz. Tras la unién al ligando, los GPCR pueden acoplarse a una
diversidad de proteinas G, conduciendo de este modo a la activacion de muchas rutas de sefializaciéon complejas,
que pueden complicar la lectura para el cribado de alto rendimiento (HTS) de GPCR.

La unién de un ligando a un GPCR particular inicia una sefial que se detecta midiendo algun cambio en las
propiedades de algun elemento de la ruta de sefializacién, principalmente segundos mensajeros como calcio
intracelular, AMP ciclico y metabolitos de fosfato de inositol. Una lectura universal para la mayoria de los GPCR es
beneficiosa para el descubrimiento de farmacos tanto por la simplicidad como por la desorfanizacién de receptores
sin ligandos conocidos. Se conoce en el estado de la técnica que ciertas proteinas G promiscuas enddégenas pueden
acoplarse con muchos GPCR [Wilkie TM, Scherle PA, Strathman MP, Slepak VZ y Simon MI. Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 88: 10049-10053 (1991)] y [Amatruda TT., Steele DA., Slepak VZ. y Simon MI. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:
5587-5591 (1991)] pero dichas proteinas G promiscuas enddgenas se expresan de forma natural solamente en
algunas células hematopoyéticas como células mielomonociticas y linfocitos T en seres humanos y células
mielomonociticas, linfocitos B y algunos linfocitos T en ratén y rata. No obstante, la expresion de la mayoria de los
GPCR es dificil de conseguir en la mayoria de las células hematopoyéticas.

Una alternativa es cotransfectar tanto un GPCR como un receptor acoplado a proteina G promiscuo en células no
hematopoyéticas, pero también existe la necesidad de expresar el GPCR en dichas lineas celulares a alto nivel para
mejorar la sensibilidad. Ademds, algunos investigadores desean usar células primarias para cribado, pero esas
células expresan normalmente niveles bajos de GPCR y por lo tanto la sensibilidad es baja. Una alternativa podria
ser transfectar el GPCR diana en dichas células primarias para mejorar la sensibilidad manteniendo, al mismo
tiempo, el fondo celular tan cercano como sea posible al de la enfermedad diana. Pero las células primarias son
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dificiles de transfectar, no pueden cultivarse in vitro durante periodos de tiempo largos y por lo tanto no pueden
transfectarse de forma estable. Por lo tanto, tanto para células no hematopoyéticas como para células primarias son
necesarios métodos mejorados para la expresion de GPCR.

Una tecnologia comun para cribar dianas farmacolégicas de GPCR es medir los cambios en el calcio intracelular tras
la unién de ligandos con el GPCR de una manera de alto rendimiento. Sin embargo, no todos los GPCR se acoplan
con Gaq conduciendo a la movilizacién del calcio.

Se conoce en el estado de la técnica que las células hematopoyéticas expresan proteinas G endégenas promiscuas
tales como Ga1s y/o Ga1e a altos niveles [Wilkie TM, Scherle PA, Strathman MP, Slepak VZ y Simon MI. Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 88: 10049-10053 (1991)] y [Amatruda TT., Steele DA., Slepak VZ. y Simon MI. Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 88: 5587-5591 (1991)]. Desafortunadamente muchos GPCR son dificiles de expresar a altos niveles en la
superficie celular, particularmente en la superficie de células hematopoyéticas.

Un método alternativo para acoplar a la ruta de calcio un receptor no acoplado a Gaq es cotransfectar una proteina
G promiscua (por ejemplo, Ga1s) o quimeras de Gaq para enlazar la activacion del GPCR a la movilizacion del calcio.
En este método también existe la necesidad de expresar el GPCR en la superficie celular a niveles adecuados para
el cribado.

En ocasiones ademas se desea usar lineas celulares primarias para cribar farmacos, particularmente para usar una
linea celular tan parecida como sea posible al tipo celular de la enfermedad diana para la que se van a desarrollar
los farmacos. Los niveles de GPCR enddgenos en la superficie celular son bajos para las células primarias y, por
tanto, solamente se han identificado en células primarias agentes de unién de alta afinidad. No obstante, las lineas
celulares primarias son dificiles de transfectar y no pueden cultivarse durante periodos largos de tiempo vy, por lo
tanto, normalmente no es posible la transfeccion estable.

Los GPCRs también son los receptores expresados en el bulbo olfatorio que median en el reconocimiento de olores.
Los seres humanos expresan aproximadamente 400 GPCRs funcionales en su bulbo olfatorio y los roedores
expresan aproximadamente 1.000 GPCRs funcionales. No obstante, la expresién de GPCRs en la superficie de
células heterdlogas es extremadamente baja. Una de las estrategias usadas para mejorar la expresion en la
superficie celular de GPCRs olfatorios en la superficie de células heterdlogas es el uso de chaperonas como RTP1S
y REEP solas o junto con secuencias N-terminales derivadas del receptor de rodopsina. Son necesarias nuevas
secuencias que mejoren la expresion en la superficie celular.

Se conoce bien en el estado de la técnica que la glicosilacion es una modificacion postraduccional habitual de
receptores acoplados a proteinas G de siete dominios transmembrana (GPCR). Se conocen en el estado de la
técnica dos formas comunes de glicosilacion: N-glicosilacion y O-glicosilacion. La N-glicosilacion es el proceso de
modificacion mediante oligosacaridos de asparagina o cadenas laterales de arginina, y es importante para el
plegamiento de algunas proteinas eucariotas. La N-glicosilacion sucede normalmente en eucariotas en el lumen del
reticulo endoplasmico. La O-glucosilacion implica la union del glucano con la cadena lateral de hidroxilo de serina o
de treonina mediante una N-acetilgalactosamina. La O-glucosilacion ocurre en el aparato de Golgi.

Aunque se ha mostrado que la glicosilacion es importante para el plegamiento de proteinas, el trafico y la direccion
de los receptores a la superficie celular, los ejemplos de glicosilacion que son relevantes para la expresion en la
superficie de GPCRs estan limitados a N-glicosilacién. De hecho, no hay ninguna técnica anterior con respecto a O-
glicosilacion en GPCRs. Como consecuencia, en la actualidad, no se sabe si la O-glicosilacion mejora la expresion
en la superficie de GPCRs o si la adicion de una secuencia heteréloga en el extremo amino terminal del GPCR
produce una O-glicosilacién y el efecto de dicha glicosilacion potencial en la expresion en superficie de GPCRs.

La sintesis y clasificacion intracelular del receptor de interleucina 2 (IL-2) se ha estudiado en una linea de células de
ovario de hamster chino (CHO) mutantes con un defecto reversible en la O-glicosilacion de proteinas (Kozarsky, KF
et al, Mol. Cell. Biol. 1988, 8 (8), 3357). Los receptores de IL-2 deficientes en carbohidratos se clasificaron
erroneamente y dieron como resultado muy poca expresion en la superficie. Se conocen en el estado de la técnica
varios otros receptores que estan ligados a O-glicosilacién por su expresién mejorada en superficie o su estabilidad
frente a la protedlisis aumentada. Son ejemplos de dichos receptores el receptor de lipoproteinas de baja densidad,
el factor de aceleracion de la degradacién y la proteina del antigeno principal de la envuelta del virus de Epstein-
Barr. No obstante, para otras proteinas secretadas y receptores tales como la gonadotropina coridnica humana
(Matzuk et al. 1987); la apoproteina E (Zanni et al (1989); la proteina de la envuelta del VIH gp120/41 no hay ningun
efecto de O-glicosilacion en sus niveles de expresion o estabilidad. No obstante, de nuevo, los ejemplos anteriores
no ensefian si existe O-glicosilacion en GPCRs y el efecto de dicha O-glicosilacion potencial en los niveles de
expresion en superficie de GPCRs. Ademas, los ejemplos anteriores usando receptores nativos no relacionados con
GPCRs no demuestran o anticipan que la adiciéon de dichas secuencias a GPCR heterélogos mejoren su expresion
en la superficie.

En la presente invencion se describe que ciertas secuencias de GPCR derivadas de virus, cuando se afiaden al
extremo amino terminal de GPCRs heterdlogos, mejoran su expresion en la superficie. También se ha demostrado
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que mutaciones de serinas y treoninas presentes en dichas secuencias de GPCRs derivadas de virus reducen
parcialmente, pero no toda, la mejora de la expresion en la superficie celular alcanzada por la inclusiéon de dichas
secuencias virales. Ademas, los inventores demuestran que dicha mejora en la expresién en la superficie de GPCRs
se consigue en células de origen tanto hematopoyético como no hematopoyético. Dichas células que expresan este
receptor modificado pueden usarse para ensayos basados en células, por ejemplo, para el descubrimiento de
farmacos, o membranas derivadas de dichas células deberian usarse en ensayos en los que se necesiten GPCRs.

Descripcion de la invencion

Como se ha indicado anteriormente, la presente invencién muestra sorprendentemente que la adiciéon de una
secuencia derivada de GPCR viral en el extremo amino terminal de GPCR mejora la expresion en la superficie
celular de dichos receptores. Esta mejora en la expresion en la superficie celular mediante una secuencia derivada
de GPCR viral puede alcanzarse en células eucariotas, por ejemplo, lineas celulares primarias o establecidas de
mamifero tales como lineas celulares hematopoyéticas o no hematopoyéticas.

En una realizacion particular de la presente invencion, la secuencia derivada del GPCR viral es SEQ ID NO: 1. En
una realizacion preferida la secuencia derivada del GPCR viral es una forma mas corta de SEQ ID NO: 1 designada
como SEQ ID NO: 2. En otra realizacion, las secuencias anteriores pueden estar presentes una vez o en tandem de
dos o mas secuencias. En una realizacion preferida, la SEQ ID NO: 1 codifica la SEQ ID NO: 8 y la SEQ ID NO: 2
codifica la SEQ ID NO: 9.

