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Prélogo

La industria farmacéutica y biotecnoldgica destina gran parte de su actividad econémica a tareas
de investigacion, desarrollo e innovacién (I+D+i) en el dambito del descubrimiento de nuevos
medicamentos. En los Ultimos afos, las compafiias de este sector han centrado sus esfuerzos en
la busqueda de nuevos sistemas simples y eficientes, que reduzcan los costes y aceleren el proceso
de descubrimiento de nuevos farmacos.

Las primeras fases del desarrollo de nuevos medicamentos comienzan con el cribado a gran escala
de cientos de miles de moléculas. Tradicionalmente, este tipo de cribados se ha realizado en
plataformas de alta capacidad denominadas HTS (High-Throughput Screening) que implementan
el testaje automatizado de grandes cantidades de compuestos centrandose en el estudio de un
Unico parametro biolégico o bioquimico. Sin embargo, la utilizacién de ensayos HTS no permite
evaluar ciertas caracteristicas de los compuestos como pueden ser la citotoxicidad, la
farmacocinética o los posibles efectos secundarios de la administracién de una droga en un
sistema celular. Por estas razones, raramente se consigue descubrir un nuevo farmaco mediante
ensayos HTS aunque, aun resultan utiles para la deteccién de compuestos positivos o «hits» que,
posteriormente, se someten a procesos de optimizacién para llegar a convertirse en futuros
farmacos’.

En los afios 90, K.A. Giuliano y colaboradores propusieron una mejora sustancial del proceso de
cribado de compuestos a gran escala mediante el andlisis multiparamétrico en modelos bioldgicos
mads complejos®. Desde entonces, el cribado de alto contenido o HCS (High Content Screening) se
ha convertido en una herramienta esencial en el proceso de descubrimiento de farmacos”. Los
ensayos HCS reducen el tiempo y los costes del proceso ya que integran el andlisis de varios
parametros de forma simultdnea en un mismo experimento ofreciendo informacién espacio-
temporal de las dianas en estudio®”.

En este contexto, las células eucariotas son un modelo ideal para evaluar la citotoxicidad y la
actividad bioldgica de los medicamentos durante las primeras fases de desarrollo®®. La utilizacién
de células en cultivo permite mediciones rapidas, sensibles y especificas, ventajas que han llevado
a un aumento considerable de la cantidad de ensayos celulares adaptables a plataformas HTS y
HCS disponibles en el mercado’®. Se calcula que en el afio 2018 el mercado de los ensayos
celulares a nivel global rondd los 14 billones de dodlares, estimandose un crecimiento de

aproximadamente el 8 % hasta alcanzar los 23 billones de ddlares en el periodo 2018-2024".



Los ensayos celulares implementados en plataformas HCS requieren herramientas sofisticadas
que proporcionen informacion sobre las respuestas celulares que producen los compuestos
cribados. Entre los instrumentos disponibles para caracterizar dichas respuestas, cabe destacar el
papel de los biosensores fluorescentes codificados genéticamente (BFCG). Los BFCG son
polipéptidos compuestos por una o varias proteinas o dominios proteicos y una o varias proteinas
fluorescentes que permiten la visualizacidon de los procesos moleculares que acontecen en el
interior celular proporcionando una informacién muy valiosa sobre la actividad espacio-temporal
de dichos eventos™'.

Un factor clave a la hora de realizar un cribado de compuestos es la eleccidon de la diana
terapéutica, por eso, la industria trabaja en la busqueda de nuevas dianas moleculares
constantemente. Hoy en dia, entre las dianas moleculares prevalentes, destacan los receptores
acoplados a proteinas G (GPCR, G protein-coupled receptors)'?. Durante las dos ultimas décadas,
estos receptores se han convertido en una de las dianas preferentes en el sector debido al papel
qgue juegan en la sefalizacion celular, a su participacién en numerosos procesos fisioldgicos y
bioquimicos, a la importancia de las funciones que realizan y a su implicacién en numerosas
enfermedades™**.

La idea de construir los biosensores Nomad surgié de la necesidad de la industria farmacéutica de
trabajar con un ensayo celular fiable y robusto para el cribado de potenciales moléculas
reguladoras de la actividad de los receptores tipo GPCR asi como de otras proteinas que
intervengan en la sefializacién celular mediada por segundos mensajeros. Las técnicas existentes
actualmente en el mercado no son capaces de englobar los aspectos mas importanes de la
sefializacion de los GPCR™. La tecnologia Nomad pretende cubrir esta carencia mediante el
desarrollo de una nueva familia de biosensores fluorescentes codificados genéticamente capaces
de detectar y cuantificar los cambios de concentraciéon de segundos mensajeros generados a
través de la actividad de los receptores. El objetivo es que los biosensores Nomad se puedan
aplicar en ensayos de imagen multicolor basados en células en cultivo y que se puedan

implementar en plataformas de cribado de compuestos HCS.
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Abreviaturas

Abreviatura Nombre completo Abreviatura Nombre completo
5-HT 5-hidroxitriptamina
- DAGR DAG Reporter
AC Adenilato ciclasa
DAPI 4',6-diamidino-2-fenilindol
ACC Anti-parallel coiled coil
w DEP Dishevelled, Egl-10 and Pleckstrin
ADN Acido desoxirribonucleico
Digda Diacylglycerol indicator
ADNc Acido desoxirribonucleico complementario
P DMEM Dulbecco's Modified Eagle Medium
ADORA2A Receptor de adenosina A2A
P DMSO Dimetilsulféxido
ADORA2B Receptor de adenosina A2B
. dNTP Desoxirribonucledtido trifosfato
ADP Adenosin difosfato - L, B
DUPT Dominio de unioén a proteina transductora
ADRA1A Receptor adrenérgico alA
. : EBFP Enhanced blue fluorescent protein
ADRA1B Receptor adrenérgico alB ., X .
Ecso Concentracion efectiva media
ADRA2A Receptor adrenérgico a2A
s : eCFP Enhanced cyan fluorescent protein
ADRB1 Receptor adrenérgico B1
B P gico B eGFP Enhanced green fluorescent protein
AKAP A-Kinase anchoring protein
48 EMEA Agencia europea de medicamentos
AKAR A-Kinase activity reporter .
Env Envoltura viral
AMPc Adenosin monofosfato ciclico
Epac Exchange factor directly activated by cAMP
ARN Acido ribonucleico )
ET-1 Endotelina 1
ATP Ad in trifosfat
enosin trifostato ET-2 Endotelina 2
BAPTA Acido 1,2-bis(0-aminofenoxi)etano-N,N,N', N -tetraacético .
: is( I xi) : ET-3 Endotelina 3
BFCG Biosensor fluorescente codificado genéticamente L
ETaR Receptor de endotelina tipo A
BFP Blue fluorescent protein
A P ETeR Receptor de endotelina tipo B
BiFC Bimolecular fluorescence complementation
7 . FAD Flavin adenin dinucleétido
BQ-78820 N-cis-2,6-dimethylpiperidinocarbonyl-I-y-methylleucyl-d- Administracion de alimentos y medicamentos
1methoxycarbonyl tryptophanyl-d-norleucine FDA de EE.UU.
BRET Transferencia de energia de resonancia de la bioluminiscencia e ,
FITC Isotiocianato de fluoresceina
cADDIS cAMP difference detector in situ ,
Fl Fluoresceina
CAGR Compound anual growth rate
P g Flamindo Fluorescent cAMP indicator
CALCR Receptor de calcitonina e ) )
FLIM Fluorescence-lifetime imaging microscopy
CalfluxVTN CALcium FLUX composed of Venus (V), Troponin (T) and
NanoLuc (N) Fluc Luciferasa Photinus pyralis
CaM Calmodulina .
FRET Férster resonance energy transfer
CB1 Receptor cannabinoide tipo 1
P P Fura2-AM Fura-2-acetoxymethyl ester
CBD cAMP binding domain 3
gag Gen antigeno grupo
CBP Calmodulin binding peptide
2 Gak GFP-A-kinase
CCKAR Receptor de colecistoquinina A
P istoquint GCaMP Green Calcium Fluorescent Indicator
CFP Cyan fluorescent protein
van f . GDP Guanosin difosfato
CG-NAP Centrosome and Golgi localized protein kinase N-associated
protein GECI Genetically encoded calcium indicator
CKAR C Kinase Activity Reporter Genetically Encoded Calcium indicators for
GECO Optical imaging
cMvV Citomegalovirus
: salovind GFP Green fluorescent protein
CNBD Cyclic nucleotide-binding domain .. L 3
GLP1R Receptor del péptido 1 similar al glucagon
C Circularly permuted
P yp GMPc Guanosin monofosfato ciclico
DAG Diacilglicerol . BAf
GNRH Receptor hormona gonadotropina coridnica




Abreviatura

| Abreviatura

Nombre completo

Nombre completo

GOx Glucosa oxidasa PE Ficoeritrina
GPCR G protein-coupled receptor PF Proteina fluorescente
GRK G protein-coupled receptor kinase PFI Proteina fluorescente individual
GRPR Receptor del péptido liberador de gastrina PIP, Fosfatidil inositol bisfosfato
GTP Guanosin trifosfato PKA Proteina quinasa A
hCG Gonadotropina coriénica humana PKC Proteina quinasa C
HCS High-content screening cPKC Proteina quinasa C convencional
HD Homology domain nPKC Proteina quinasa C nueva
HIV Virus de la inmunodeficiencia humana aPKC Proteina quinasa atipica
Homogeneus time-resolved fluorescence resonance energy
HTRF-FRET transfer PLC Fosfolipasa C
HTS High-throughput screening PMA Forbol-12-miristato-13-acetato
IB-MECA 3-iodobencil-5'-N-metilcarboxamidoadenosina pol ADN polimerasa
ICUE Indicator of cAMP using epac PTHR1 Receptor de la hormona paratiroidea 1
IL-2 Interleucina 2 RA Ras associated
IL2RA Cadena alfa del receptor de interleucina 2 REM Ras exchange motif
1P3 Inositol trisfosfato R-FlincA Red Fluorescent indicator for cAMP
IUPAC International Union of Pure and Applied Chemistry RFP Proteina fluorescente roja
KDEL Lisina-Acido aspartico-Acido glutédmico-Leucina Rh Rodamina
LHCGR Receptor de la hormona luteinizante / coriogonadotropina RIA Radioimmunoassay
LOD Limit of detection Rluc Luciferasa Renilla reniformis
M5 Receptor muscarinico M5 ROI Region de interés
MEM Minimum Essential Medium ROS Reactive oxygen species
MLCK Quinasa de la cadena ligera de la miosina RPMI Roswell Park Memorial Institute medium
NAPD Nicotin adenin dinucledtido SFB Suero fetal bovino
NECA 5'-N-Etilcarboxamidoadenosina SPR Surface plasmon resonance
NK1 Receptor de neuroquinina 1 STED Stimulated emission depletion
NK3 Receptor de neuroquinina 3 STORM Stochastic optical reconstruction microscopy
Nluc Nanoluciferasa TAC Antigeno de células T activadas
NTS Neurotensina TnC Troponina C
NTSR1 Receptor de neurotensina 1 Tnl Troponina |
PAFP Photoactivable fluorescent protein ™nT Troponina T
PALM Photo-activated localization microscopy VIPR Receptor del péptido intestinal vasoactivo
PB1 Phox and Bem1 VSV Virus de la estomatitis vesicular
PBS Tampon fosfato salino YC3.6 Yellow cameleon 3.6
PCR Reaccién en cadena de la polimerasa YFP Yellow fluorescent protein
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«Le hizo un trato al colchén, con su espuma se forro el corazon, que anoche era de piedra y al
alba era de mimbre que se dobla antes que partirse»

Marea






INTRODUCCION







1. Cribado de compuestos de alto rendimiento en la industria farmacéutica

y biotecnolégica

El desarrollo de un nuevo farmaco es un proceso largo y costoso que puede durar mas de diez
anos y que comienza con campafias de cribado de moléculas procedentes de grandes bibliotecas
de compuestos (Fig. 1). Cada compaiiia posee enormes colecciones de compuestos de origen

natural o quimico para identificar entre ellos futuros farmacos.

10.000 — 100.000
compuestos

250 — 300
compuestos

3-5
compuestos

Nuevo
medicamento

Figura 1. Cronologia del descubrimiento y desarrollo de farmacos. El proceso comienza con el cribado de
miles o cientos de miles de moléculas. Los compuestos que alcanzan la siguiente fase se someten a un
proceso de optimizacion que consiste en realizar curvas dosis-respuesta, ensayos de especificidad y ensayos
de eficacia. La fase preclinica solamente la alcanzaran entre 250 y 300 compuestos. En esta fase, se realizan
estudios toxicoldgicos en al menos dos especies diferentes. Finalmente, a los ensayos clinicos, que constan
de 3 fases, llegardn unos 3 a 5 compuestos que seran testados en individuos sanos (fase 1), en pacientes
(fase 1l) y en una muestra de pacientes mas amplia, representativa de la poblacion general a la que ira
destinado el medicamento (fase lll). En el mejor de los casos, solamente uno de los compuestos llegara a

convertirse en un farmaco comercial.
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El cribado de compuestos de alto rendimiento se lleva a cabo en plataformas HTS (High-
Throughput Screening) y HCS (High Content Screening) que requieren la automatizacion del
sistema para la estandarizacion de los ensayos.

El HTS implementa ensayos automatizados centrados en un Unico parametro permitiendo la
realizacion de ensayos a gran escala en poco tiempo. Fundamentalmente, existen dos tipos de
ensayos HTS: a) ensayos bioquimicos in vitro, que incluyen el estudio de enzimas, receptores y
proteinas y b) ensayos basados en células en cultivo para el andlisis de rutas de sefializacién
intracelular®®. Los ensayos HTS utilizan técnicas de deteccidn como la absorbancia, la colorimetria,
la luminiscencia o la fluorescencia.

El HCS, en cambio, surge de la exigencia de la industria de encontrar nuevos métodos que
reduzcan los costes del descubrimiento de nuevos medicamentos y que permitan la medicion de
varios parametros simultdneamente en ensayos multicolores, también conocidos como ensayos
multiplex. Los ensayos HCS posibilitan el andlisis de imagen multiparamétrico de un cultivo celular
proporcionando una informacién mas sofisticada de los procesos que acontecen en el interior de
las células. EI HCS utiliza la fluorescencia como técnica de deteccidon no invasiva, este hecho
permite que las células se puedan fijar para tratarlas posteriormente con anticuerpos o sondas
fluorescentes, o bien que se puedan mantenter en cultivo utilizando indicadores o biosensores
fluorescentes para realizar los andlisis de imagen. A las ventajas mencionadas, se suma la
posibilidad de evaluar la fisiologia celular permitiendo analizar el grado de citotoxicidad de los
compuestos cribados'’. Gracias a todas estas ventajas, la busqueda y desarrollo de nuevos
ensayos celulares adaptables a plataformas HCS se ha convertido en una carrera de fondo dentro
de la industria biotecnoldgica.

Para abordar este desafio, hay que tener en cuenta que los ensayos celulares seran aptos para el
cribado de compuestos de alto rendimiento si son especificos, sensibles, robustos, reproducibles

y susceptibles de miniaturizacidn. Entendiendo como tales:

Especificidad: El ensayo debe ser selectivo y responder Unicamente a las dianas deseadas
independientemente de factores tales como el pH, la temperatura, la presion, etc.

Sensibilidad: El ensayo debe permitir detectar cambios en las concentraciones del analito en el
rango milimolar (10 M) y, preferiblemente, en rangos nanomolares (10° M) a fentomolares
(10> M). Ligado a la sensibilidad se encuentra el limite de deteccidn, LOD (limit of detection), que
describe la concentracion minima a la cual se produce una sefial cuantificable que se distingue

nitidamente del ruido.
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Robustez y reproducibilidad. Teniendo en cuenta que un ensayo de estas caracteristicas requiere
el manejo y siembra de grandes cantidades de células en numerosas placas de cultivo, deben
establecerse parametros no arbitrarios que permitan comparar los resultados entre placas. Se
recomienda utilizar controles positivos (un ligando que active de forma natural la via en estudio),
controles negativos (mantener las células en el medio de cultivo del ensayo sin compuestos) y
controles del vehiculo en el que estén disueltos los compuestos que se van a testar (habitualmente
H.O o DMSO).
La robustez de los ensayos se establece mediante un pardmetro estadistico denominado factor
2118'
3om + 3oc

um — uc

Z'=1-

donde om y oc son las desviaciones estdandar de la muestra y el control, respectivamente, y, umy
uc representan los valores medios de la muestra y el control. Para evaluar la robustez y
reproducibilidad del ensayo, el valor del factor Z° debe ser lo mds cercano posible a 1, valores
comprendidos entre 0,5 < Z'< 1 representan ensayos muy fiables®?°,

Generalmente, el testaje de compuestos procedentes de bibliotecas se realiza a una unica
concentracién y con los controles adecuados en cada una de las placas’®. Tras el tratamiento, los
resultados se someten a un andlisis estadistico para discriminar los compuestos que ofrecen
resultados positivos de los compuestos que no producen cambios en la sefializacién. Se consideran
compuestos positivos o «hits», aquellos que proporcionan un cambio en la sefal de tres veces la
desviacidn estandar (3o) del ensayo. Posteriormente, los hits resultantes de este primer cribado
se someteran a nuevas pruebas de caracterizacién para confirmar o descartar su actividad®.
Miniaturizacion. Una de las principales limitaciones en un ensayo de cribado es la cantidad
disponible de los compuestos que se van a testar, por esta razdn, y, a pesar de que las placas de
cultivo de 96 pocillos han sido el formato mas utilizado hasta el momento, la industria hace
hincapié en la necesidad de ganar eficiencia en el proceso utilizando placas de cultivo de menor
volumen (384, 1.536 o 3.456 pocillos). En ensayos celulares, este paso resulta critico porque no
siempre se puede aplicar una simple regla matematica de contaje celular para reducir el formato
del ensayo sino que es necesario ajustar las condiciones para cada formato de placa'®. Ademas,
cuando se implementan ensayos con proteinas fluorescentes, la intensidad de la sefial se puede
ver comprometida durante el proceso de miniaturizacién y no ser detectada por el sistema. A su
vez, los nuevos formatos miniaturizados exigen el desarrollo de instrumentos automatizados para

la dispensacién precisa tanto de las células como de los compuestos®®.
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2. Biosensores: Perspectiva general

Segun la definicion de la IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry), un biosensor
es una herramienta analitica que combina un componente bioldgico o biorreceptor, un elemento

transductor que transforma la sefial bioldgica en una sefial cuantificable y un detector? (Fig. 2).

Analito: Es la muestra o sustancia que va a ser cuantificada. Los analitos pueden ser de origen
bioquimico (acidos nucleicos, proteinas, azlcares, lipidos, pequefias moléculas e iones), muestras
bioldgicas (células o cultivos celulares, tejidos y érganos), muestras de origen humano (sangre,
orina, etc) y muestras de procedencia alimentaria o medioambiental.

Componente bioldgico: Es la molécula que interactlia con el analito y que le confiere selectividad
al biosensor. Los componentes bioldgicos mas utilizados en la produccidn de biosensores son
enzimas, acidos nucleicos, anticuerpos, receptores, organulos, células y tejidos.

Transductor de la sefial: Es el elemento que transforma la interacciéon entre el analito y el
componente bioldgico en una sefial cuantificable normalmente proporcional a la concentraciéon
del analito.

Detector: Es el sistema electrénico que tiene como objetivo la deteccién y cuantificacién del

analito.

TRANSDUCTOR

ANALITO N DETECTOR

Q ‘ ELECTRO
FISICO  uimico  OPTICO DE

SENAL

PROCESADOR

Figura 2. Esquema representativo de los componentes de un biosensor.
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Las aplicaciones de los biosensores son tan variadas como lo es su naturaleza y se utilizan en
campos como la medicina y el diagndstico clinico, en sectores industriales como el agricola o el
alimentario, en la deteccidon de contaminantes medioambientales y en la investigacion basica y
aplicada. Las ventajas que presentan frente a otras técnicas incluyen su bajo coste, su reducido
tamafio, la facilidad de uso, y una gran sensibilidad y selectividad??. En 2019, el mercado global de
biosensores estaba valorado en 21,2 billones de délares y su tasa de crecimiento anual compuesto
(CAGR, compound anual growth rate) prevista para el periodo 2019-2024 es del 8,3 % hasta
alcanzar los 31,5 billones de ddlares®.

Los biosensores se clasifican en dos grupos principales en funcién bien del elemento bioldgico de
reconocimiento o bien del elemento transductor. El primer grupo se divide a su vez en: a)
biosensores cataliticos basados en la utilizacion de biocatalizadores que median reacciones
guimicas como enzimas, organulos o células y que se utilizan habitualmente para la deteccién de

agentes contaminantes en el medio ambiente?*%>2627

y b) biosensores de afinidad que se
aprovechan de la unién especifica entre el sustrato y el elemento biolégico de reconocimiento
(anticuerpos®, lectinas?®, dcidos nucleicos*’, acidos nucleicos peptidicos®', aptdmeros??, células?,
polimeros de impresidn molecular®, receptores de membrana o canales idnicos**) y que se utilizan
mayoritariamente en el campo de la biomedicina.

Por otro lado, se distinguen tres grupos en funcién del elemento transductor: a) biosensores
electroquimicos, que miden reacciones quimicas en la interfaz de un conductor eléctrico, de los
cuales el mas conocido es el sensor de glucosa desarrollado por Leland C. Clark, b) biosensores
fisicos, que utilizan cambios en las propiedades fisicas de los analitos y c) biosensores dpticos, que
implementan las propiedades espectroscépicas de la luz. Este tltimo conforma el grupo mas

numeroso de biosensores y agrupa los biosensores fluorescentes codificados genéticamente que

son objeto de estudio de esta tesis.
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El primer biosensor de la historia lo desarrollé un bioquimico estadounidense llamado Leland C.
Clark también conocido por ser el inventor de un electrodo que lleva su nombre, electrodo de
Clark. En 1956, Clark cred un electrodo de oxigeno para medir la concentracidn de este elemento
en sangre, mejorando las técnicas existentes en aquella época ya que introdujo un electrodo mas
de referencia para calibrar el aparato y ademas consiguiod reducir el consumo de oxigeno necesario
para medir la muestra. Durante los siguientes afios, Clark y su colega C. Lyons, continuaron
trabajando en el dispositivo hasta que en 1962 lograron crear el primer biosensor de la historia
acoplando al electrodo de oxigeno una membrana en la cual se encontraba inmovilizada la enzima
glucosa oxidasa (GOx) que cataliza la oxidacion de glucosa en acido glucénico y perdxido de
hidrégeno. De esta forma, se podia calcular la concentracién de glucosa de la muestra midiendo
el consumo de oxigeno®**°.

No obstante, y a pesar del considerable nimero de dispositivos analiticos desarrollados durante
los afios 60 y 70, transcurrieron varios afos hasta que llegd al mercado el primer biosensor, un
sensor de perdxido de hidrégeno que analizaba glucosa y que puso a la venta la empresa «Yellow
Springs Instrument Company» en 1975. Actualmente, el mercado mundial de biosensores se
encuentra copado por los biosensores de glucosa, aunque, el primer dispositivo comercial que
monitorizaba los niveles de este metabolito en sangre se comercializé en 1977 y se denomind
«Biostator»®*’. Durante los afios 80, se publicaron los primeros trabajos sobre la resonancia de
plasmones superficiales (SPR, surface plasmon resonance), en los cuales se basd la empresa sueca
Pharmacia para desarrollar un equipo para el estudio de interacciones moleculares llamado
«BiAcore» que se puso a la venta en 1990 y que hoy en dia sigue comercializado por la empresa
General Electric®. Los biosensores dpticos basados en SPR se han convertido en uno de los
instrumentos mds populares en investigacion bésica y diagnéstico clinico®.