Las secuencias virales afiadidas al extremo amino terminal de los GPCRs se realizan como moléculas quiméricas de
ADN en las que las secuencias virales se afiaden, por ejemplo, entre una secuencia que codifica un marcador
peptidico y el segundo aminoacido que codifica un GPCR maduro. Dichas secuencias virales afiadidas en el
extremo amino terminal del GPCR se aislan preferentemente de marco abierto de lectura de BILF1 del virus Epstein-
Barr. Dichas secuencias cuando se afiaden al extremo amino terminal de GPCRs heterdlogos mejoran su expresion
en la superficie, mejorando el porcentaje de células positivas o mejorando la media o la mediana del numero de
moléculas de GPCR en la superficie de cada célula. Sin embargo, las secuencias de GPCR virales de la invencion
pueden derivar de otros beta y gammaherpesvirus, por ejemplo, de todos los miembros de la familia de
betaherpesvirus, por ejemplo, citomegalovirus (CMV), homologos que codifican GPCR y gamma2-herpesvirus, por
ejemplo, herpesvirus asociado con sarcoma de Kaposi (KSHV) y herpesvirus gamma1, por ejemplo, el virus Epstein-
Barr, también codifican homélogos de GPCRs. En ciertas realizaciones de la presente invencion, la secuencia
derivada de GPCR viral usada para mejorar la expresion de GPCR en la superficie se selecciona de los primeros 30
aminoacidos de un grupo de GPCR viral que comprende UL33, M33, R33, UL78, M78, R78, US27 y US28.

En otra realizacion preferida, los vectores que comprenden la secuencia derivada de GPCR viral de la invencion
también comprenden un acido nucleico que codifica un péptido sefial para mejorar adicionalmente la expresion en la
superficie (sobreexpresion) y/o un acido nucleico que codifica un etiqueta de secuencia para la deteccion y/o
separacion en la superficie de células positivas para el GPCR, por ejemplo, mediante citometria de flujo o por perlas
magnéticas.

En otra realizacion de la presente invencion, la secuencia derivada del GPCR viral esta transfectada de forma
estable en una linea celular. En una realizacion preferida, la secuencia derivada de GPCR viral de la invencion esta
transfectada de forma transitoria en una linea celular eucariota o en una célula primaria eucariota. En una realizacién
adicional de la presente invencion, se clasifican lineas celulares o células primarias transfectadas de forma
transitoria o estable con el GPCR para la separacion fisica de células positivas para GPCR. En una realizacion, la
célula transfectada con un GPCR que comprende al menos una secuencia derivada de GPCR viral heterélogo, es
una célula eucariota. En una realizacion especifica la célula transfectada con un GPCR que comprende al menos
una secuencia heterdloga derivada de GPCR viral es una célula hematopoyética de mamifero o una célula no
hematopoyética de mamifero.

En una realizacién de la presente invencién, el GPCR que comprende al menos una secuencia heteréloga derivada
de GPCR viral se expresa bajo el control de un promotor constitutivo. En una realizacién adicional, los promotores se
seleccionan de promotores no silenciados para la linea celular especifica para transfectar. En una realizacion
adicional, mas los promotores no silenciados se seleccionan de promotores ubicuos o virales. En una realizacion,
pueden seleccionarse promotores adecuados para la expresion de GPCR constitutiva de un grupo que comprende
promotores de factor de elongacion 1-alfa de ratén o de ser humano (SEQ ID NO: 3), promotores de fosfoglicerato
quinasa (SEQ ID NO: 4) de especies humana, de ratén y de rata, promotor de virus de sarcoma de Rous (VSR)
(SEQ ID NO: 5), 5’LTR del promotor del virus de leucemia murina de Moloney MoMLV-5’LTR (SEQ ID NO: 6) y el
promotor de ubiquitina de especies humana, de ratén y de rata. Dichos promotores no se silencian a lo largo del
tiempo cuando se usan células hematopoyéticas en los métodos de la presente invencion y también son adecuados
cuando se usan células no hematopoyéticas en los métodos de la presente invencién. En otra realizacion de la
presente invencion, son promotores adecuados para expresion en la superficie del GPCR promotores inducibles.

En una realizacién de la presente invencion, el GPCR que comprende al menos una secuencia heterdloga derivada
de GPCR viral se expresa bajo el control de un promotor inducible. En una realizaciéon particular, se seleccionan
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promotores inducibles adecuados de un grupo que comprende promotor inducible por tetraciclina, promotor inducible
por ecdisona, promotor inducible por cumato y promotor inducible por progesterona.

Como se ha descrito anteriormente, se introducen secuencias de acido nucleico exégenas que codifican uno o mas
GPCRs con al menos una secuencia heteréloga derivada del GPCR viral en la regién amino terminal en células
eucariotas. Como se usa en el presente documento, una secuencia de acido nucleico exégena se refiere a una
secuencia de acido nucleico que no aparece de forma natural en la célula y/o se ha introducido en una célula (por
ejemplo, una célula hospedadora, una célula progenitora (antecesora)). Puede usarse en la presente invencion
cualquier secuencia de acido nucleico (por ejemplo, ADN, ARN) que pueda codificar un GPCR con al menos una
secuencia heterdloga derivada de GPCR viral tal como SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 2 en la regién amino terminal y
que se expresa de forma exdgena en la presente invencion.

Se conoce bien en la técnica la introduccion de secuencias de acido nucleico exdégenas, y puede aplicarse, por
ejemplo, mediante transfeccion. En una realizacién, una secuencia de acido nucleico exégena que codifica un GPCR
con al menos una secuencia heterdloga derivada de GPCR viral en la regiéon amino terminal se introduce en una
célula como un plasmido o vector. En una realizacidn de la presente invencion la transfeccién puede ser transfeccion
transitoria o estable.

En una realizacién, la invencion se refiere a un plasmido o vector que comprende una secuencia de acido nucleico
que codifica un GPCR con al menos una secuencia heteréloga derivada del GPCR viral tal como SEQ ID NO: 1 o
SEQ ID NO: 2 en la regidon amino terminal, en el que el GPCR se expresa a un alto nivel. En otra realizacion, el
plasmido comprende la secuencia de acido nucleico que codifica un receptor acoplado a proteina G (GPCR) con al
menos una secuencia heterdloga derivada de GPCR viral tal como SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 2 en la region
amino terminal, en el que la secuencia de acido nucleico que codifica el GPCR comprende ademas un promotor que
esta unido operativamente con el GPCR.

En una realizaciéon particular un vector Gtil para expresiéon de GPCR constitutiva es P-MoMLV-5'LTR-SP-cmyc-
marcador-VGS-MCS-poliA (SEQ ID NO: 7) que comprende un promotor constitutivo fuerte que no se silencia en
células hematopoyéticas o células no hematopoyéticas, un péptido sefial para ayudar a la translocacion a través de
la membrana, un marcador para seleccidon de las células con el GPCR en la superficie, una secuencia heterdloga
derivada del GPCR viral para mejorar la expresion de membrana y una secuencia de poliadenilacion para estabilizar
el ARN mensajero. Si la secuencia del promotor P-MoMLV5'LTR en el vector de secuencia SEQ ID NO: 7 se
reemplaza por el promotor inducible de tetraciclina, entonces se obtiene un vector adecuado para la expresion del
GPCR inducible. La presente invencion es la primera en demostrar que la adicion de SEQ ID NO: 1 0 SEQ ID NO: 2,
una secuencia heteréloga derivada de GPCR viral, en el extremo N-terminal de un GPCR, mejora la expresién del
receptor en la superficie celular en células eucariotas y que esta mejora no se restringe a células hematopoyéticas
de mamifero como se ha descubierto previamente por los inventores.

Las células con expresion mejorada de GPCRs en la superficie de la presente invencion, son en general Utiles para
ensayar interacciones entre al menos dos moléculas, actuando al menos, una como ligando agonista y al menos un
GPCR. Por ejemplo, en el descubrimiento de farmacos se ensayan miles e incluso millones de moléculas pequefas
frente a una diana para encontrar moléculas pequefias que modifiquen la actividad de dicha diana. En un ejemplo
particular, los compuestos se criban con respecto a agonistas o antagonistas de receptores acoplados a proteina G,
una clase de receptores altamente utilizable como farmaco. Dichas interacciones pueden probarse usando ensayos
basados en células o fracciones enriquecidas en membrana de células con expresién mejorada de GPCR en la
superficie. Son ejemplos de ensayos basados en células: ensayos sin marcador, ensayos dependientes de
segundos mensajeros que miden los niveles de, por ejemplo, calcio intracelular, AMP ciclico y metabolitos de fosfato
de inositol. Son ejemplos de usos de fracciones de membrana de células positivas para GPCR tecnologias de
exploracion basadas en afinidad tales como ensayos de union a radioligando y sensores de resonancia a plasmon
superficial recubiertos con fracciones de membrana de células que expresan GPCR en su superficie. Ademas, los
sensores basados en GPCR con secuencias derivadas de GPCR viral pueden usarse para diagnostico, en particular
sensores para deteccion de compuestos organicos volatiles. Pueden usarse plasmidos con secuencias derivadas de
GPCR viral para el desarrollo de lineas celulares con expresiéon mejorada de GPCRs como poblaciones celulares
bien estables o bien transitorias, para usar en ensayos basados en células o para la produccion de fracciones de
membrana enriquecidas en GPCR.

Por lo tanto, la presente invencion también comprende métodos y kits para ensayar si un compuesto interacciona
con un GPCR y/o para cuantificar la interaccion entre un GPCR y un compuesto. Dicho kit comprende al menos: una
linea celular o una fraccion de membrana enriquecida de una linea celular que comprende un receptor acoplado a
proteina G con al menos una secuencia heterdéloga derivada de GPCR viral en el extremo amino terminal bajo el
control de un promotor adecuado. Dicha linea celular también puede expresar una proteina G promiscua
transfectada o enddégena. Para ensayos basados en células, el kit anterior deberia comprender también un sustrato
para la determinacion de la actividad de GPCR (por ejemplo, un sustrato fluorescente para medir la elevacion de
calcio intracelular o un sustrato de aequorina o un sustrato para medir la exocitosis regulada por células).

Las mejoras de la expresién en la superficie celular alcanzadas en la presente invencion ofrecen la posibilidad de
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preparar membranas enriquecidas en GPCRs, por ejemplo, para ensayos de union a radioligando o para ensayos
funcionales con células vivas tales como ensayos sin marcador, ensayos de segundos mensajeros como
movilizaciéon de calcio intracelular, aumento de AMPc, produccion de fosfatos de inositol o liberacién de enzimas
almacenadas en granulos en células hematopoyéticas con exocitosis regulada profesional.

Las siguientes expresiones se definen solamente para el fin de la presente invencion:

* Receptor de superficie: se refiere a moléculas que aparecen en la superficie de células, interaccionan con el
ambiente extracelular y transmiten o transducen la informacion con respecto al ambiente intracelularmente, de
una manera que modula en Ultima instancia la transcripcion de promotores especificos, dando como resultado la
trascripcion de genes especificos. Son ejemplos de receptores de superficie receptores de tirosina quinasa,
receptores de canales de iones, receptores de citoquinas, receptores acoplados a proteinas G (GPCR) tales
como receptores peptidicos quimioatrayentes, receptores neuropeptidicos, receptores ligeros, receptores de
neurotransmisores, receptores de hormonas polipeptidicas o receptores de odorizantes.

* Receptores acoplados a proteina G (GPCRs), 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-terminal extracelular y un extremo C-terminal citoplasmatico. La union de
ligandos a GPCRs promueve cambios conformacionales que conducen al acoplamiento a proteina G pequefia, el
inicio de rutas de transducciéon de sefales y en Ultima instancia, a respuestas celulares. Los ligandos que se
unen con Yy activan estos receptores incluyen compuestos sensibles a la luz, odorizantes, feromonas, hormonas y
neurotransmisores, y varian de tamafio de moléculas pequefias a péptidos a grandes proteinas. Se encuentran
receptores acoplados a proteina G solamente en eucariotas superiores, incluyendo levaduras, plantas vy,
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
GPCRs 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 union a GTP (proteinas G). Las proteinas G son de naturaleza heterotrimérica y estan
compuestas de subunidades a, 8, y y codificadas por genes distintos. La subunidad a es la responsable de la
unién de GDP y GTP. La unién de un ligando con un GPCR da como resultado una transicion de la subunidad a
de una forma unida a GDP a una forma unida a GTP y conduce a la activacion del heterotrimero mediante la
disociacién del a-GTP del dimero By. Tanto a-GTP como el dimero By 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 de Ga, y los miembros de proteinas G
pueden agruparse en cuatro clases principales denominadas Gai/o, Gaq, Ga1s y Ga12. Tras la union a ligando los
GPCR puede acoplarse a una diversidad de proteinas G, conduciendo de este modo a la activacién de muchas
rutas de sefializacién complejas, que pueden complicar la lectura para exploracién de alto rendimiento (HTS) de
GPCR.

+ "Secuencia heteréloga derivada de GPCR viral" o una "secuencia derivada de GPCR viral": para el fin de
la presente invencion, se refiere a cualquier secuencia derivada de organismos no eucariotas, principalmente
virus, transfiriéndose dicha secuencia a células eucariotas, que actian como receptores, preferentemente por
medio de vectores de expresion, para conseguir su expresion dentro de la célula eucariota (es decir expresion
heterdloga). Como ejemplo, la presente invencion comprende secuencias heterdlogas derivadas de virus (SEQ
ID NO: 1y 2) que se transfieren a células eucariotas para mejorar la expresion de receptores de proteina G.
Como se usa en el presente documento, esta expresién describe secuencias desde la metionina como el primer
codén de la secuencia codificante de un GPCR viral hasta el Gltimo aminoacido del extremo amino terminal
extracelular de dicha secuencia de GPCR viral antes de la region transmembrana 1 del GPCR viral anteriormente
mencionado. Como se usa en los métodos de la presente invencion, esta expresion también significa
preferentemente, por ejemplo, secuencias o fragmentos de secuencias virales, aislados de GPCR de herpesvirus
beta y gamma de mamifero.

» Células hematopoyéticas: son células derivadas de células madre de la médula 6sea y comprenden todos los
tipos celulares sanguineos que incluyen los linajes tanto mieloide (monocitos y macréfagos, neutréfilos, baséfilos,
eosindfilos, eritrocitos, megacariocitos/plaquetas y algunas células dendriticas) como linfoides (linfocitos T,
linfocitos B, linfocitos NK, algunas células dendriticas). Por el contrario, las células que no derivan de la médula
6sea se conocen como células no hematopoyéticas.

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

» Linea celular con exocitosis regulada: se refiere a lineas celulares generalmente disefiadas para expresar un
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reportero almacenado en granulos que se libera al medio de cultivo mediante un modulador de la exocitosis
como un receptor de superficie celular, tal como un GPCR, después de una unién a ligando agonista. 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 usarse indistintamente. Todas estas
expresiones también incluyen su descendencia. Se entiende que toda la descendencia puede no ser idéntica
debido a mutaciones deliberadas o involuntarias.

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 modificaciones
con respecto a afinidad, efectos secundarios, biodisponibilidad, pero también ensayo del efecto de un farmaco
previamente lanzado al mercado en una nueva indicacidon terapéutica, un proceso también conocido como
redefinicion.

Gen: como se usa en el presente documento, un gen estd 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.

“Introducido de forma estable”, “transformado de forma estable”, “transducido de forma estable”,
“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 usados, solamente una fraccion de las células puede integrar el ADN ajeno en su genoma. Para
identificar y seleccionar estos integrantes, se introduce en general un gen que codifica un marcador
seleccionable (por ejemplo, resistencia a antibidticos) 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. El acido nucleico que codifica un marcador seleccionable puede introducirse en una
célula hospedadora en el mismo vector que el que codifica un producto de traduccion detectable o puede
introducirse en un vector separado. Las células transfectadas de forma estable con el &cido nucleico introducido
pueden identificarse por seleccién farmacolégica (por ejemplo, las células que han incorporado el gen marcador
seleccionable sobreviviran, mientras que las otras células moriran).

Receptores quiméricos: son receptores basados en un receptor artificial que combinan partes de un receptor
con partes de otro receptor, fragmentos proteicos, secuencias marcadoras o cualquier combinacion de los
mismos, incluyendo tanto dominios completos como parte de los mismos. En general, una proteina quimérica o
“proteina de fusion” es un polipéptido que comprende al menos una parte del producto proteico deseado
fusionada con al menos otra secuencia peptidica o con otro polipéptido.

Vector, vector plasmidico o plasmido: el término “vector” se refiere 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 “exégena”, lo que significa que es ajena a la célula en la
que se introduce el vector, o que la secuencia es homologa a 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, cdésmidos, virus (bacteriéfagos virus animales y virus vegetales) y cromosomas
artificiales (por ejemplo, YAC).

Vector de expresion: la expresion “vector de expresion” se refiere a cualquier tipo de construcciéon genética que
comprende un acido nucleico que codifica ARN capaz de transcribirse. En algunos casos, las moléculas de ARN
se traducen después en 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 expresiéon pueden
contener una diversidad de “secuencias de control”, que se refieren a secuencias de acido nucleico necesarias
para la transcripcion y posiblemente traduccion de una secuencia codificante unida operativamente en una célula
hospedadora particular. Ademas de las secuencias de control que dominan la transcripcion y traduccion, los
vectores y vectores de expresion pueden contener secuencias de nucledtidos que también cumplen otras
funciones y se describen posteriormente.

Promotor: es una region reguladora del ADN localizada aguas arriba de un gen, que proporciona un punto de
control para la transcripcion génica regulada. Puede contener elementos genéticos a los que pueden unirse
proteinas y moléculas reguladoras, 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”, “ligado
operativamente”, “bajo el control” y “bajo el control transcripcional” significan que un promotor esta en una
localizacién y/u orientacion funcional correcta en relaciéon con una secuencia de acido nucleico para controlar el
inicio de la transcripcién y/o expresion de esa secuencia.

Péptido senal o una secuencia sefal: 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 sefiales de direccion, secuencias sefal, péptidos de transito o sefiales de localizacién. 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, el apoplasto y
peroxisoma. Algunos péptidos sefial se escinden de la proteina por peptidasa sefial después de transportarse las
proteinas.

Etiqueta de secuencia: es una subsecuencia corta de una secuencia de ADNc que puede usarse para
identificar transcritos génicos, y estan implicadas en general en el descubrimiento génico y la determinacion de
secuencia génica, por ejemplo, con anticuerpos, cuando no estan disponibles anticuerpos especificos para la
proteina o para purificacion de proteinas. Son ejemplos de etiquetas peptidicas conocidas que podrian usarse
para deteccion en la superficie celular y separacion la etiqueta c-myc, la etiqueta HA y la etiqueta FLAG sup.TM.
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En general cualquier etiqueta peptidica para la que esté disponible una proteina de unién especifica podria
usarse para deteccion en superficie y/o separacion siempre que dicha proteina de unién especifica se marque
directa o indirectamente con un fluoréforo o por ejemplo con una perla para separacion de superficie.

* Marcador seleccionable, secuencia marcadora seleccionable o gen marcador seleccionable: es un gen
introducido en una célula que confiere un rasgo adecuado para seleccion artificial. Son un tipo de gen reportero
usado en microbiologia de laboratorio, biologia molecular e ingenieria genética para indicar el éxito de una
transfeccion u otro procedimiento que se pretende que introduzca ADN ajeno en una célula. Los marcadores
seleccionables son con frecuencia genes de resistencia a antibiéticos; se cultivan bacterias que se han sometido
a un procedimiento para introducir ADN ajeno en un medio que contiene un antibiético, y las colonias bacterianas
que pueden crecer han captado con éxito y han expresado el material genético introducido.