En 1997 la trasdencencia de los biosensores alcanzé tal magnitud que condujo a la IUPAC a
elaborar la primera definicion de los mismos.

En la Figura 3 se muestra una linea temporal con los hitos mas importantes en la historia de los

biosensores.
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Figura 3. Hitos mas destacados en la historia de los biosensores. A principios del siglo XX se desarrollaron
los primeros electrodos de vidrio*® que sentaron las bases para la construccién de electrodos para medir el
pH*' o muestras de sangre®’. En la década de los 50, L.C. Clark desarrollé el electrodo de Clark* que se
convirtio en 1962 en el primer biosensor de la historia. En 1969 se public el desarrollo del primer biosensor
de urea®. En la década de los 70 se comenzaron a comercializar los primeros biosensores: ISFET, un sensor
electroquimico que reaccionaba a los cambios en la actividad de iones, un sensor de perdxido de hidrégeno
que analizaba glucosa y que puso a la venta la empresa «Yellow Springs Instrument Company» y el Biostator.
En los afios 80-90 se desarrollé el primer biosensor amperométrico de glucosa con un electrodo enzimatico
mediado por ferreceno® que fue comercializado por la empresa «MediSense Inc» bajo el nombre Exactech.
A principios de los afios 80 el grupo de Bo G. Liedberg publicd por primera vez sus estudios sobre la
resonancia de plasmones superficiales*®. Desde entonces, los biosensores dpticos, empezaron a adquirir
gran relevancia, entre ellos destacan los biosensores fluorescentes codificados genéticamente de las
categorias FRET (transferencia de energia de resonancia de Forster), BRET (transferencia de energia de

resonancia de la bioluminiscencia) y PFl (proteina fluorescente individual).
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En paralelo a todos estos avances, la biologia molecular iba a experimentar una de las revoluciones
mas importantes de su historia a raiz del descubrimiento de la proteina fluorescente verde, GFP
(green fluorescent protein), en una especie de medusa denominada Aequorea victoria y que
culmind con la concesion del premio Nobel de quimica en 2008 a los tres cientificos que
contribuyeron a su descubrimiento y aplicacion en el campo de la biomedicina, Osamu
Shimomura, Martin Chalfie y Roger Y. Tsien.

El hallazgo de la GFP ha sido determinante en el desarrollo de nuevos biosensores dpticos y se ha
convertido en un instrumento esencial para iluminar los procesos moleculares que acontecen en
el complejo microambiente celular. El descubrimiento de la proteina GFP y el amplio set de
proteinas fluorescentes desarrollado posteriormente en el laboratorio de R. Tsien y en otros
laboratorios, han sentado las bases para la generacidn de innumerables biosensores fluorescentes

codificados genéticamente®’*® (Fig. 4).

Figura 4. Descubrimiento y aplicaciones de la proteina GFP. A) Medusas Aequorea victoria
(www.britannica.com/ animal/crystal-jelly). B) Medusa Aequorea victoria en la oscuridad (izquierda) y bajo
luz visible (derecha)*. C) Portada de la revista Science mostrando la expresién de GFP en C. elegans (Science
1994, Vol. 263, Numero 5148)°°. D) Paleta de proteinas fluorescentes desarrolladas en el laboratorio de R.

Tsien (www.nobelprize.org/uploads/2018/06/tsien-slides.pdf).
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3. Proteinas fluorescentes

Las proteinas fluorescentes (PF) se utilizan en biologia celular y molecular para construir quimeras
con proteinas nativas y asi poder observar su localizacién y funciones bioldgicas en experimentos
de imagen. El extenso trabajo realizado en el laboratorio de R. Tsien y el desarrollo de nuevas
variantes capaces de brillar a diferentes longitudes de onda ha provisto a los cientificos de un
extraordinario linaje de proteinas fluorescentes con caracteristicas fotofisicas mejoradas para
multiples aplicaciones. A este set de proteinas fluorescentes, se han sumado nuevos
descubrimientos de PF en organismos marinos y, una familia de PF fotoactivables (PAFPs,
photoactivable fluorescent proteins)°*.

Desde el clonaje de la GFP en los afios 90, las PF se han convertido en la herramienta mas utilizada
en la construccion de BFCG contribuyendo al desarrollo de innumerables biosensores aplicados a
la monitorizacién de vias de sefializacion celular y al estudio de receptores de membrana, canales
idnicos, enzimas (quinasas, fosfatasas, proteasas), segundos mensajeros como el AMPc (adenosin
monofosfato ciclico), el GMPc (guanosin monofosfato ciclico), el DAG (diacilglicerol) o el IP;
(inositol trisfosfato), iones (Cl,, Ca?*, Zn?*), metabolitos intracelulares (glucosa, lactato, maltosa),
ciclo celular y cambios en el microambiente celular (pH, voltaje)®*°3.

Las proteinas fluorescentes de la familia GFP son proteinas de unos 25 kDa que se pliegan

formando un barril compuesto por 11 I[dminas B en cuyo centro hay una hélice a que rodea el

croméforo (Fig. 5).

Cromoforo

Figura 5. Estructura tridimensional de la proteina GFP de Aequorea victoria. Modificado de

https://pdb101.rcsb.org/learn/paper-models/gfp-activity-page.

El cromdéforo se forma a partir de la ciclaciéon autocatalitca de tres aminoacidos situados en las
posiciones 65, 66 y 67 de la proteina®*. La maduracién del croméforo se produce tras el
plegamiento de la proteina que promueve la correcta orientaciéon de los residuos cataliticos

implicados en dicha maduracion®.
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Las proteinas fluorescentes poseen ciertas caracteristicas fotofisicas que hay que tener presentes
a la hora de disefiar un BFCG:

Plegamiento, maduracion y brillo intrinseco. El microambiente que rodea al cromdéforo de la
proteina fluorescente puede afectar a su plegamiento, a su maduracidn, a la intensidad de Ila
fluorescencia y a su estabilidad. La secuencia de la proteina GFP salvaje ha sido modificada
mediante mutaciones puntuales y sustituciones aminoacidicas para mejorar sus propiedades
espectrales. Ademads, los codones se han «humanizado» y se ha incorporado la secuencia
consenso Kozak de inicio de la traduccidn en eucariotas. Estas modificaciones han dado como
resultado nuevas proteinas fluorescentes mas brillantes y mas estables a 37 °C*°.

El brillo intrinseco de las proteinas fluorescentes proviene de la eficiencia a la que absorbe y emite
luz el fluoréforo y debe ser mayor que la autofluorescencia celular causada por moléculas como
las flavinas, los coenzimas FAD (flavin adenin dinucleétido) y NAD* (nicotin adenin dinucledtido) o
aminoacidos como el triptdfano, la tirosina y la fenilalanina. Cuanto mayor sea el brillo intrinseco
de la PF mayor ser3 la relacién sefial/ruido generada por el biosensor®’.

Fotoestabilidad. A pesar de que las proteinas fluorescentes, en general, poseen una gran
fotoestabilidad, existen factores ambientales tales como las especies reactivas de oxigeno (ROS,
reactive oxygen species) o los cambios en el pH que pueden producir el fotoblanqueo del
fluoréforo.

Tamafio. La fusidn entre una proteina salvaje y una proteina fluorescente es una técnica muy
extendida y, pese a que se ha comprobado que en la mayoria de los casos la fusidn no afecta a la
localizacidn y funciones bioldgicas de la proteina salvaje®®, existen ocasiones en las que el tamafio
de la PF puede acarrear consecuencias estéricas en el plegamiento y producir un funcionamiento
incierto del biosensor™.

Permutacion circular. Una caracteristica muy ventajosa de las proteinas fluorescentes a la hora de
disefar BFCG es el fendmeno de la permutacién circular. La permutacién circular se produce
cuando los extremos originales de la proteina N-terminal (N-term) y C-terminal (C-term) se unen
y se establecen dos nuevos extremos que se encuentran espacialmente cercanos al croméforo.
Esta nueva conformacion de la proteina puede facilitar el acceso del solvente al croméforo
alterando asi las propiedades intrinsecas del mismo®. La aplicacién de las variantes permutadas
circularmente de las proteinas de la familia GFP se ha convertido en una estrategia habitual en el

disefio de nuevos BFCG®".
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4. Receptores acoplados a proteinas G

Los receptores acoplados a proteinas G (GPCR) constituyen la especie mds numerosa de
receptores de membrana y conforman uno de los grupos de dianas terapéuticas mas importantes
en el sector farmacéutico. La familia GPCR estd compuesta por unos 800 genes diferentes que
comparten una estructura comun compuesta por siete hélices a que atraviesan la membrana
plasmatica, razén por la cual también se denominan receptores 7 transmembrana (receptores 7
TM)®2, Los GPCR reciben sefiales extracelulares (primeros mensajeros) que se transducen hacia el
interior celular mediante la interaccidon de los receptores con tres grupos de proteinas: las
proteinas G heterométricas (Gapy), las quinasas asociadas a GPCR, GRK (G protein-coupled
receptor kinase) y las B-arrestinas. Los ensayos celulares basados en BFCG enfocados al cribado
de ligandos de GPCR se centran en estudiar las dindmicas moleculares de estos receptores de
membrana a través de los segundos mensajeros implicados en las cascadas de senalizacion que se

activan tras la unién del receptor a un ligando.

La sefializaciéon candnica de los receptores acoplados a proteinas G consta de dos eventos

principales:

A) Unidn del ligando y activacion del receptor. Los GPCR se encuentran embebidos en la
membrana plasmatica y unidos a las proteinas G heterotriméricas. Tras la unién del ligando, los
receptores sufren un cambio conformacional que cataliza el intercambio de GDP (guanosin
difosfato) por GTP (guanosin trifosfato) en la subunidad Ga de las proteinas G estimulando asi la
separacién de la subunidad Ga del heterodimero GBy y del receptor®. La subunidad Ga, a su vez,
estd compuesta por cuatro subtipos (Gas, Gaijo, Goqy Gatiz/13) que interactlan posteriormente con
diversos efectores aguas abajo dando lugar a la activacién de una compleja sefalizacion celular
que provoca cambios en la concentracidn citosélica de segundos mensajeros tales como el Ca?,

el AMPc o el DAG asi como la modulacién de la transcripcion de genes a nivel nuclear (Fig. 6)°*°°.
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Figura 6. Sefializacion mediada por los GPCR. La unidn de un ligando extracelular produce un cambio
conformacional en el receptor que causa la separacién de la subunidad Ga del dimero GBy mediada por el
intercambio de GDP por GTP. Las distintas isoformas de la subunidad Ga interaccionan con proteinas
efectoras como la adenilato ciclasa (AC), la fosfolipasa C (PLC) o RhoGEF originando una cascada de
sefializacidn que resulta en modificaciones de la concentracién intracelular de segundos mensajeros como
el Ca?*, el AMPc o el DAG, la modulacién de la actividad de proteinas como la proteina quinasa A (PKA), la
proteina quinasa C (PKC), las isoformas de Epac, miembros de la familia de GTPasas Rho o componentes de

la via de sefializacién conocida como Ras-Raf-MEK-ERK.
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B) Desensibilizacion y posterior internalizacion del receptor activado. Para atenuar o eliminar la
sefializacion continua del receptor activado, la célula posee un mecanismo de desensibilizacién
que incluye la fosforilacion del receptor mediada por las proteinas GRK y, un posterior
reclutamiento del receptor fosforilado mediado por una familia de proteinas Ilamadas
B-arrestinas®®. La unién GPCR-arrestina promueve la internalizacion del receptor a través de la
magquinaria endocitica estructurada por proteinas de andamiaje como la clatrina, la adaptina-2 y
la dinamina que dirigen el destino de los receptores hacia el reciclaje de los mismos en direccién

a la membrana plasmaética o bien hacia lisosomas para su posterior degradaciéon®’ (Fig. 7).
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Figura 7. Internalizacién y resensibilizacién de los GPCR. La fosforilacidon del receptor activado por el
ligando (esfera verde) a través de las proteinas GRK produce la unién de B-arrestinas que dirigen el proceso
de internalizacion del GPCR y su posterior reciclaje hacia la membrana plasmatica o hacia la degradacion en

lisosomas.

Los avances en el conocimiento sobre el funcionamiento de los GPCR han puesto de manifiesto la
necesidad de revisar el modelo de sefializaciéon candnica de estos receptores. Por ejemplo, el
grupo de Martin J. Lohse y Davide Calebiro, en un trabajo que supuso un cambio de paradigma
sobre la desensibilizacion de los GPCR, reportd evidencias de que un receptor puede continuar

estimulando la produccién de AMPc durante el proceso de internalizacion en endosomas®®.
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Ademas, se ha revelado que la complejidad de la sefializacién mediada por estas proteinas, no
viene dada tan solo por la especificidad ligando-receptor y la eficiencia de dicha interaccién, sino
gue existen una serie de estados transitorios de activacion de los receptores en los que la proteina
interacciona con ligandos que promueven la activacién de distintas vias de sefializaciéon aguas
abajo. Este fenémeno, denominado selectividad funcional o ligando sesgado (bias ligand), ha
abierto nuevos horizontes en términos terapéuticos®. Las compafiias farmacéuticas han
comenzado a desarrollar fdrmacos basados en ligandos sesgados capaces de favorecer la
activacion de una via de sefializacion frente a otra’’.

Por ejemplo, la selectividad funcional del GPCR de la familia canabinoide CB1 (Cannabinoid
receptor 1) puede resultar crucial para descubrir fdrmacos que puedan frenar el avance de la
enfermedad de Hungtinton, una enfermedad neurodegenerativa que causa movimientos
incontrolados y problemas cognitivos en los pacientes que la sufren. Se ha visto que la activacion
sesgada de la via de sefializacién Ga; del receptor CB1 mejora la viabilidad de las neuronas
afectadas. Sin embargo, la activacién de la via mediada por arrestina produce el efecto contrario.
Por lo tanto, el descubrimiento de un compuesto capaz de promover Unicamente la seializacion

mediada por Go; podria constituir un potencial tratamiento de la enfermedad’®.

5. Segundos mensajeros

La activacion de los GPCR produce la regulacién de cientos de moléculas implicadas en las cascadas
de sefializacidn intracelulares. Entre estas moléculas efectoras, destaca el papel de los segundos
mensajeros, pequefias moléculas e iones que amplifican las sefales extracelulares y cuyos niveles
se encuentran estrechamente regulados en el interior celular’?.

Los segundos mensajeros enfocados al estudio de la actividad de los GPCR mejor caracterizados
mediante BFCG son: el Ca?*, el AMPc, el DAG y los fosfolipidos: fosfatidil inositol bisfosfato (PIP,)

e inositol trifosfato (IPs).
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5.1 Calcio

Elién Ca% es uno de los segundos mensajeros mas importantes en las rutas de sefializacion celular.
Su concentracion intracelular se regula a través de la membrana plasmatica mediante proteinas
transportadoras, bombas y canales idnicos. Las funciones bioldgicas de este cation, abarcan
procesos tales como la liberacién de neurotransmisores en las terminaciones nerviosas, la
contracciéon muscular, la actividad del citoesqueleto o el metabolismo celular’.

Dada la relevancia del Ca?*en la actividad celular, los investigadores llevan décadas desarrollando
métodos para dilucidar sus dindmicas de accidon. Los primeros abordajes se realizaron

microinyectando aequorina recombinante, que en presencia de Ca?* emite luz azul’®

, 0 el primer
colorante orgdnico, quin-2, una sonda impermeable que modifica sus propiedades espectrales si
tiene o no Ca?* unido’>. Posteriormente, se crearon sensores de Ca®* ratiométricos. Entre los
ejemplos mas conocidos estdn el Fura-2, que tiene un pico de excitacidon a 340 nm que se desplaza
a los 380 nm tras la unién de Ca®* y Fluo -3 y su andlogo Fluo-4, cuya fluorescencia aumenta en
presencia del catién’®,

Sin embargo, a pesar de que algunos de estos sensores quimicos siguen utilizandose de forma
rutinaria en los laboratorios, presentan serios inconvenientes frente a la utilizacion de BFCG ya
gue no se pueden direccionar hacia orgdnulos concretos, no ofrecen informaciéon espacio-
temporal de las dindmicas de accidn del catidn, requieren tediosos pasos de preparacion y lavados
y, son consumibles que resultan costosos cuando se aplican en campafias de cribado de
compuestos. Por eso, los ensayos celulares que implementan BFCG para medir Ca?* se han
convertido en una alternativa a las técnicas descritas.

Los BFCG disefiados para medir los cambios de la concentracién intracelular de Ca*" se basan,
principalmente, en la actividad de dos proteinas que actlian como sensores naturales de Ca*:
calmodulina (CaM) y troponina C (TnC).

La calmodulina es una de las principales responsables de la transmision y modulacion de las
sefiales mediadas por Ca?* en el citosol. Es una proteina ubicua y muy conservada a lo largo de la
evolucién que traduce la sefalizacion de Ca?* en procesos celulares”’. La CaM contiene cuatro
motivos de unién a Ca?* llamados «EF hands» a los cuales se unen los cationes cuando aumenta
su concentracién intracelular (Fig. 8). Tras la unién de Ca%, la proteina sufre un cambio
conformacional que promueve la exposicién de ciertas zonas hidréfobas encargadas de las
interacciones con péptidos diana como el péptido M137¢ o el péptido de unién a calmodulina CBP

)79,80,81

(calmodulin binding peptide
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La troponina C forma parte del complejo troponina encargado de la regulacién de la contraccién
dependiente de Ca?* de musculo esquelético y musculo cardiaco. El complejo troponina consta de
tres integrantes: la subunidad que une Ca?* (troponina C), la subunidad inhibidora (troponina |,
Tnl) y la proteina que integra a las dos primeras y las ancla al complejo tropomiosina (troponina
T, TnT). Al igual que la CaM, la TnC también posee dominios de unién a Ca?* del tipo «EF-hands»

que promueven la unién TnC-Tnl tras la unidon de los cationes®” (Fig. 8).

Calmodulina Troponina

Figura 8. Estructura terciaria de la calmodulina (izquierda) y de la troponina C (derecha). Las esferas

naranjas representan los cationes de Ca?* en los motivos «EF hands».

5.2 AMPc

El AMPc es un nucleédtido implicado en numerosos procesos de sefializacién celular cuya
concentracién intracelular esta regulada por dos familias de proteinas: adenilato ciclasas (AC),
encargadas de su produccidn y, fosfodiesterasas (PDE), que catalizan la hidrdlisis de la molécula
(Fig. 9A).

El AMPc activa tres tipos de efectores aguas abajo: canales activados por nucledtidos ciclicos
(CNGCs, cyclic nucleotide gated channels), factores intercambiadores de nucleétidos activados
directamente por AMPc, Epac (exchange factor directly activated by cAMP) y la proteina quinasa

A dependiente de AMPc (PKA),
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Tradicionalmente, las mediciones de la concentracidén intracelular de AMPc se han realizado
mediante ensayos de competicidon entre AMPc celular y AMPc marcado. Hasta hace unos anos, los
ensayos mas habituales eran los radioinmunoensayos (RIAs, radioimmunoassays)®° pero se han
ido sustituyendo por técnicas no radioactivas como el HTRF-FRET (Homogeneus time-resolved
fluorescence resonance energy transfer) de Cisbio, basado en un ensayo de competicion entre el

t%¢ o los kits

AMPc producido por las células y el AMPc etiquetado (d2-cAMP) que proporciona el ki
«HitHunter» de Discoverx basados en la complementacién de la enzima B-galactosidasa®’, entre
los ejemplos mas exitosos desde el punto de vista comercial. Recientemente, se han presentado
nuevas técnicas con abordajes diferentes a la competicidn como el ensayo basado en una reaccién
quimioluminiscente del kit AlphaScreen de PerkinElmer® o el biosensor bioluminiscente Glo-
sensor de Promega®.

Las técnicas mencionadas anteriormente presentan ciertas desventajas que se pueden sortear
implementando ensayos basados en BFCG. Por ejemplo, para realizar el ensayo HTRF-FRET es
necesario lisar las células, por lo tanto, carece de resolucién espacio-temporal. Por su parte, el

Glo-sensor, a pesar de su sensibilidad, no se puede adaptar con facilidad a ensayos

multiparamétricos™.

La construccidon de BFCG para medir AMPc se centra en dos proteinas que actian como efectores

celulares en la sefializacion mediada por este segundo mensajero: PKA y Epac.

La proteina quinasa A es una enzima dependiente de AMPc que fosforila diversos sustratos y que
juega un papel muy importante en la integracion de la sefializacion en células eucariotas® . La
proteina esta formada por un complejo tetramérico que contiene dos subunidades reguladoras
(R), compuestas por cuatro isoformas (Rla, RIB, Rlla y RIIB) y, dos subunidades cataliticas (C). La
unién de dos moléculas de AMPc a las subunidades R promueven su separaciéon de las
subunidades C encargadas a su vez de fosforilar los sustratos diana (Fig. 9B)°*.

La PKA es un efector involucrado en numerosas cascadas de sefializacién. La enzima realiza sus
funciones en microdominios subcelulares discretos gracias a las proteinas de anclaje de la familia
AKAP (A-Kinase anchoring protein)® que permiten la especializacion de la sefializacion mediada

por la proteina.
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La proteina Epac esta constituida por las isoformas 1 y 2 que comparten una estructura similar
compuesta por una regiéon reguladora y otra catalitica. Las regiones reguladoras estan constituidas
a su vez por un dominio DEP (Dishevelled, Egl-10 and Pleckstrin) cuya funcion principal es
mantener anclada la proteina a la membrana plasmética®, seguido de un dominio de unién a
AMPc (CBD, cAMP binding domain). La parte catalitica estd formada por un dominio de
intercambio RAS (REM, RAS exchange motif), un dominio de unién a RAS (RA, RAS association) y
un dominio homdlogo a CDC25 (CDC25HD, CDC25 homology domain) encargado del intercambio
de nucleétidos® (Fig. 9C). La unién de AMPc a las proteinas Epac activa las GTPasas Rapl y Rap2

pertenecientes a la familia de proteinas Ras, efectoras de la transducciéon de seiales.
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Figura 9. Sefalizacion mediada por AMPc. A) Regulacion de la concentracidn intracelular de AMPc
mediada por un GPCR. La activacion del receptor provoca el intercambio de GDP por GTP en la subunidad
Gas activando asi la produccién de AMPc regulada por la proteina adenilato ciclasa (AC) y por las
fosfodiesterasas (PDE). B) Activacion dependiente de AMPc de la proteina quinasa A. Tras la unién de
cuatro moléculas de AMPc a las subunidades reguladoras (R, azul), las subunidades cataliticas (C, gris) se
separan para fosforilar proteinas diana. C) Esquema de los dominios que componen las proteinas Epacly
Epac2. En azul se muestran los dominios reguladores DEP y CNBD. En gris se muestran los dominios

cataliticos REM, RA y CDC25-HD. Las esferas naranjas representan las moléculas de AMPc.
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5.3 Diacilglicerol

El diacilglicerol es un segundo mensajero producido junto con inositol 1, 4, 5-trifosfato (IP3) por la
hidrélisis de PIP, (1-fosfatidil-1D-mio-inositol 4,5-bifosfato) mediada por la proteina fosfolipasa C.
Una de las principales proteinas efectoras de la sefializacién mediada por DAG es la proteina
quinasa C (PKC). El término PKC comprende una familia de protein-quinasas encargadas de
controlar funciones celulares mediante la fosforilacidn de proteinas diana®®. En mamiferos existen
12 isoenzimas de PKC: las isoenzimas convencionales (cPKCs: PKCa, PKCB y PKCy) que poseen dos
dominios funcionales (C1 que une DAG y ésteres de forbol y C2 que une Ca?'), las isoenzimas
nuevas (nPKC: PKC§, PKCe, PKCB y PKCn) que poseen solamente el dominio C1 de unién a DAG,
las isoenzimas atipicas (aPKCs: PKCLy PKC{) que no tienen ninguno de los dominios de uniény no
estdn reguladas por ninguno de estos segundos mensajeros y, los miembros de la subfamilia PKn
(PKn1, PKn2 y PKn3) que tampoco estdn reguladas por Ca?* y DAG®”* (Fig. 10).