* Transformacién o transfeccion: como se usa en el presente documento, se refiere a la introduccion de ADN
ajeno en las células (por ejemplo, células procariotas o eucariotas). La transformacion puede conseguirse por
una diversidad de medios conocidos en la técnica incluyendo coprecipitacion de ADN con fosfato calcico,
transfeccion mediada por DEAE-dextrano, transfeccion mediada por polibreno, electroporacion, microinyeccion,
fusion de liposomas, lipofeccion, fusion de protoplastos, infeccidon retroviral y biolistica. En particular, la
transfecciéon en células eucariotas podria ser transitoria cuando no se incluye un antibiético adecuado en el
medio de cultivo celular para la seleccion de las 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 se van a seleccionar con un antibiético. Aunque podria usarse transfeccion transitoria
en los métodos de la presente invencion son células preferidas las hechas estables por seleccion de antibidticos.

» Expresion mejorada del receptor GPCR en la superficie de células: esta expresion significa en el contexto de
la presente memoria descriptiva, que la expresion de dichos receptores aumenta cualitativamente (mas
expresion por célula) o cuantitativamente (mas células que lo expresan). Ese concepto por lo tanto también
significa o comprende el hecho experimental de que las células que no expresaron el GPCR en su superficie,
comienzan a expresarlo. Por analogia, el término “sobreexpresion” con respecto a la presente descripcion
significa lo mismo, cambiando lo que deba cambiarse, que la expresidon expresion mejorada cuando hace
referencia a la expresion cualitativa por célula.

» Comprendiendo: este término, a lo largo de la presente descripcion de patente, incluye, especificamente, el
término “consistiendo”, cuando se refiere, particularmente, a secuencias bioldgicas, como secuencias de
aminoacidos o nucledtidos. Significa que la secuencia puede comprender un fragmento en el que reside
principalmente la invencion, tomada como actividad biologica o efecto técnico, opcionalmente junto con otros
fragmentos de secuencia o partes de secuencia; o simplemente, restringiéndose precisamente al fragmento
como tal.

Una realizacion de la presente invencién se refiere al uso de una secuencia de acido nucleico como se representa
en SEQ ID NO: 2 o una secuencia de acido nucleico que codifica la secuencia de aminoacidos como se representa
en SEQ ID NO: 9 o una secuencia de acido nucleico que codifica la secuencia de aminoacidos LAAMAPGAAVGA o
una secuencia de acido nucleico que codifica la secuencia de aminoacidos LAAMAPGATVGT, para mejorar la
expresion en la superficie celular de un receptor acoplado a proteina G eucariota (GPCR) en células eucariotas in
vitro. En una realizacion preferida el receptor eucariota GPCR se sobreexpresa en células eucariotas in vitro. Otra
realizaciéon de la presente invencion se refiere a una secuencia de acido nucleico aislada como se representa en
SEQ ID NO: 2 o una secuencia de acido nucleico que codifica la secuencia de aminoacidos como se representa en
SEQ ID NO: 9 o una secuencia de acido nucleico que codifica la secuencia de aminoacidos LAAMAPGAAVGA o una
secuencia de acido nucleico que codifica la secuencia de aminoacidos LAAMAPGATVGT.

Otra realizaciéon de la presente invencion, se refiere a una secuencia de acido nucleico que codifica un receptor
acoplado a proteina G (GPCR) que comprende un GPCR eucariota y la secuencia de aminoacidos como se
representa en SEQ ID NO: 9 o la secuencia de aminoacidos LAAMAPGAAVGA o la secuencia de aminoacidos
LAAMAPGATVGT, en la que la secuencia de acido nucleico que codifica la secuencia de aminoacidos como se
representa en SEQ ID NO: 9 se representa en SEQ ID NO: 2. En una realizaciéon aun preferida dicha secuencia de
acido nucleico comprende ademas una secuencia de nucleétidos que codifica un péptido sefal para mejorar la
expresion en la superficie y/o secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia etiqueta para la deteccion en la
superficie celular y/o separacion de células que expresan de forma positiva la secuencia de acido nucleico. En una
realizacién aun preferida, la secuencia comprende ademas un promotor, en el que dicho promotor es un promotor
inducible o un promotor constitutivo; en el que el promotor inducible se selecciona de: promotor inducible por
tetraciclina, promotor inducible por ecdisoma, promotor inducible por cumato y promotor inducible por progesterona;
y el promotor constitutivo se selecciona del grupo de secuencias que consiste en SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ
ID NO: 5y SEQ ID NO: 6.

Otra realizacidon de la presente invencion se refiere a un vector de expresion, preferentemente un plasmido, que
comprende la secuencia de acido nucleico descrita anteriormente o como se representa en SEQ ID NO: 7.

Otra realizaciéon de la presente invencion se refiere a una célula no humana transfectada con las secuencias de
acido nucleico anteriormente citadas o con dicho plasmido o vector de expresion. En una realizacion preferida la
célula aislada es una célula eucariota preferentemente una célula hematopoyética.
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Otra realizacion de la presente invencion se refiere al uso de las células anteriormente mencionadas para cribar la
actividad o influencia de compuestos candidatos en un GPCR eucariota.

Otra realizacién de la presente invencion se refiere a un GPCR que comprende un GPCR eucariota y las secuencias
de aminoacidos como se representan en SEQ ID NO: 9, o la secuencia de aminoacidos LAAMAPGAAVGA o la
secuencia de aminoacidos LAAMAPGATVGT.

Otra realizacion de la presente invencion se refiere al uso de dicho GPCR para cribar la influencia de compuestos
candidatos en un receptor eucariota GPCR.

Otra realizacion de la presente invencion se refiere a una fraccion de membrana celular que comprende el GPCR
descrito anteriormente.

Otra realizacién de la presente invencién se refiere al uso de dicha fraccion de membrana celular para cribar la
influencia de compuestos candidatos en un receptor eucariota GPCR.

Otra realizacion de la presente invencion se refiere al kit para ensayar la interaccion de un compuesto candidato con
un GPCR eucariota que comprende una linea celular de acuerdo con las células anteriormente descritas, o dicha
fraccion de membrana celular que comprende el GPCR, o el GPCR anteriormente mencionado y un sustrato para
determinaciéon de la actividad del receptor eucariota. En una realizacion preferida, el sustrato es un sustrato
fluorescente para medir la elevacién de calcio intracelular, un sustrato de aequorina o un sustrato para medir la
exocitosis regulada por células.

Otra realizacién de la presente invencion se refiere a un método in vitro para ensayar la interaccion de un compuesto
candidato con un receptor eucariota GPCR que comprende la adiciéon del compuesto candidato a un medio de
cultivo junto con una linea celular de acuerdo con las células anteriormente mencionadas, o con dicha fraccion de
membrana celular que comprende GPCR, o el GPCR anteriormente mencionado y la determinacion de la actividad
de GPCR eucariota. En una realizacion preferida la determinacion de la actividad delGPCR eucariota se lleva a cabo
por medio de un sustrato, en el que el sustrato se selecciona de: un sustrato fluorescente para medir la elevacién de
calcio intracelular, un sustrato de aequorina o un sustrato para medir la exocitosis regulada por células.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1. Mapa del vector plasmidico con resistencia a neomicina usado para expresar un receptor de superficie
funcional, tal como un GPCR, usando el péptido sefial de la cadena kappa de inmunoglobulina de ratén, una
etiqueta c-myc para la deteccién en la superficie con anticuerpo monoclonal anti-cmyc y una secuencia derivada de
GPCR viral para la sobreexpresiéon bajo el control del promotor MOMLV5'LTR (A) o bajo el control del promotor
inducible por tetraciclina (B).

Ejemplos

Ejemplo 1. Influencia de las combinaciones de promotores, péptidos senal y la secuencia heteréloga del
GPCR viral para la expresion del GPCR en la superficie de células hematopoyéticas.

Se desarrollaron vectores para la expresion estable de GPCRs en células hematopoyéticas con exocitosis regulada
profesional bajo el control de los siguientes promotores: 5-LTR de virus de la leucemia de Moloney (MOMLV5'LTR,
SEQ ID NO: 6), promotor de fosfoglicerato quinasa humana (SEQ ID NO: 4) y promotor del factor de elongacion 1
alfa humano (hEF1alfa, SEQ ID NO: 3). Todos los vectores tuvieron el gen de resistencia a neomicina para la
seleccion de células eucariotas estables, el péptido sefial de la inmunoglobulina kappa de ratéon seguido de una
etgiqueta c-myc (péptido EQKLISEEDLN) y el GPCR completo sin la metionina en la posicion 1. Cada vector se
introdujo individualmente por electroporacion usando un microporador (Digital Bio Technology, Corea del Sur) en
RBL-2H3 y después de 48 horas se afiadid neomicina a 500 pug/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-etiqueta cmyc (anti-cmyc-FITC, clon 9E10, Sigma-Aldrich,
Estados Unidos) para expresion en superficie. Basandose en la expresion en la superficie, los GPCRs se clasificaron
en tres categorias: GPCRs que eran positivos con todos los promotores ensayados con el receptor de interleucina 8
humano como prototipo; GPCRs 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 promotor 5’-LTR de virus de leucemia
de Moloney) y GPCRs que eran negativos con todos los promotores ensayados con el receptor HTR1B como
prototipo. Por lo tanto, se desarrollaron nuevos vectores con el receptor HTR1B humano como un prototipo de un
receptor que es dificil de expresar en células hematopoyéticas como RBL-2H3. Se desarrollaron vectores para la
expresion estable de HTR1B humano en células RBL-2H3 con exocitosis regulada profesional bajo el control de los
siguientes promotores: 5-LTR de virus de la leucemia de Moloney (MoMLV5'LTR, SEQ ID NO: 6), promotor de
fosfoglicerato quinasa humana (SEQ ID NO: 4) y promotor del factor de elongacién 1 alfa humano (hEFlalfa, SEQ ID
NO: 3). 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 una etiqueta c-myc (péptido EQKLISEEDLN), una
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secuencia derivada de una secuencia de GPCR viral (VGS, SEQ ID NO: 2) y el HTR1B humano completo sin la
metionina en la posicion 1. Dicha secuencia heteréloga derivada de GPCR viral se incluyé para probar si la
expresion en superficie se mejora mediante ciertas secuencias heterélogas derivadas de GPCR viral. Cada vector se
introdujo individualmente por electroporacién usando un microporador (Digital Bio Technology, Corea del Sur) en
RBL-2H3 y después de 48 horas se afiadié 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 anticuerpo anti-etiqueta cmyc (anti-cmyc-FITC, clon 9E10, Sigma-Aldrich, Estados Unidos) para
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-etiqueta cmyc. Se indicd 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. Para las células positivas se tomo la intensidad de fluorescencia media (IFM) como un marcador de la
densidad de receptor en la superficie de las células positivas. Los resultados se muestran en la siguiente Tabla 1:

Tabla 1
Secuencia derivada de Porcentaje de células| Intensidad de fluorescencia
Promotor GPCR viral (VGS) en|positivas después de media de células positivas
vector (si o no) seleccion (IFM)
Promotor hPGK No VGS <2 -
Promotor hPGK Si 5,6 49,2
Promotor hEF1 alfa No VGS <2 -
Promotor hEF1 alfa Si 10 56,9
Promotor MOMLV5'LTR |No VGS <2 -
Promotor MOMLV5’LTR | Si 13,7 40,3
Promotor VSR No VGS 5 29,3
Promotor VSR Si 5,6 82,4

Por lo tanto, para HTR1B la inclusion de una secuencia heterdloga derivada de GPCR viral en el vector para
aumentar la expresion en la superficie fue positiva con todos los promotores ensayados. Curiosamente, para un
nuevo promotor ensayado con respecto a la expresién de HTR1B, la inclusiéon de una secuencia heter6loga derivada
de GPCR viral no mejora el porcentaje de células positivas, pero la IFM de células positivas aumenté 2,8 veces.
Cuando se desarrollaron vectores para el nuevo GPCR que incluia la VGS y el promotor hEF1alfa o el promotor
MoMLV-5'LTR y los vectores transfectados de forma estable con el VGS, rindieron casi igual o mejor que sus
homdlogos negativos para VGS. Dichos GPCRs ensayados hasta la fecha incluyeron: BDKRB1, AGTR1, CX3CR1,
GRM4, AVPR2, DRD1, DRD2, EDNRB, TACR3, ADORA3, HTR1B, CHRM2, IL8RA, NPY1R, ADRA2A, ADRAB2,
CCKBR, SSTR2, MC1R, BB2R y CHHR1. Los mismos resultados también sucedieron en otras células
hematopoyéticas como las células 32D y P815 y los resultados mostrados para HTR1B en RBL-2H3 son
representativos del efecto de una secuencia heteréloga derivada de GPCR viral en la expresion en la superficie de
todos los GPCRs ensayados en varias lineas celulares hematopoyéticas. Por lo tanto, los resultados anteriores
indican que la adicién de una secuencia heteréloga derivada de GPCR viral a un GPCR mejora la expresion en la
superficie y es por lo tanto util para los métodos de la presente invencion.

Ejemplo 2. Influencia de la secuencia heteréloga derivada de GPCR viral para expresion en la superficie de
GPCRs en otras células eucariotas.

Se desarrollaron vectores para la expresion estable de GPCRs en células hematopoyéticas sin exocitosis regulada
profesional bajo el control del 5-LTR de virus de la leucemia de Moloney (MoMLV5'LTR, SEQ ID NO: 6), un buen
promotor para la expresion de GPCRs ensayados previamente para mas de 20 GPCRs diferentes. El vector tenia el
gen de resistencia a neomicina para la seleccion de células eucariotas estables, el péptido sefal de la
inmunoglobulina kappa de raton seguido de una etiqueta c-myc (péptido EQKLISEEDLN) y el GPCR HT1BR
completo sin la metionina en la posicién 1. Este GPCR es un prototipo de un receptor que es dificil de expresar en
RBL-2H3. Se desarrollaron dos vectores: uno con una secuencia heterdloga derivada de GPCR viral (VGS) y uno sin
VGS. Cada vector se introdujo individualmente por electroporacion usando un microporador (Digital Bio Technology,
Corea del Sur) en WEHI-3B, una linea celular de leucemia mielomonocitica de ratén (DSMZ, ACC26) y en
BW5147.G.1.4.ovar.1, una linea de linfocitos T de linfoma de ratén (cultivos HPA, Cat. n.° 88100507) y después de
48 horas se afadid neomicina al cultivo para la seleccion. Después de la seleccién durante aproximadamente 2
semanas, las células se analizaron por citometria de flujo (Guava Technologies, Estados Unidos) con anticuerpo
anti-etiqueta cmyc (anti-cmyc-FITC, clon 9E10, Sigma-Aldrich, Estados Unidos) para expresion en la superficie. Los
resultados se muestran en la siguiente Tabla 2:
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Tabla 2

Secuencia derivada de GPCR Por(_:e_;ntaje de ’celulas Inter_|5|dad de} quorescgpma
Promotor - . positivas después de media de células positivas

viral (VGS) en vector (si o no) L .

seleccion (IFM)

Células WEHI 3B
Promotor
MoMLV5'LTR No VGS 30,58 16,92
Promotor ,
MoMLV5’LTR Si 50,24 18,81
Células BW5147
Promotor
MoMLV5'LTR No VGS 2,70 20,90
Promotor ,
MOMLVS'LTR | 39,6 17,13

Por lo tanto, la inclusién de una secuencia derivada heteréloga de GPCR viral en el vector aumenta la expresion en
la superficie de HT1BR tanto en células WEHI-3B como en células BW5147. Aunque en la primera linea celular la
mejora es de aproximadamente el 30 % a aproximadamente el 50 % para una relacion de 1,6 veces, el efecto en las
células BW5147 es aproximadamente 15 veces mayor porcentaje de células con expresion en superficie. Por tanto,
VGS es una secuencia que cuando se afiade al extremo amino terminal del GPCR mejora su expresiéon en la
superficie en lineas celulares hematopoyéticas sin exocitosis profesional.

Ejemplo 3. Influencia de la secuencia heteréloga derivada de GPCR viral en la expresion en la superficie de
GPCRs en células no hematopoyéticas.

Se desarrollaron vectores para la expresiéon estable de GPCRs en células de mamifero bajo el control de los
siguientes promotores: 5-LTR de virus de la leucemia de Moloney (MoMLVS'LTR, SEQ ID NO: 6), promotor de
fosfoglicerato quinasa humano (SEQ ID NO: 4) y promotor de factor de elongacion 1 alfa humano (hEF1alfa, SEQ ID
NO: 3). Todos los vectores tuvieron el gen de resistencia a neomicina para seleccion de las células eucariotas
estables, el péptido sefal de la inmunoglobulina kappa de ratén seguido de una etiqueta c-myc (péptido
EQKLISEEDLN), una secuencia heterdloga derivada de un GPCR viral (VGS, SEQ ID NO: 2) y el HTR1B de
humano completo sin la metionina en la posicion 1. Dicha secuencia heteréloga derivada de GPCR viral se incluyé
para probar si la expresion en la superficie mejora por ciertas secuencias derivadas de GPCR viral heterélogo en
lineas celulares no hematopoyéticas. Cada vector se introdujo individualmente por electroporacion usando un
microporador (Digital Bio Technology, Corea del Sur) en células HEK293 (DSMZ, ACC305) y después de 48 horas
se afiadié neomicina a 1000 pg/ml al cultivo para la seleccion. Después de la seleccidon durante aproximadamente 2
semanas, las células se analizaron por citometria de flujo (Guava Technologies, Estados Unidos) con anticuerpo
anti-etiqueta cmyc (anti-cmyc-FITC, clon 9E10, Sigma-Aldrich, Estados Unidos) para la expresiéon en la superficie.
Los resultados se expresaron como el porcentaje de células positivas después de restar los valores de las células
HEK293 no transfectadas incubadas con el mismo anticuerpo anti-etiqueta cmyc. Se indicé un porcentaje de menos
del 2 por ciento como tal y se considerd negativo ya que el aislamiento de dichas células positivas por MACS no tuvo
éxito. Para las células positivas se tomo la intensidad de fluorescencia media (IFM) como un marcador de densidad
del receptor de superficie en la superficie de células positivas. Los resultados se muestran en la siguiente Tabla 3:

Tabla 3
Secuencia derivada dePorcentaje de célulasjintensidad de fluorescencial
Promotor GPCR viral (VGS) en vectorpositivas después demedia de células positivas
(si o no) seleccion (IFM)
Promotor hPGK No VGS 6,88 28,36
Promotor hPGK Si 14,48 38,96
Promotor hEF1alfa No VGS 11,48 29,85
Promotor hEF1alfa Si 17,52 46,51
Promotor MOMLV5’'LTR |No VGS 5,76 32,79
Promotor MOMLV5’LTRr [Si 15,48 38,66
Promotor VSR No VGS <2 -
Promotor VSR Si 3,74 29,16

Por lo tanto, para HTR1B transfectado de forma estable en HEK293, una linea celular no hematopoyética
ampliamente usada de rifibn embrionario humano, la inclusion de una secuencia heteréloga derivada de GPCR viral
en el vector aumenta la expresion en la superficie para todos los promotores ensayados. EIl MOMLV5'LTR que es un
buen promotor para expresion de GPCR en lineas celulares hematopoyéticas, es también un buen promotor para
HEK293 y la inclusion de una VGS mejora 2,7 veces el porcentaje de células positivas. Este ejemplo demuestra que
las secuencias derivadas de GPCR virales heter6logos son utiles para expresion en superficie de GPCR en células
heterélogas y esta mejora no esta limitada a células hematopoyéticas, sino también a otras células eucariotas.
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Ejemplo 4: influencia de mutaciones de VGS en la expresion en la superficie de GPCRs.