La forma mas habitual de medir los cambios de concentracion de DAG en ensayos de imagen
realizados en células en cultivo utiliza biosensores fluorescentes codificados genéticamente

basados en los dominios de las distintas isoformas de PKC®>'%°,

Convencionales o | | 77
PKCa,PKCB,PKCy CuinESSu
PKCB, PKCe, PKCO, PKCH NHZM QuindEau.
Alipicas NH —f C1 atipico *fCOOH
PKC1y PKCZ ‘

Figura 10. Dominios de las isoformas de PKC. En tonos azules se muestran los dominios reguladores: los
dominios C1 se unen a ésteres de forbol y DAG, C2 se une a Ca?*y fosfolipidos, PB1 media las interacciones
proteina-proteina, C1 atipico se une a fosfolipidos y los dominios ACC unen RhoA y CG-NAP. En gris se

muestra el dominio catalitico quinasa que se une a ATP y al sustrato de la enzima.
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6. Biosensores fluorescentes codificados genéticamente

Desde que en 1954 G.Weber y D.J Laurance observaran cémo compuestos aromaticos no

101
, la

fluorescentes emitian fluorescencia en medio acuoso tras la unién de albumina de suero
fluorescencia se ha convertido en la técnica mas empleada en el estudio de macromoléculas'®.
Estos avances han ido de la mano del desarrollo de nuevas técnicas microscépicas cada vez mas
sensibles y sofisticadas como la microscopia confocal, la microscopia multifotén, FLIM
(fluorescence-lifetime imaging microscopy)*®, o las técnicas de microscopia de super resolucién:
PALM (photo-activated localization microscopy), STORM (stochastic optical reconstruction
microscopy) y STED (stimulated emission depletion). Estas ultimas han conseguido superar la

resolucidon marcada por el limite de difraccion'®

y le han valido el premio Nobel de quimica en
2014 a sus creadores Eric Betzig, Stefan W. Hell, y William E. Moerner.

La utilizacién de técnicas fluorescentes permite el estudio de los procesos celulares de forma no
invasiva en células intactas con una minima disrupcién de la fisiologia celular para aplicaciones en
células en cultivo, en tejidos e incluso en organismos completos'®.

Los biosensores fluorescentes codificados genéticamente son polipéptidos de fusion compuestos
por distintos dominios proteicos que se utilizan para el estudio y la visualizacion de los procesos
moleculares que ocurren en el interior celular, proporcionando informacidn de la dindmica de las
redes de sefalizacidn con una alta resolucién espacio-temporal.

Los BFCG constan de un elemento sensor (proteina o dominio proteico), una unidad reportera
(proteina fluorescente) y un elemento enlazador. El funcionamiento de los biosensores se basa en
cambios conformacionales producidos como respuesta a la actividad de las vias de sefializacién
en estudio, lo que altera las propiedades espectrales de la unidad reportera. Estas variaciones se
pueden cuantificar en equipos que miden fluorescencia.

El dominio sensor marca la especificidad del constructo y se compone de una o varias proteinas o
dominios proteicos que sufren cambios conformacionales o de localizaciéon durante la activacion
de la via en estudio. Antes de comenzar con el disefio del biosensor es preciso realizar un estudio
exhaustivo tanto de la diana como de las moléculas con las que interacciona.

Asimismo, la eleccién de las proteinas o etiquetas fluorescentes ha de realizarse en funcién del
objetivo y aplicaciones del biosensor. Por ejemplo, en ensayos en células en cultivo hay que tener
en cuenta factores como la autofluorescencia y el fotoblanqueo que pueden interferir en la
interpretacién de los resultados. De la misma forma, algunas proteinas fluorescentes no estan

indicadas para su uso en tejidos y organismos donde aumenta la dispersion de la fluorescencia en

funcién de la penetrancia. No obstante, incluso teniendo en cuenta estos supuestos, la eleccion
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de la proteina fluorescente puede tener un impacto impredecible en las propiedades del biosensor
que solamente se pueden comprobar de manera empirica®.

El funcionamiento del biosensor también se puede ver comprometido por la longitud del
enlazador. Este elemento es esencial para la correcta orientacidn y plegamiento del polipéptido
porque establece la distancia entre los distintos dominios que lo componen. Pese a que se han
intentado desarrollar estrategias generales de disefio de enlazadores'?’, en la mayoria de los casos
hay que recurrir a ensayos empiricos para demostrar la funcionalidad del biosensor'®,
Finalmente, ademas de los componentes del biosensor, existen otros factores importantes a tener
en cuenta durante el proceso de disefo tales como el método de incorporacién del sensor al
interior celular (electroporacion, transfeccion o infeccidn lentiviral) o la sencillez en el manejo de
la tecnologia desarrollada®.

Los BFCG permiten la visualizacion de procesos celulares en células en cultivo mantiendo la
integridad de las mismas. Ademads son sensores especificos de la ruta o analitos estudiados y se
pueden disefiar con secuencias de direccionamiento para localizarlos en compartimentos
intracelulares como la membrana plasmatica, el reticulo endopldsmico o las mitocondrias.
Asimismo, las lineas celulares que expresan los biosensores se pueden seleccionar con antibiéticos
para mantener su expresion durante las sucesivas divisiones celulares®®.

Sin embargo, a pesar de los esfuerzos dedicados en los Ultimos afos a la mejora de las propiedades
fotofisicas de las proteinas fluorescentes (brillo, rendimiento cuantico, etc), éstas siguen
representando uno de los mayores handicaps a la hora de desarrollar BFCG con relaciones
sefial/ruido altas. Otro de los problemas que pueden surgir es la interferencia del propio biosensor
en las funciones bioldgicas o en la localizacién de las proteinas en estudio, en ocasiones, el tamafio
y la capacidad de oligomerizacidon de algunas proteinas fluorescentes pueden producir falsos
positivos en los ensayos y afectar al comportamiento, localizacién y capacidad de reconocimiento

del biosensor'’®,

Existen tres clases principales de BFCG que se detallan a continuacidn.
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6.1 Biosensores basados en FRET (Férster resonance energy transfer)

La transferencia de energia de resonancia de Forster es un fenémeno fisico descrito por Theodor
Forster en 1948 basado en la transferencia de energia no radiante entre dos cromdéforos: un
donador y un aceptor'!. Para que se produzca FRET se deben cumplir dos condiciones: a) la
distancia entre ambos cromoéforos debe ser de 1 a 10 nmy la orientacién relativa de ambos dipolos
debe ser la correcta; b) el espectro de emision del donador y el espectro de absorcidn del aceptor
deben superponerse; la eficacia del proceso es mayor cuanto mayor es la superposiciéon de los
espectros®?,

Los biosensores codificados genéticamente basados en FRET se fundamentan en este fendmeno
fisico y permiten monitorizar actividades bioquimicas en el interior celular como interacciones
proteina-proteina, cambios conformacionales, variaciones en las concentraciones de iones
intracelulares o actividades enzimaticas. El disefio de esta clase de biosensores se basa en el
cambio conformacional que sufre la unidad sensora tras la unién con la diana de interés; esta
unién modifica la distancia entre los fluoréforos y altera la intensidad de la sefial FRET.

El primer biosensor FRET se desarrollé en el laboratorio de Tsien en 1991, se llamd FICRhR y

consistia en el marcaje de las subunidades catalitica (C) y reguladora (R) de la proteina PKA con
fluoresceina (Fl) y rodamina (Rh), respectivamente. Tras la unidon de AMPc, la PKA sufre un cambio
conformacional que produce la disociacion de las subunidades del holoenzima y el FRET
desaparece'®.

Existen distintos tipos de biosensores FRET basandose en su estructura, funcidn o sensibilidad
ambiental*'*: Biosensores FRET unimoleculares (intramoleculares), compuestos por las dos
proteinas fluorescentes, el elemento de reconocimiento bioldgico y el enlazador en una misma
molécula (Fig. 11A). La gran ventaja de este tipo de biosensores es el analisis de imagen
ratiométrico dado que su estequiometria es fija, mientras que, la principal desventaja es la baja
sensibilidad'>. En los biosensores FRET bimoleculares (intermoleculares), una de las PF estd
fusionada con el elemento biolégico de reconocimiento y la otra se fusiona con la proteina diana
o transductora de la sefal (Fig. 11B). Esta clase de biosensores se aplica en estudios sobre
interacciones entre proteinas aunque presentan inconvenientes a la hora de establecer los niveles
de expresion de cada una de las fusiones. Este hecho puede afectar tanto a las mediciones
ratiométricas como a la asuncion de que un descenso en el FRET signifique la disociacion de las
proteinas teniendo en cuenta que la técnica es muy sensible a la distancia y orientacién entre los

fluoréforos®?. Los biosensores FRET de proteasas poseen una estructura que establece un sitio de

corte compuesto por una secuencia de aminodcidos diana de proteasas en el elemento enlazador
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colocado entre las dos PF. En estado basal, se produce FRET entre las PF, pero, cuando se activa
la proteasa diana, ésta corta el enlazador y el FRET se rompe de forma irreversible (Fig. 11C). Los
biosensores mas conocidos de este grupo se han disefiado para medir los niveles de apoptosis
celular estudiando la funcién de las caspasas''®. Los biosensores FRET dependientes del
microambiente se basan en la sensibilidad de algunos fluoréforos a los cambios en el
microambiente que los rodea. Existen dos causas principales que pueden producir estos cambios:
las especies reactivas de oxigeno (ROS) y el pH (Fig. 11 D). Los biosensores sensibles a cambios en
los niveles de ROS se utilizan para estudiar hipoxia celular. Estos biosensores combinan un
fluoréforo donante que no responde a las especies reactivas y otro sensible al oxigeno. Por su
parte, la influencia del pH en la fluorescencia de las PF ha sido ampliamente discutida en la

117,118,119

literatura . Esta clase de biosensores aprovecha la sensibilidad de algunas proteinas

fluorescentes a los cambios de pH para estudiar cambios en el microambiente del citosol, del

nucleo*?® y en microdominios intracelulares*?'.
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Figura 11. Diseiios de biosensores basados en FRET. A) Biosensor unimolecular. Tras la unién del ligando
(esfera verde) se produce un cambio de conformacién del biosensor que conduce al distanciamiento o
acercamiento de las proteinas fluorescentes produciéndose asi la disminucion o el incremento de la sefial
FRET. B) Biosensor bimolecular. La unién del ligando modifica la conformacion tridimensional de los
biosensores alterando la sefial FRET. C) Biosensor proteasas. La proteasa reconoce el dominio de corte
situado en el elemento enlazador del biosensor y la sefial FRET desaparece. D) Biosensor dependiente del
microambiente. Las variaciones en el pH o la presencia/ausencia de especies reactivas modifican la sefial

FRET. (CFP: cyan fluorescent protein, YFP: yellow fluorescent protein). Ay B: proteinas en estudio.
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6.1.1 Biosensores FRET de Ca?*

Hoy en dia la lista de biosensores fluorescentes codificados genéticamente que se utilizan para
medir Ca** comprende un amplio abanico de sensores denominados comiUnmente GECI
(genetically encoded calcium indicators) cuyos diseios se centran en la activacion mediada por
Ca?* de las proteinas calmodulina y troponina C.

El primer biosensor FRET de Ca?* codificado genéticamente lo desarrollé A. Miyawaki en el
laboratorio de R. Tsien. El grupo habia intentado caracterizar sin éxito el receptor de IP; (que
promueve la liberacién de Ca?* desde los reservorios del reticulo endoplasméatico??) colocando
una proteina fluorescente en cada extremo del dominio citosélico del receptor. El mentor de
Miyawaki les sugirié que probaran con una estructura conocida, una quimera de calmodulinay un
péptido de unidn a calmodulina llamado M13. Miyawaki colocé un mutante de la proteina BFP
(blue fluorescent protein) (Y66H/Y145F) en el extremo N-terminal de la CaM y el mutante S65T de
la GFP en el extremo C-terminal del péptido M13. En ensayos in vitro, el aumento de la
concentracidn de Ca?* producia un incremento de la sefial FRET que desaparecia tras la adicién de
un quelante del cation. Este biosensor se denomind cameleon-1 y se convirtié en el primer
biosensor FRET de Ca?* codificado genéticamente y en el predecesor de numerosos GECI.

A raiz de la creacién de cameleon-1, se han ido produciendo versiones mejoradas a partir de la
creacion de nuevos pares FRET, la generacién de mutaciones puntuales en la CaM y la adicidn de
secuencias de direccionamiento. Estas mejoras han dado lugar a una gran familia de biosensores
que, hoy en dia, son referentes en su campo. Algunos ejemplos destacados se muestran en la tabla
1.

Uno de los problemas que surgié a la hora de aplicar los biosensores cameleon en ensayos
celulares fue el hecho de que podian alterar impredeciblemente algunas funciones celulares
llevadas a cabo por la calmodulina. Este handicap se hizo patente cuando se intenté expresar los
biosensores en neuronas, donde la CaM juega un papel muy importante en la fisiologia celular.
Para solventar esta complicacién, se han desarrollado biosensores en los que la calmodulina y el
péptido M13 se han sustituido por troponina Cy troponina |, respectivamente (Tabla 1). Se cree
que estos nuevos biosensores no intervienen, o lo hacen minimamente, en las funciones de las
células huésped ya que la TnC es una proteina que no esta involucrada en la sefializacidon

celular'?®1%4,

Los biosensores basados en TnC que han mostrado mejores resultados estan
compuestos por una TnC de musculo esquelético de pollo que contiene una mutacién en el

extremo N-terminal denominada TN-L15 (Tabla 1).
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Recientemente, se han presentado otros dos tipos de GECI basados en troponina: la serie de
sensores Twitch para ensayos ratiométricos de imagen in vivo'* y el biosensor YO-TnC1.0 que ha

propuesto un nuevo par FRET compuesto por las proteinas mVenus y mKOk!?°,

Tabla 1. Ejemplos de biosensores FRET de Ca?*. Modificado de Greenwald et al*?.

Biosensores FRET Ca%*

Familia Cameleon Cameleon-1%, Cameleon-2%, YC2¢,YC2.1'%7, YC2.3%%¢,YC2.12°!, Cameleon-3er®,
YC6.1'%°, D1cpv,D2cpv,D3cpv,Dacpv ¢, YC3.60**!, Cameleon D1ER**?

Familia TNL TN-XL'?%, TN-XXL'*3, TN-L15%%

6.1.2 Biosensores FRET de AMPc

La arquitectura de los biosensores FRET de AMPc se basa principalmente en la regulacion del
nucledtido mediada por las proteinas PKA y Epac.

Biosensores FRET de AMPc basados en PKA. El biosensor pionero en esta categoria lo presentaron
Manuela Zaccolo y colaboradores®* y estd constituido por dos moléculas: una fusién del mutante
S65T de la proteina GFP con la subunidad catalitica a de la PKA de ratén y una quimera compuesta
por la proteina EBFP (enhanced blue fluorescent protein) y la subunidad reguladora RIIf de PKA.
Cuando las células cotransfectadas con los dos biosensores se trataban con compuestos que
elevan la concentracién de AMPc, se producia la separacién de las subunidades reguladoras y
cataliticas de PKA provocando un descenso en la sefial FRET.

La complejidad que alberga la construccién de sensores FRET multimoleculares a la hora de
establecer los niveles de transfeccion, expresion y regulacién de los mismos y las limitaciones que
presentan debido al funcionamiento intrinseco de la propia enzima®**, ha conducido a desarrollar
un grupo de sensores FRET unimoleculares llamados AKAR (A-Kinase activity reporters) que miden
las variaciones de AMPc de forma indirecta. Los sensores AKAR tienen una estructura arquetipica
gue consta de un dominio de unién a aminodcidos fosforilados y un sustrato especifico de PKA
intercalados por un par FRET de proteinas fluorescentes. La unién de AMPc a PKA provoca la
activacion de las subunidades cataliticas que fosforilan la secuencia sustrato de AKAR. A su vez, el
dominio de unién a fosfoaminodcidos reconoce la secuencia sustrato fosforilada produciendo un

cambio en la distancia entre los fluoréforos que altera la sefial FRET**®,
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Biosensores FRET de AMPc basados en Epac. Los biosensores mas relevantes enmarcados en esta
categoria se integran en tres familias que se presentaron el mismo afio: camps, ICUE (Indicator of
cAMP using epac) y una familia de biosensores sin nombre propio basada en un mutante de Epacl
que afecta a su unién con Rap.

En la siguiente tabla se muestran los biosensores mas destacados de las tres familias asi como

nuevos biosensores surgidos a partir de ellos.

Tabla 2. Biosensores FRET de AMPc. Modificado de Greenwald et al®?.

Sensores FRET AMPc

Familia ICUE ICUE1**%, ICUE2*7, ICUE3**%, ICUE-YR**, ICUEPID**
Familia camps Epacl-camps'®®, Epac2-camps**®, PKA-camps*‘®, HCN2-camps'*!, Epac2-camps300'**
Familia Epac-S H844% H90'**, H96'**, H81'*, H74 '**, Epac-SH187'%°, Epac-SH188'*

Basados en Epacl (6DEP-CD)  CFP-Epac(6DEP-CD)-YFP*¢, CEPAC**

CUTie YFP-PKA-RIIB-CFP
YFP-PKAC + CFP-PKAr C-S65T + RIIB —EBFP*, RII-CFP + C-YFP#
Familia AKAR AKAR1%, AKAR2%°, AKAR3 5, CRY-AKAR'!, AKAR-GR'*, BImAKAR'?, AKAR-CR'5?, AKAR 4.1

6.1.3 Biosensores FRET de DAG

El primer biosensor de esta categoria lo desarrollé el grupo de Alexandra C. Newton en 2003. El
biosensor, denominado DAGR, esta formado por el par fluorescente CFP-YFP flanqueando el
domino C1 de la isoforma PKCP y se transloca desde el citosol a la membrana plasmatica cuando
aumenta la [DAG]i (Tabla 3).

Posteriormente se han desarrollado dos nuevas familias de biosensores: la serie de sensores
Daglas que emplea como elemento de reconocimiento un dominio rico en cisteinas (CRD) de PKC
que se une al DAG producido en la membrana celular generando un aumento de la sefial FRET, y
el biosensor Digda (Diacylglycerol indicator), disefiado por Teruko Nishioka y colaboradores,
compuesto por el dominio C1 de PKCBII intercalado entre el par FRET CFP-YFP que detecta el

aumento de los niveles de DAG mediante un incremento en la sefial FRET (Tabla 3).

Tabla 3. Biosensores FRET de DAG.

Sensores FRET DAG

DAGR mCFP -PKCBII- mYFP**
Familia Daglas Daglas-pm1**%, Daglas-em1'*%, Daglas-mit1'>¢, Daglas-lum*’
Digda CFP —C1 PKCBII- YFP*>8
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6.2 Biosensores basados en proteinas fluorescentes individuales

El disefio de los biosensores basados en una Unica proteina fluorescente (PFI, proteina
fluorescente individual) se fundamenta en un cambio conformacional del sensor que modula la
intensidad de la fluorescencia debido a variaciones en el microambiente que rodea al
croméforo®™®. Generalmente, los PFl son sensores intensiométricos que miden la intensidad de la
sefial fluorescente a una sola longitud de onda y se utilizan para monitorizar cambios relativos ya
que la sefial depende de la concentracién de biosensor expresado en las células®.

Se han descrito BFCG PFl en los que se han empleado algunas de las proteinas fluorescentes mas
conocidas (eGFP, eCFP, mRuby o mApple)'®!, pero, las PF mas utilizadas en el disefio de este tipo
de biosensores son las versiones permutadas circularmente y las variedades fotoinducibles®*%2,
Como estrategia alternativa de disefio, habitualmente, también se utiliza la complementacién
bimolecular de la fluorescencia (BiFC, bimolecular fluorescence complementation). El principio de
esta técnica consiste en la disociacidon de una PF en dos fragmentos cada uno de los cuales se
fusiona con dos proteinas o dominios proteicos que interaccionan entre si, esta interaccion
produce la reconstitucidn de la PFy, por lo tanto, de la sefial fluorescente’®?. Los biosensores BiFC
se utilizan para estudiar interacciones proteicas y presentan una enorme ventaja sobre los
biosensores FRET porque no requiere que los componentes se sitien a una distancia determinada
ni tampoco es necesario que tengan una orientacién especifica. Ademas, tienen baja senal de
fondo de forma que los fragmentos no unidos no interfieren en la deteccién de la seiial
fluorescente. Aunque, la sobreexpresidn del sensor puede producir asociaciones espontdneas de
las proteinas fluorescentes en ausencia de ligando.

A pesar de estas ventajas, y como ocurre con todas las clases de biosensores, los biosensores BiFC
no estdn indicados para todo tipo de experimentos. Por ejemplo, en ensayos cinéticos de
formacidn de complejos proteicos no resultan apropiados debido al tiempo requerido para que la
PF se pliegue correctamente (desde unos minutos hasta varias horas)'®®. Ademas, hay que tener
en cuenta que la unién de los fragmentos proteicos para conformar la PF funcional se hace de

forma irreversible y, por lo tanto, no se puede aplicar en andlisis de dindmicas de sefializacion'®,
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6.2.1 Biosensores PFl de Ca**

La variedad de GECI comprendidos en esta clase incluye decenas de sensores de Ca®* que, en
esencia, son versiones mejoradas de cuatro familias: 1) la familia Camgaroo que utiliza proteinas
fluorescentes permutadas circularmente en cuyo interior se inserta la secuencia de la
calmodulina, 2) la familia GCaMP, compuesta por biosensores no ratiométricos en los que se
utilizan variantes permutadas circularmente de la proteina GFP, 3) la familia Pericam, cuya
estructura es muy similar a la de los biosensores GCaMP diferencidndose Unicamente en la
variante fluorescente que utilizan, y 4) la familia GECO, que proviene de un cribado de bibliotecas
de variedades genéticas de biosensores tipo GCaMP. En la tabla 4 se destacan algunos de los

biosensores principales de este grupo.

Tabla 4. Biosensores PFl de Ca%*. Modificado de Greenwald et al*’.

Biosensores PFl Caz*

Familia Camgaroo Camgaroo-1°, Camgaroo-2'%*

Familia GCaMP GCaMP'%>, GCaMP2'%%, GCaMP3'*/, GCaMP-HS'*%, GCaMP3-8'%°, GCaMP6'7°
Familia Pericam Flash-pericam®, inverse-pericam®?, ratiometric-pericam®*

Familia GECO G-GECO1'%, G-GECO1.2'7*, B-GECO'"*, R-GECO1'"!, O-GECO'"?

6.2.2 Biosensores PFl de AMPc

Los BFCG PFI que miden los cambios de concentracidn de AMPc estdn compuestos por familias de
biosensores que comparten muchas similitudes arquitectdnicas ya que la mayoria utiliza como
unidades sensoras las proteinas Epac y PKA o alguno de sus dominios (Tabla 5).

En cuanto a los biosensores PFI de AMPc basados en Epac, existen dos familias principales: la
familia Flamindo (fluorescent cAMP indicator) y el biosensor cADDIS'® (cAMP difference detector
in situ). Entre los biosensores PFl de AMPc basados en PKA, los ejemplos mas destacados estan
compuestos por las familias AKAR, Gak (GFP-A-kinase), R-FlincA'”? (Red Fluorescent indicator for

cAMP) y cAMPr'78,

Tabla 5. Biosensores PFl de AMPc.