Se desarrollaron vectores para la expresion estable de HTR1B sin la metionina en la posicion 1 en células de
mamifero bajo el control del promotor 5-LTR de virus de la leucemia de Moloney (MoMLV5LTR, SEQ ID NO: 6).
Todos los vectores tenian el gen de resistencia a neomicina para la seleccion de células eucariotas estables y el
péptido sefial de la inmunoglobulina kappa de ratén seguido de una etiqueta c-myc (péptido EQKLISEEDLN). Los
vectores incluyeron sin VGS, VGS nativa o dos mutantes de VGS (mutante de VGS 1 y mutante de VGS 2). Este
experimento se disefié para ensayar si la serina y la treonina en VGS que representan sitios potenciales de N-
glicosilacion son los determinantes moleculares de expresion mejorada en la superficie. En los mutantes de VGS 1
las 5 serinas y treoninas se mutaron a alanina mientras que en el mutante de VGS 2 todas las serinas se mutaron y
las 2 treoninas aun estaban presentes.

Las secuencias de los diferentes VGS usadas en este experimento son las siguientes:

* VGS corta nativa (LSTMAPGSTVGT).
* Mutante VGS 1 (LAAMAPGAAVGA).
* Mutante VGS 2 (LAAMAPGATVGT).

Cada vector se introdujo individualmente por electroporacién por triplicado usando un microporador (Digital Bio
Technology, Corea del Sur) en RBL-2H3, y después de 48 horas se afiadié neomicina a 500 ug/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 anticuerpo anti-etiqueta cmyc (anti-cmyc-FITC, clon 9E10, Sigma-
Aldrich, Estados Unidos) para la expresion en superficie. Se separaron las células seleccionadas usando perlas
magnéticas de Miltenyi anti-etiqueta cmyc. 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-
etiqueta cmyc. Para las células positivas se tomo la mediana de intensidad de fluorescencia (mediana x) como un
marcador de densidad del receptor de superficie en la superficie de las células positivas. Los resultados se muestran
en la siguiente Tabla 4:

Tabla 4
Tipo de VGS usado|Porcentaje de células positivas|Intensidad de fluorescencia mediana de
para expresion después de la seleccidn (intervalo) células positivas, mediana x (intervalo)
Sin VGS 41,0 (39,8-42,1) 33,8 (33,3-34,3)
VGS nativa 50,2 (49,2-51,1) 89,3 (87,7-90,9)
Mutante VGS 1 49,1 (47,5-50,7) 45,6 (44,9-46,2)
Mutante VGS 2 49,2 (48,2-50,2) 62,4 (60,6-64,2)

Los resultados anteriores indican que la inclusion de la VGS nativa mejora la expresion en la superficie celular, ya
que el porcentaje de células positivas aumentd del 41 % al 50 % pero también la mediana de la intensidad de
fluorescencia de las células positivas aumentoé de 33,8 a 89,3, es decir, aumento 2,6 veces. Ademas, los resultados
anteriores indican que la mutacién de serina y treonina que se predijo por ordenador que seria O-glicosilada
(mutante VGS 2) redujo la intensidad de fluorescencia mediana de 89,3 a 62,4, es decir redujo la mediana 1,43
veces pero no hubo ninguna variacién en el porcentaje de células positivas por dicha mutacién, mientras que la
mutacion de todas las serinas y treoninas de VGS, incluyendo las que no se predice que estén glicosiladas, redujo la
mediana de intensidad de fluorescencia de 89,3 a 45,6, es decir aproximadamente a 2 veces, pero de nuevo no
cambio el porcentaje de células positivas. Los resultados anteriores demuestran que el efecto de las secuencias de
GPCR derivadas de virus en la expresion en la superficie de GPCRs es en parte, pero no completamente, debido a
serinas y treoninas. Si dichas serinas y treoninas estan glicosiladas no se sabe en la actualidad pero si lo estuvieran,
entonces otras propiedades distintas de la O-glicosilacién potencial también explican por qué la VGS mejora la
expresion en la superficie de celular de los GPCRs.
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Canvax Biotech S.L.

<120> SECUENCIAS HETEROLOGAS DERIVADAS DE GPCR VIRAL Y USOS DE LAS MISMAS
<130> PCT-05143

<160>9

<170> BiSSAP 1.0

<210> 1

<211> 105

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..105

<223> /mol_type = "ADN"

/nota = "Secuencia heterdéloga derivada de GPCR viral (VGS)"
/organismo = "Secuencia artificial"

<400> 1

ctgagcacaa tggccccagyg ctcecaccgtg ggaacactcg atgccaacat gaccagegtg

aatgccacag aggacgccty caccaagagc tacagegect tcctce

<210> 2

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..36

<223> /mol_type = "ADN"

/nota = "Secuencia heterdloga derivada de GPCR viral (secuencia mas corta de VGS)"
/organismo = "Secuencia artificial"

<400> 2
ctgagcacaa tggccccagg ctccaccgtg ggaaca 36

<210> 3

<211> 1205

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..1205

<223> /mol_type = "ADN"

/nota = "Promotor del factor de elongacion humano 1 alfa "
/organismo = "Secuencia artificial"

<400> 3

13

60
105
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ttgctgactt
ccccgagaag
ggtaaactygg
accgtatata
aacacaggta
ttgcgtgcct
ttcgggtrtgg
gtgcttgagt
ttcgcgectyg
ctgcgacgct
gtatttcggt
cggcgagycyg
gccggectgc
ggctggcccyg
cagggagctc
aaaggaaaag
cgccgtccag
gggaggggtt
cagcttggca
tcattctcaa

agcrt

<210> 4
<211>790
<212> ADN

gcgtgaggcet
ttggggggag
gaaagtgatg
agtgcagtag
agtgccgtot
tgaattactt
aagtgggtgg
tgaggcctgg
tctcgetget
ttttttctog
ttttggggcc
gggcctgega
tctggtogect
gtcggcacca
aaaatggagg
ggcctttccg
gcacctcgat
ttatgcgatg
cttgatgtaa

gcctcagaca

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<222>1..790

<223> /mol_type = "ADN"
/nota = "Promotor de fosfoglicerato quinasa humana"
lorganismo = "Secuencia artificial"

<400> 4
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ccggtgeccg
gggtcggcaa
tcgtgtactg
tcgcegtgaa
gtggttcccg
ccacgcccct
gagagrttcga
cctgggcgcet
ttcgataagt
caagatagtc
gcgggcggcg
gcgcggccac
ggcctcgcgc
gttogcgtgag
acgcggcgcet
tcctcagecyg
tagttctcga
gagtttcccc
ttctccttgy

gtggttcaaa

tcagtgggca
ttgaaccggt
gctecgectt
cgttcttttt
cgggcctgge
ggctgcagta
ggccttgcege
ggggccgecyg
ctctagecat
ttgtaaatgc
acggggcccyg
cgagaatcgg
cgccgtgtat
cggaaagatg
cgggagagcyg
tcgcttcaty
gcrtttggag
acactgagtg
aatttgccct
gtrtttttct

14

gagcgcacat
gcctagagaa
tttccecgagy
cgcaacgggt
ctctttacgg
cgtgattctt
ttaaggagcc
cgtgcgaatc
ttaaaatttt
gggccaagat
tgcgtcccag
acgggggtag
CgCcccgccc
gccgcttecc
ggcgggtgag
tgactccacg
tacgtcgtct
ggtggagact
ttttgagttt
tccatttcag

cgcccacagt
ggtggcgcgy
gtgggggaga
ttgccgecag
gttatggccc
gatcccgagc
ccttegectce
tggtggcacce
tgatgacctg
ctgcacactg
cgcacatgtt
tctcaagctyg
tgggcggcaa
ggccctgctyg
tcacccacac
gagtaccggg
ttaggttggg
gaagttaggc
ggatcttggt
gtgtcgtgct

60
120
180
240
300

360
420
480
5340
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1205
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agatctcccg
agccagtatc
taagctacaa
cgttttgcgc
agagtcatac
agcatgcgct
cacacattcc
gccaccttct
caggacgtga
tgagcaatgg
tttctggact

atcccctatg
tgctecctyc
caaggcaagg
tgcttcgega
ctgtttggat
ttagcagccc
acatccaccg
actcctcceccce
caaatggaag
aagcgggtag
cagaggctgg
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gtgcactctc
ttgtgtgtty
cttgaccgac
tgtacgggcc
ccaaccygyggt
cgctgggcac
graggcgcea
tagtcaggaa
tagcacgtct
gcctttgogg
gaaggggtgg

agtacaatct
gaggtcgcetg
aattgcatga
agatatacgc
aggygagygcy
ttggcgctac
accggcrccg
gttcccccee
cactagtctc
cagcggccaa

gtccggggoc

gctctgatge
agtagtgcgc
agaatctgct
gttgacattg
cttttcccaa
acaagtggcc
ttctttgoty
gcecocgeage
gtgcagatgy
tagcagcttt
gggctcaggg

cgcatagtta
gagcaaaatt
taggogttagg
attattgact
ggcagtctgy
tctggcctcg
gcceccttege
tcgogtegty
acageaccgc
gctecttege
gcgggctcag

0gg9cagggcy gacgcccgaa ggtcctccag aggcccggca trtctgcacdc trcaaaageod

cacgtctgee gegetgtect cotettecte

cctagctage

<210>5

<211> 428

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..428

<223> /mol_type = "ADN"

/nota = "Promotor del virus del sarcoma de Rous"
/organismo = "Secuencia artificial"