Biosensores PFI AMPc
Familia Flamindo Flamindo'’*, Flamindo2'7°, PinkFlamindo'7®
Familia AKAR BlueAKAR'”’, RAB-AKARrev'”’, sapphireAKAR""”
Familia Gak GAkdY'’8,GAkdYmut'’¢,GAk'7®
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6.2.3 Biosensores PFl de DAG

Hasta el momento no existen biosensores de esta clase que midan directamente la concentracién
intracelular de DAG aunque si se han desarrollado biosensores que lo hacen de forma indirecta a
través de la activacién de la proteina PKC. Un ejemplo lo constituye la familia de biosensores CKAR
compuestos por un sustrato de PKC y las versiones permutadas circularmente de las proteinas
azules Tsapphire y EBFP (sapphireCKAR y blueCKAR, respectivamente) que exhiben cambios en la
intensidad de la fluorescencia emitida tras el tratamiento con PMA, un éster de forbol que se

utiliza habitualmente en ensayos de activacion de la proteina PKC*”’.

6.3 Biosensores basados en la transferencia de energia de resonancia de

bioluminiscencia

La transferencia de energia de resonancia de bioluminiscencia (BRET, Bioluminescence resonance
energy transfer) es un proceso de transferencia de energia no radiante entre un donante
bioluminiscente y una proteina fluorescente aceptora que ocurre de forma intrinseca en animales
marinos como la medusa Aequorea victoria o el pensamiento de mar Renilla reniformis*’®. El
funcionamiento del BRET es muy similar al FRET ya que require que las proteinas donadora y
aceptora estén proximas entre si (<10 nm)*®°. La primera sonda basada en BRET se desarrollé en
1999'®! y se utilizé para demostrar interacciones proteicas. Desde entonces, el estudio de este
tipo de relaciones entre proteinas ha sido la principal aplicacién de los biosensores basados en
BRET®®?,

En el disefio de BFCG basados en BRET, la proteina bioluminiscente mas utilizada es una versién
de la enzima luciferasa de Renilla (Rluc) que es oxidada por su sustrato, coelenteracina. Ademas
de Rluc, se pueden utilizar otras luciferasas como la de la luciérnaga Photinus pyralis (Fluc)®* o
una version reciente y mejorada llamada NanolLuc (Nluc)™®*. Al igual que las proteinas
fluorescentes, las luciferasas también se pueden dividir en dos fragmentos y volver a conformar
su estructura funcional cuando los fragmentos se aproximan para implementarlas en
experimentos de complementacidn bimolecular.

Los biosensores BRET se utilizan para sortear las desventajas asociadas a la fluorescencia que
presentan los biosensores basados en FRET y PFI como la autofluorescencia celular o la
fototoxicidad de la luz que excita a la proteina donante o el fotoblanqueo'®. Por estos motivos, el
desarrollo de biosensores BRET se esta orientando hacia aplicaciones de imagen en tejidos y hacia

el estudio de células fotorreactivas como las células vegetales donde los sensores FRET no
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proporcionan resultados fiables®,

Sin embargo, los biosensores BRET presentan ciertas
desventajas relacionadas con la baja intensidad de emision y el tiempo de vida medio del sustrato,
a pesar de los avances realizados en este campo gracias al desarrollo de derivados de la

coelenteracina como el sustrato DeepBlueC*®®.

6.3.1 Biosensores BRET de Ca?*

Aunque, tradicionalmente, los biosensores basados en BRET se han utilizado para estudiar
interacciones proteicas también existen algunos ejemplos para medir variaciones de segundos
mensajeros. Entre los sensores BRET de Ca?* reportados se encuentra G5A, un biosensor que
combina las proteinas GFP y aequorina y que, a pesar de que originalmente se cred para

monitorizar el Ca?* en células de mamiferos'®’

, se ha podido utilizar posteriormente con éxito
también en células vegetales'®®. En 2016 se presentd CalfluxVTN, para medir oscilaciones de Ca?*;
su arquitectura se centra en una secuencia de troponina C sensible a Ca®*intercalada entre la
luciferasa Nanoluc y una version truncada en el extremo carboxilo terminal de la proteina
fluorescente Venus'®. La familia cameleon también ha explotado la bioluminiscencia para la
creacion de Cameleon D3 Ca?, un sensor compuesto por una versidon permutada circularmente
de Venus [Venus (cp173)] v la luciferasa sLuc®®. Recientemente, se ha publicado una familia de
sensores bioluminiscentes para medir las dindmicas de Ca?* en el reticulo endoplasmatico de

células individuales basados en Nano-lantern, una fusidn entre la proteina fluorescente Venus y

Rluc8™.

6.3.2 Biosensores BRET de AMPc

Los biosensores BRET de AMPc son menos numerosos aunque existen algunos ejemplos
destacados basados en Epac como Rluc-EPAC-YFP'¥?, CAMYEL**® y Nano-lantern cAMP1.6'*. Sin
embargo, hasta la fecha solamente se conoce un biosensor BRET basado en PKA (R1-Rluc + GFP-
C) en el que la parte catalitica de la enzima se ha etiquetado con GFP2 y la porcién reguladora con

Rluc™.
Finalmente, aunque se han descrito biosensores basados en BRET para detectar cambios en

fosfatidilinositoles'® no existe literatura sobre biosensores BRET para medir DAG basados en PKC

de forma directa ni tampoco de manera indirecta.
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7. Tecnologia Nomad

A pesar de la cantidad ingente de biosensores fluorescentes codificados genéticamente que
existen en el mercado, no resulta sencillo encontrar una tecnologia capaz de integrar en un solo
ensayo la sefializacién de varios segundos mensajeros de forma simultanea y, que a la vez, se
pueda implementar de manera rapida, sencilla y econdmica en plataformas de cribado de
compuestos a gran escala.

La idea de construir los biosensores Nomad surgié de la necesidad de la industria farmacéutica y
biotecnoldgica de encontrar nuevos ensayos con los que obtener la maxima informacidn posible
de los compuestos analizados. Para mejorar los productos que ya existian en el mercado, se pensé
en desarrollar una nueva familia de BFCG capaz de detectar los cambios de concentracidn
intracelular de los segundos mensajeros implicados en las principales rutas de sefializacién celular
(Ca%*, AMPc y DAG) con el objetivo de que se pudieran aplicar en ensayos de imagen multicolor
basados en células en cultivo y que, ademas, se pudieran implementar en plataformas de cribado
de compuestos a gran escala.

El hecho de que el ensayo se pudiera realizar en células en cultivo resultaba de por si una mejora
sustancial ya que mantener las células vivas proporciona informacién importante sobre los efectos
citotéxicos o los tiempos de accidn de los compuestos analizados. Ademas, prescindir del marcaje
de los GPCR con etiquetas como sondas o proteinas fluorescentes (receptores label-free) supone
una ventaja adicional porque se evitan problemas estéricos que puedan interferir en el
funcionamiento natural de la proteina.

El disefio de los biosensores Nomad se basd en el esquema de la Figura 2. En primer lugar, habia
que encontrar un elemento biolégico que detectara los segundos mensajeros (analitos). Para esta
tarea, inicialmente se consideraron proteinas transductoras de la sefalizacién de segundos
mensajeros como la calmodulina, la PKA o la PKC, pero la utilizacidén de estas proteinas en el disefio
de nuevos biosensores esta restringida por patentes en la mayoria de los casos. Por ello, la
estrategia adoptada fue aprovechar la actividad celular de estas proteinas de manera indirecta,
seleccionando péptidos que se unen a ellas solamente cuando se ha modificado su conformacion
tras la unidn de los segundos mensajeros. Es decir, el péptido de unidn del biosensor GUnicamente
reconocera la proteina transductora una vez esté activada por los segundos mensajeros.

El siguiente paso consistido en decidir como se iba a percibir la unién entre el biosensor y las
proteinas transductoras activadas. Como solucion se afiadieron al disefio dos dominios de
localizacdn subcelular: hacia membrana plasmatica y hacia reticulo endoplasmatico. De este

modo, el biosensor, anclado a la membrana o al reticulo endoplasmatico, reconoceria la proteina
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transductora activada a través de su péptido de unidn. Esta interaccidn provocaria un cambio
conformacional que expondria el otro péptido de localizacidn produciendo la redistribucion del
biosensor en el interior celular. De hecho, la denominacién «Nomad» de la tecnologia hace
referencia a la capacidad de los biosensores de trasladarse de un lugar a otro en el interior celular.
Por ultimo, resultaba necesario afiadir al disefio un reportero que permitiese detectar y cuantificar
la redistribuciéon del biosensor, para ello se seleccionaron distintas variantes de proteinas

fluorescentes que permitiesen realizar experimentos de imagen multicolor.

Los biosensores Nomad son biosensores fluorescentes codificados genéticamente, englobados en
la categoria PFl, que se integran en tres familias en funcidn del segundo mensajero que detectan:
caz+Nomad, .ampPNomad y pagNomad. La estructura central de los tres biosensores estd compuesta
por los mismos elementos variando solamente el péptido de unién de las proteinas transductoras
de la sefializacién de cada segundo mensajero.

Los péptidos que componen los biosensores Nomad son: dos secuencias sefial hacia diferentes
localizaciones celulares (membrana plasmatica y reticulo endoplasmatico), un dominio de unién
a proteinas transductoras de sefiales y una proteina fluorescente (Fig. 12). Cada uno de los
péptidos estd separado entre si por distintos segmentos enlazadores que proporcionan

flexibilidad al biosensor y ayudan a promover su plegamiento.

Péptido

Péptido Proteina unién Péptido
localizacion fluorescente proteina localizacion en
membrana transductora reticulo

Figura 12. Péptidos que componen los biosensores Nomad: un péptido de localizacién en membrana
plasmatica, una proteina fluorescente, un péptido de unién a proteina transductora y un péptido de

sefializacidn en reticulo endoplasmatico.
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Inicialmente, se desarrollaron dos hipdtesis sobre el funcionamiento de los biosensores en funcion
de su localizacién inical en células en reposo: a) el biosensor se localiza en la membrana plasmatica
y tras la unién a las proteinas transductoras activadas por los segundos mensajeros sufre un
cambio conformacional que expone la sefializacion hacia el reticulo endoplasmico (Fig. 13) o b) el
sensor se localiza inicalmente en reticulo endoplasmadtico y, una vez en el citoplasma, se une a la
proteina transductora activada produciéndose un cambio conformacional que finaliza con el

direccionamiento del polipéptido hacia la membrana plasmatica (Fig. 14).
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Proteina
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Figura 13. Modelo hipotético de funcionamiento de los biosensores Nomad (A). El biosensor se localiza
incialmente en la membrana plasmadtica y tras la activacion medidada por la proteina transductora se

relocaliza en reticulo endopldsmico (RE).
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Figura 14. Modelo hipotético de funcionamiento de los biosensores Nomad (B). El biosensor se localiza
incialmente en reticulo endoplasmico (RE) y tras la activacion medidada por la proteina transductora se

redistribuye hacia la membrana plasmatica.
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Objetivos

La industria farmacéutica y biotecnolégica requiere nuevas herramientas rdpidas, eficaces y
econdmicas para acelerar el descubrimiento de nuevos farmacos. Los biosensores fluorescentes
codificados genéticamente cumplen los requisitos que demanda la industria para el desarrollo de
ensayos celulares que se puedan implementar en plataformas de cribado de alto rendimiento. Los
receptores tipo GPCR se encuentran entre las dianas terapéuticas mas importantes ya que un
tercio de los medicamentos que existen actualmente en el mercado tienen como objetivo algin

receptor de esta familia.

Los objetivos de este trabajo son:

-Desarrollar una familia de biosensores fluorescentes codificados genéticamente que detecten los

cambios de concentracién intracelular de los segundos mensajeros Ca?*, AMPc y DAG.

-Aplicar los biosensores en modelos celulares monocolor y multicolor para detectar la sefializacién

mediada por los receptores de membrana acoplados a proteinas G.

-Miniaturizar y automatizar la tecnologia para aplicarla en plataformas de cribado de compuestos

a gran escala.
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«Dices que a veces no comprendes qué dice mi voz ( COmo quieres que yo sepa lo que digo? Si
entre los dedos se me escapa volando una flor y yo la dejo que me marque el camino»

Extremoduro






MATERIALES Y METODOS







1. Técnicas de biologia molecular

1.1 Clonaje del biosensor ca2:Nomad-tGFP

El constructo que codifica la secuencia genética del biosensor c.2:Nomad-tGFP se realizd en tres
etapas consecutivas.