<400> 5

cgacctcatg
gctcceggeca
gttttcaccg
ttgtagaggt
aaatgaatgc
gcaatagcat

tgtccaaact

gctgcgcccc
tccgcttaca
tcatcaccga
tttacttgct
aattgttgtt
cacaaatttc

catcaatgta

gacacccgcc
gacaagctgt
aacgcgcgag
ttaaaaaacc
gttaacttgt
acaaataaag

tcttatcatg

ccgctage

<210>6

<211> 479

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente
<222>1..479

<223> /mol_type = "ADN"

atctcgggcet

aacacccgct
gaccgtctee
gcagccggat
tcccacacct
ttattgcagc
catttttttc

tctggatccg

15

cgagtaggaa ttatctgcgg

gacgcctgac
gggagctgca
cataatcagc
cccectgaac
ttataatggt
actgcattct
gccttaccay

gggcttgtct
Tgtgtcagag
cataccacat
ctgaaacata
tacaaataaa
agttgtgott
cctcgagegg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

720
780
790

60
120
180
240
300
360
420
428
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/nota = "Promotor MoMLV-5’LTR"

/organismo = "Secuencia artificial"

<400> 6

agtctccaga
gtaacgccat
aggtcaggaa
tTCcCctgocccy
tctgtggtaa
tccageecte
aaatgaccct

gcttctgctc

<210>7
<211> 5348
<212> ADN

aaaagyggygy
tttgcaaggc
cagatggaac
gctcagggec
gcagttecty
agcagtttct
gtgccttact

cccgagetca

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<222>1..5348

<223> /mol_type = "ADN"
/nota = "Vector con la estructura PMo-MLV-5'LTR-SP-cmyc-VGS-MCS-poliA"

/organismo = "Secuencia artificial"

<400> 7
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aatgaaagac
atggaaaaat
agctgaatat
aagaacagat
cceecgyctca
agagaaccat
tgaactaacc

ataaaagagc

cccacctgta
acataactga
gggccaaaca
ggaacagctg
gggccaagaa
cagatgtttc
aatcagttcg

cCacaacccc

16

ggtttggcaa
gaatagagaa
ggatatctgt
aatatgggcc
cagatggtcc
caggdgtoccce
cttctcgctt

tcactcgggy

gctagcettaa
gttcagatca
ggtaagcagt
aaacaggata
ccagatgcgg
caaggacctg
ctgttcgegce

cgccagtec

60
120
180
240
300
360
420
479



gacggatcgg
ccgcatagtt
cgagcaaaat
ttagggttag
gaatgaaaga
catggaaaaa
cagctgaata
caagaacaga
gceccggetce
tagagaacca
ttgaactaac
aataaaagag
atcgatcatg
caccggtgac
aatggcccca
tattctatag
ttgccagcca
tcccactgte
ttctattctg
caggcatget
ctctagygyg
tacgcgcagc
cCcttecttt
tttagggttc
tggttcacygt
cacgttcttt
ctattctttt
gatttaacaa

aagteccccag

gagatctcce
aagccagtat
ttaagctaca
gcgttttgcg
ccccacctgt
tacataactg
tgggccaaac
tggaacagct
agggccaaga
tcagatgttt
caatcagttc
cccacaaccc
gagacagaca
gaacaaaaac
ggctccaccg
tgtcacctaa
tctgttgttt
ctttcctaat
99g9g99tgggg
ggggatgcag
tatccecacg
gtgaccgcta
ctcgccacgt
cgatttagtg
agtgggccat
aatagtggac
gatttataag
aaatttaacg

gctececage
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gatcccctrat
ctgctcectyg
acaaggcaag
ctgcttegty
aggtttggca
agaatagaga
aggatatcty
gaatatgggc
acagatggtc
ccagggtgcec
gcttcteget
ctcactcggg
cactcctgct
tcatctcaga
tgggaacact
atgctagagc
gccccteeccc
aaaatgagga
tggggcagga
tgggctctat
cgcectgtag
cacttgccag
tcgccggete
ctttacggca
cgccctgata
tcttgttcca
ggattttgcc
cgaattaatt

aggcagaagt

ggtgcacrtct
cttgtgtgtt
gcttgaccga
atatcgaatt
agctagctta
agttcagatc
tggtaagcay
caaacaggat
cccagatgcg
ccaaggacct
tctgttcgeyg
gcgccagtcce
atgggtactyg
agaggatctyg
cgagggatcc
tcgctgatca
cgtgccttec
aattgcatcy
cagcaagggg
ggcttctgag
cggcgcatta
cgccctageyg
tccccgtcaa
cctecgaceec
gacggttttt
aactggaaca
gatttcggcc
ctgtggaatyg

atgcaaagca

17

cagtacaatc
ggaggtcget
caattgcatg
cagtctccag
agtaacgcca
aaggtcagga
ttoctyccee
atctgtggta
gtccagccct
gaaatgacce
cgcttctygct
aagcttggta
ctgctctgag
gggccatcge
gcggecgete
gcctcgactyg
ttgaccctgg
cattgtctga
gaggattggg
gcggaaagaa
agcgcggcgy
ccegetectt
gctctaaatc
aaaaaacttg
cgecctttga
acactcaacc
tattggttaa
tgtgtcagtt

tgcatctcaa

tgctcrgaty
gagtagtgcg
aagaatctygc
aaaaaggggg
ttttgcaagg
acagatggaa
ggctcagggc
agcagttcct
cagcagtttc
tgtgccttat
ccccgagete
ccgagctcgg
ttccaggttc
gactgagcac
tagagggccc
tgccttctag
aaggtgccac
gtaggtgtca
aagacaatag
ccagctgggg
gtgtggtggt
tcgetttett
gggggctccce
attagggtga
cygttyggagte
ctatctcggt
aaaatgagct
agggtgtgga
ttagtcagca

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
%00
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740



accaggtgtyg
aattagtcag
agttccgeec
gccgectety
ttttgcaaaa
tgaggatcgt
gtggagaggc
gtgttccggc
gcectgaatg
ccttgcgcag
gaagtgccgyg
atggctgatg
caagcgaaac
datgatctgg
gcgcgecatge
atcatggtgg
gaccgctatc
tgggctgacc
ttctatcgec
aagcgacgec
tgggcttcgg
tgctggagtt
gcaatagcat
tgtccaaact
tggcgtaatc
acaacatacyg
tcacattaat
tgcattaatyg
cttccteget
actcaaaggc
gagcaaaagg
ataggctceg
acccgacagyg

ctgttccgac

gaaagtcccc
caaccatagt
attctecycece
cctctgaget
agctcecygad
ttcgcatgat
tattcggcta
tgtcagcgca
aactgcagga
ctgtoctcga
ggcaggatct
caatgcggcy
atcgcatcga
acgaagagcea
ccgacggega
aaaatggeccg
aggacatagc
gcttcctegt
ttcttgacga
caacctgcca
aatcgttttc
cttegeccac
cacaaatttc
catcaatgta
atggtcatag
agccggaage
tgcgttgedce
aatcggccaa
cactgacteg
ggtaatacgg
ccagcaaaag
ceeecctygac
actataaaga

cctgccygctt
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aggctcccca
cccgeeccta
ccatggctga
attccagaag
agcttgtata
tgaacaagat
tgactgdgca
ggggcgcccyg
cgaggcagcg
cgrtgtcact
cctgtcatct
gctgcatacg
gcgagcacgt
tcaggggcete
ggatctcgtc
cttttctgga
gttggctace
gctttacggt
gttcttctga
tcacgagartt
cgggacgccg
cccaacttgt
acaaataaag
tcttatcatg
ctgtttccty
ataaagtgta
tcactygcecg
cgcgcgggga
ctgcgetego
ttatccacag
gccaggaace
gagcatcaca
taccaggcgt

accggatace

gcaggcagaa
actccgecca
ctaatttttt
tagtgaggag
tccatttteg
ggattgcacg
caacagacaa
gttctttttg
cggctatcgt
gaagcggogaa
caccttygctc
cttgatcegg
actcggatgg
gcgccagecy
gtgacccaty
ttcatcgact
cgtgatattg
atcgeccgctc
gcgggactct
tcgattccac
gctggatgat
ttattgcage
catttttttc
tctgtatace
tgtgaaattg
aagcctgggg
ctttccagtc
gaggcggttt
tcgttcggct
aatcagggga
gtaaaaaggc
aaaatcgacg
ttccccctgg
tgtccgectt

18

gtatgcaaayg
tcccgecect
ttatttatgc
gcttttttgy
gatctgatca
caggttctcc
tcggctocte
tcaagaccga
gdctggccac
gggactggct
ctgccgagaa
ctacctgcec
aagccggtct
aactgttege
gcgatgectyg
gtggccggct
ctgaagagct
ccgattcgeca
ggggttcgaa
cgccygcctte
cctccagegce
ttataatgot
actgcattct
gtcgacctet
ttatccgcetce
tgcctaatga
gggaaacctg
gcgtattgagg
gcggcgageg
taacgcagga
cgcgttgcty
ctcaagtcag
aagctcectce

tctcectteg

catgcatctc
aactccegece
agaggccgag
aggcctagge
agagacagga
ggccgcttgg
tgatgccgece
cctgtccggt
gacgggcgtt
gctattgggce
agtatccatc
attcgaccac
tgtcgatcag
caggctcaag
cttgccgaat
gggtgtogcy
tggcggcdaa
gcgcatcgec
atgaccgacc
tatgaaaggt
ggggatctca
tacaaataaa
agttgtggtt
agctagagcet
acaattccac
gtgagctaac
tcgtgccage
cgctcttccg
gtatcagctc
aagaacatgt
gcytrtttcc
aggtggcgaa
gtgcgctctc
ggaagcgtgg

1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
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15

cgctttctea
tgggctgtgt
gtcttgagtce
ggattagcag
acggctacac
gaaaaagagt
tttgcaageca
ctacggggtc
tatcaaaaag
aaagtatata
tctcagegat
ctacgatacg
gctcaccgyce
gtggtcctyc
taagtagttc
tgtcacgctc
ttacatgatc
tcagaagtaa
ttactgtcat
tctgagaata
ccgegecaca
aactctcaag
actgatcttc
aaaatgeccgce
tttttcaata
aatgtattta

ctgacgtc

<210> 8
<211> 35
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<221> FUENTE
<222>1..35
<223> /mol_type = "proteina"
/nota = "Secuencia heterdloga derivada de GPCR viral (VGS)"
/organismo = "Secuencia artificial"

<400> 8

tagctcacge
gcacgaacce
caacccggta
agcgaggtat
tagaagaaca
tggtagctct
gcagattacyg
tgacgctcag
gatcttcacc
tgagtaaact
ctgtctattt
ggagggctta
tccagattta
aactttatcc
gccagttaat
gtcygtttygt
ccccatgtty
gttyggccgca
gccatccgta
gtgtatgcgg
tagcagaact
gatcttaccyg
agcatctttt
aaaaaaggga
ttattgaagce

gaaaaataaa
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tgtaggtatc
ccegtteage
agacacgact
gtaggcggty
gtatttggta
tgatccggea
cgcagaaaaa
tggaacgaaa
tagatccttt
tggtctgaca
cgttcatcca
ccatctggec
tcagcaataa
gcctecatece
agtttgcgcea
atggcttcat
tgcaaaaaag
gtgttatcac
agatgctttt
cgaccgagtt
ttaaaagtgc
ctgttgagat
actttcacca
ataagggcga
atttatcagg
caaatagggg

tcagttcggt
ccgacegety
tatcgecact
ctacagagtt
tctgcgetet
aacaaaccac
aaggatctca
actcacgtta
taaattaaaa
gttaccaatg
tagttgccty
ccagtgectge
accagccagce
agtctattaa
acgttgttgce
tcagctccgy
cggttagctc
tcatggttat
ctgtgactgy
gctettgece
tcatcattgg
ccagttcgat
gcgtttetgg
cacggaaatg
gttattgtct

ttcegegeac

19

gtaggtcgtt
cgecttatee
ggcagcagece
cttgaagtyg
gctgaageca
cgctggtage
agaagatcct
agggattttg
atgaagtttt
cttaatcagt
actceccegte
aatgataccyg
Cggaagggcc
ttgttgccyy
cattgctaca
ttcccaacga
cttcggtect
ggcagcactg
tgagtactca
ggcgtcaata
aaaacgttct
gtaacccact
gtgagcaaaa
ttgaatactc
catgagcgga

atttccccga

cgctccaage
ggtaactatc
actggtaaca
tggcctaact
gttaccttcy
ggttttttty
ttgatcttet
gtcatgagat
aaatcaatct
gaggcaccta
gtgtagataa
cgagacccac
gagcgcagaa
gaagctagag
ggcatcgtgy
tcaaggcgag
ccgatcgtty
cataattctc
accaagtcat
cgggataata
tcggggcgaa
cgtgcaccca
acaggaaggc
atactcttce
tacatatttyg

aaagtgccac

3840
3900
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
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Leu Ser Thr Met Ala Pro Gly Ser Thr val Gly Thr Leu Asp Ala Asn

1 5 10 ' 15
Met Thr Ser 331 Asn Ala Thr Glu Agg Ala Cys Thr Lys Sgg Tyr Ser

Ala Phe Leu
35

<210>9

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> FUENTE

<222>1..12

<223> /mol_type = "proteina"

/nota = "Secuencia heteréloga derivada de GPCR viral (secuencia mas corta de VGS)"
/organismo = "Secuencia artificial"

<400> 9

Leu Ser Thr Met Ala Pro Gly Ser Thr val Gly Thr
1 5 10

20
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REIVINDICACIONES

1. Uso de una secuencia de acido nucleico como se representa en SEQ ID NO: 2 o una secuencia de acido nucleico
que codifica la secuencia de aminoacidos como se representa en SEQ ID NO: 9 o una secuencia de acido nucleico
que codifica la secuencia de aminoacidos LAAMAPGAAVGA o una secuencia de acido nucleico que codifica la
secuencia de aminoacidos LAAMAPGATVGT, para mejorar la expresion en superficie celular de un receptor
acoplado a proteina G (GPCR) eucariota en células eucariotas in vitro.

2. Secuencia de acido nucleico aislada como se representa en SEQ ID NO: 2 o una secuencia de acido nucleico que
codifica la secuencia de aminoacidos como se representa en SEQ ID NO: 9 o una secuencia de acido nucleico que
codifica la secuencia de aminoacidos LAAMAPGAAVGA o una secuencia de acido nucleico que codifica la
secuencia de aminoacidos LAAMAPGATVGT.

3. Secuencia de acido nucleico que codifica un GPCR que comprende un receptor eucariota GPCR y la secuencia
de aminoacidos como se representa en SEQ ID NO: 9 o la secuencia de aminoacidos LAAMAPGAAVGA o la
secuencia de aminoacidos LAAMAPGATVGT, en la que la secuencia de acido nucleico que codifica la secuencia de
aminoacidos como se representa en SEQ ID NO: 9 se representa en SEQ ID NO: 2.

4. Secuencia de acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 3, que comprende ademas una secuencia de
nucledtidos que codifica una secuencia etiqueta para mejorar la expresién en superficie y/o una secuencia de
nucleétidos que codifica un marcador de secuencia para la deteccidn en superficie celular y/o separacion de células
que expresan positivamente la secuencia de acido nucleico.

5. Secuencia de acido nucleico de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 3 o 4, que comprende ademas un
promotor, en el que dicho promotor es un promotor inducible o un promotor constitutivo; en el que el promotor
inducible se selecciona de: promotor inducible por tetraciclina, promotor inducible por ecdisona, promotor inducible
por cumato y promotor inducible por progesterona: y el promotor constitutivo se selecciona del grupo de secuencias
que consiste en: SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5y SEQ ID NO: 6.

6. Vector de expresion, preferentemente un plasmido, que comprende la secuencia de acido nucleico de cualquiera
de las reivindicaciones 2 a 5, o como se representa en SEQ ID NO: 7.

7. Célula eucariota aislada que comprende la secuencia de acido nucleico de cualquiera de las reivindicaciones 2 a
5, o el vector de expresion de la reivindicacion 6, en la que dicha célula es preferentemente una célula
hematopoyética.

8. Uso de la célula de la reivindicacion 7 para exploracion de la actividad o influencia de compuestos candidatos en
el GPCR eucariota.

9. GPCR que comprende un GPCR eucariota y la secuencia de aminoacidos como se representa en SEQ ID NO: 9,
o la secuencia de aminoacidos LAAMAPGAAVGA o la secuencia de aminoacidos LAAMAPGATVGT.

10. Fraccién de membrana celular que comprende un GPCR quimérico de acuerdo con la reivindicacion 9.

11. Uso del GPCR quimérico de acuerdo con la reivindicacion 9 o de la fraccién de membrana celular de acuerdo
con la reivindicacién 10, para exploracién de la influencia de compuestos candidatos en un receptor eucariota
GPCR.

12. Kit para ensayar la interaccion de un compuesto candidato con un GPCR eucariota que comprende una célula
de acuerdo con la reivindicacion 7, o una fraccién de membrana celular de acuerdo con la reivindicacion 10, o un
GPCR de acuerdo con la reivindicacion 9 y un sustrato para la determinacién de la actividad del GPCR eucariota.

13. Kit, de acuerdo con la reivindicacion 12, en el que el sustrato es un sustrato fluorescente para medir el aumento
de calcio intracelular, un sustrato de aequorina o un sustrato para medir la exocitosis regulada de células.

14. Método in vitro para ensayar la interaccion de un compuesto candidato con un GPCR eucariota que comprende
la adicion del compuesto candidato a un medio de cultivo junto con una célula de acuerdo con la reivindicacion 7, o
con una fraccion de membrana de acuerdo con la reivindicacion 10, o con un GPCR de acuerdo con la reivindicacion
9 y la determinacion de la actividad de GPCR eucariota.

15. Método, de acuerdo con la reivindicacién 14, en el que la determinacién de la actividad de GPCR eucariota se

lleva a cabo por medio de un sustrato, en el que el sustrato se selecciona de: un sustrato fluorescente para medir el
aumento de calcio intracelular, un sustrato de aequorina o un sustrato para medir la exocitosis regulada de células.
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FIGURA 1

Promotor 1) @) (3) GPCR  poli A Resiste_ngia Ori puC Resist_erjlgia a
MoLV5'LTR a neomicina ampicilina

(1) Péptido sefial de inmunoglobulina kappa
(2) Etiqueta peptidica c-myc
(3) Secuencia de GPCR viral derivada del gen BILF1 de EBV

(B)

3
FrTIE
B
B

7,

Promotor inducible  (1)(2) (3) GPCR  PoliA Resistencia  oripuc Resistencia
por tetraciclina a neomicina a ampicilina

(1) Péptido sefial de inmunoglobulina kappa
(2) Etiqueta peptidica c-myc
(3) Secuencia de GPCR viral derivada del gen BILF1 de EBV
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REFERENCIAS CITADAS EN LA DESCRIPCION

La lista de referencias citadas por el solicitante es, unicamente, para conveniencia del lector. No forma parte del
documento de patente europea. Si bien se ha tenido gran cuidado al compilar las referencias, no pueden excluirse
errores u omisiones y la OEP declina toda responsabilidad a este respecto.

Literatura no patente citada en la descripcién

+  WILKIE TM ; SCHERLE PA; STRATHMAN MP;  + AMATRUDATT.; STEELE DA. ; SLEPAK VZ. ; S
SLEPAK VZ ; SIMON ML. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, MON MI. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1991, vol. 88,
1991, vol. 88, 10049-10053 [0005] [0008] 5587-5591 [0005] [0008]

- KOZARSKY, KF et al. Mol. Cell. Biol., 1988, vol. 8
(8), 3357 [0014]
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