En primer lugar, la secuencia gendmica correspondiente a los dominios CBP-KDEL, originada
mediante anillamiento de oligonucledtidos (Sigma-Aldrich, San Luis, Misuri, Estados Unidos)
(Fig. 15, Tabla 6), se subcloné en el vector pTurboGFP-C (Evrogen, Moscu, Rusia) bajo el control
del promotor de citomegalovirus (CMV), entre las enzimas de restriccion Xhol y EcoRI (Thermo

Scientific, Waltham, Massachusetts, Estados Unidos) .

Figura 15. Protocolo de anillamiento de oligonucledtidos.

PROTOCOLO ANILLAMIENTO OLIGONUCLEOTIDOS

1. Disolver los oligos en tampon de anillamiento a una concentracion final de 10 uM.

2. Incubar a 95 °C durante 4 minutos.

3. Incubar a 70 °C durante 10 minutos.

4. Dejar enfriar a temperatura ambiente.

5. Guardar y mantener a 4 °C.

-Tampon de anillamiento: acetato potasico 100 mM (Sigma-Aldrich), Hepes-KOH
30 mM (pH 7,4) (Sigma-Aldrich), acetato de magnesio 2 mM (Sigma-Aldrich).

En el siguiente paso, se utilizd la primera construccion para amplificar el framento tGFP-CBP-KDEL
mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, polymerase chain reaction) (Fig. 16) con
oligonucledtidos que incorporaban las secuencias de corte de las enzimas Kpnl y Notl en los
extremos (Tabla 6). El producto de la PCR se introdujo en el pldésmido pGEM-T Easy (Promega,
Madison, Wisconsin, Estados Unidos). Para verificar la correcta secuencia del inserto se utilizaron
oligonucledtidos que reconocen la secuencia de la T7 ARN polimerasa (° TAA TAC GAC TCA CTA
TAG GG*) y SP6 ARN polimerasa (> ATT TAG GTG ACA CTA TAGAA®) (Secugen, Madrid, Espafia).
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Figura 16. Protocolo de amplificacion por PCR.

PROTOCOLO AMPLIFICACION POR PCR

1. Temperatura comienzo: 94 °C.

2. 21 ciclos:
-Desnaturalizacién (95 °C, 20 seg),
-Hibridacion de los oligonucledtidos (55 °C, 30 seg)
-Amplificacion (72 °C, 1 min).

3. Enfriar a 4 °C.

Reactivos:

-ADN molde: 0,01 pg/ul

-Oligonucledtidos cebadores: 0,2 yM

-dNTPs (Thermo Scientific): 200 yM

Finalmente, el ADNc correspondiente al péptido TAC (Source bioscience, Nottingham, Reino
Unido) se subclond entre las enzimas de restriccién Nhel y EcoRl en el plasmido que contenia los
framentos tGFP-CBP-KDEL. Los ADNc correspondientes a los dominios proteicos se subclonaron

siguiendo la misma pauta de lectura abierta.

Tabla 6. Oligonucledtidos complementarios empleados en el clonaje del biosensor ca2:Nomad-tGFP.

Resaltado en azul se muestran las secuencias correspondientes a las enzimas de restriccion.

Oligonucleétidos fragmento CBP-KDEL

] ] ] . TCGAGAAATGGAAAAGAGAAGATGGAAAAAGAATTTCATAGCCGTCTCAGCAGCCAACCGCTTTAAGAAAATCTCA
Oligo sentido directo (5°-3°)
TCCTCCGGGGCACTTAAGGACGAGCTGTAAG
AATTCTTACAGCTCGTCCTTAAGTGCCCCGGAGGATGAGATTTTCTTAAAGCGGTTGGCTGCTGAGACGGCTATGAA

Oligo sentido inverso (5°-3")
ATTCTTTTTCCATCTTCTCTTTTCCATTTC

Oligonucleétidos PCR framento tGFP-CBP-KDEL

Oligo sentido directo (5°-3") GGTACCAATGGAGAGCGACGAGAGCGGCCT

Oligo sentido inverso (5°-3") GCGGCCGCTTACAGCTCGTCCTTAAGTGCCCCG




1.2 Clonaje del biosensor campPNomad-tGFP

El ADNc correspondiente a los dominios Ht31-KDEL se sintetizd de novo y se flanqued en ambos
extremos por las secuencias correspondientes a las enzimas de restriccion Xhol y Notl (Atum,
Newark, Estados Unidos): STCTCG AGTAG ACCTG ATTGA GGAGG CCGCC AGCCG AATTG TCGAC GCCGT
GATTG AGCAG GTGAA AGCAG CAGGC GCCTA CGGCG GCAAG GACGA GCTGT AAGCG GCCGC®. El
constructo .ameNomad-tGFP se generd mediante clonaje directo sustituyendo la secuencia
gendmica de los dominios CBP-KDEL por el ADNc correspondiente al fragmento Ht31-KDEL en el

plasmido ca.2«sNomad-tGFP.

1.3 Clonaje del biosensor pacNomad-tGFP

La construccidon del biosensor pacNomad-tGFP se realizd6 mediante clonaje directo sustituyendo el
ADNCc correspondiente a los dominios CBP-KDEL del plasmido c.;:Nomad-tGFP por la secuencia
sustrato de PKC8-KDEL sintetizada de novo (Atum) y flanqueda en los extremos por las secuencias
correspondientes a las enzimas de restriccién Xhol y Notl: > CTCGA GTAGC CGCCC GCAAA CGCAA
GGGCA GCTTC TTCTA CGGCG GCGCC GCCCG CAAAC GCAAG GGCAG CTTCT TCTAC GGCGG CAAGG ACGAG

CTGTA AGCGG CCG?.

El analisis de las secuencias se realizd con los softwares Lasergene (DNAStar,Madison, Wisconsin,
Estados Unidos), Serial cloner 2.6 (Serial Basics, Francia) y SnapGene Viewer (GSL Biotech, Chicago,

Illinois, Estados Unidos).

Las secuencias completas de los biosensores ca2:Nomad-tGFP, cameNomad-tGFP y pasNomad-tGFP

se pueden consultar en la seccién de material suplementario.

1.4 Clonaje de las variantes multicolores de los biosensores Nomad

Una vez construidos los pldsmidos que contenian las secuencias que codificaban los tres
biosensores Nomad verdes, se generaron nuevas versiones multicolores sustituyendo la secuencia
gendmica de la proteina tGFP por los ADNc de otras proteinas fluorescentes. Los ADNc se
obtuvieron por amplificacion mediante PCR en el plasmido pGEM-T Easy o por clonaje directo

desde los vectores origen (Evrogen).

56


https://www.google.com/search?client=firefox-b&sxsrf=ACYBGNTk8AcyOylDIAQmBs2n4ftnvaho5Q:1579273639179&q=Madison+%28Wisconsin%29&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3sExPMTEpUOIAsdPKjSq1NDLKrfST83NyUpNLMvPz9POL0hPzMqsSQZxiq_TEoqLMYqBwRuEiVmHfxBQQR0EjPLM4GSidmae5g5URAO4tTu1bAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwiWy5Di9IrnAhUr4YUKHRX2AfoQmxMoATAkegQICBAN
https://www.google.com/search?client=firefox-b&sxsrf=ACYBGNTk8AcyOylDIAQmBs2n4ftnvaho5Q:1579273639179&q=Madison+%28Wisconsin%29&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3sExPMTEpUOIAsdPKjSq1NDLKrfST83NyUpNLMvPz9POL0hPzMqsSQZxiq_TEoqLMYqBwRuEiVmHfxBQQR0EjPLM4GSidmae5g5URAO4tTu1bAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwiWy5Di9IrnAhUr4YUKHRX2AfoQmxMoATAkegQICBAN
https://www.promega.es/products/pcr/pcr-cloning/pgem-t-easy-vector-systems/

En la tabla 7 se muestran las distintas versiones de los biosensores Nomad originadas y sus
clonajes. En la tabla 8 se adjuntan los oligonucledtidos (Sigma-Aldrich) utilizados para la
amplificacion mediante PCR de las proteinas fluorescentes que no se pudieron subclonar

directamente desde el plasmido de origen.

Tabla 7. Construcciones que completan la familia de biosensores Nomad.

ca2+Nomad
Biosensor Vector origen Vector destino
ca2*Nomad-tFP602 FP602-pGEM-T Easy: Kpnl+Bglil ca2:Nomad-tGFP: Kpnl+Bglil
ca2+Nomad-tFP650 ampNomad-tFP650: Spel+Bglll ca2+Nomad-tGFP: Spel+Bglil
ca2+Nomad-RFP ptagRFPLaminB1: Nhel+Xhol ca2z+Nomad-tGFP: Spel+Xhol
cAMpNomad
Biosensor Vector origen Vector destino
caveNomad-tFP602 FP602-pGEM-T Easy: Kpnl+Bglil avpNomad-tGFP: Kpnl+Bglll
campNomad-tFP650 FP650-pGEM-T Easy: Spel+Bglll ampNomad-tGFP: Spel+Bglll
avpNomad-FusionRed pFusion-RedRAb5a: Nhel+Bglil avpNomad-tGFP: Spel+Bglil
campNomad-tRFP ptagRFPLaminB1: Nhel+Xhol campNomad-tGFP: Spel+Xhol
ampNomad-FP635 FP635-pGEM-T Easy: Spel+Bglll ampNomad-tGFP: Spel+Bglll
«avpNomad-mKate2 pmKate2-f-mem: Nhel+Bglll ampNomad-tGFP: Spel+Bglll
Biosensor Vector origen Vector destino
pasNomad-tFP650 avpNomad-tFP650: Spel+Bglil pacNomad-tGFP: Spel+Bglil
pasNomad-tFP602 ampNomad-tFP602: EcoRI+Bglll pacNomad-tGFP: EcoRI+Bglll

Tabla 8. Oligonucledtidos utilizados para amplificar la secuencia gendmica de las variantes fluorescentes

rojas.

Oligo sentido directo (5°-3°) Oligo sentido inverso (5°-3°)

FP602-pGEM-T Easy = GGTACCAATGGTGGGTGAGGAT AGATCTGCTGTGCCCCAGTTTGCT
FP650-pGEM-T Easy =~ ACTAGTAATGGGAGAGGATAGCGAG AGATCTGCTGTGCCCCAGTTTGCT
FP635-pGEM-T Easy =~ ACTAGTAATGGTGTCTAAGGGCG AGATCTATTAAGTTTGTGCCCCAGAT
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1.5 Deleciones de los dominios TAC y KDEL

Para delecionar el dominio TAC de los biosensores, los constructos c.«Nomad-tGFP, .ampNomad-
FP650y pasNomad-FP650 se cortaron con las enzimas de restriccion Nhel y BamHI. Para digerir los
extremos protuberantes tras la digestién se utilizé el fragmento Klenow (Thermo Scientific). Para
ello se utilizaron 20 pl del producto en un volumen final de 40 pl que contenia Klenow 0.3 ul, 0,5
ul de una mezcla de dNTP (desoxirribonucledtidos trifosfato) (Thermo Scientific) 10 mM vy 19,2 pl
de H,0. La mezcla se incubd durante 30 minutos a temperatura ambiente para que el fragmento
Klenow rellenase los extremos tras la digestidn con las enzimas. Posteriormente, los pldsmidos se
cargaron en un gel de agarosa, se purificaron y se religaron sobre si mismos con T4 ADN Ligasa

(Thermo Scientific).

Para delecionar el péptido KDEL del biosensor c.2:Nomad-tGFP, éste se cort6 con las enzimas de
restriccion Xhol y Notl, que flanquean los dominios CBP-KDEL y se fusiond con la secuencia del
dominio CBP sintetizada de novo (Atum) (° TCTCGAG AAATG GAAAA GAGAA GATGG AAAAA GAATT

TCATA GCCGT CTCAG CAGCC AACCG CTTTA AGAAA ATCTC ATCCT CCGGG GCACT TTAAG CGGCC GC*').

En las secuencias que codifican los biosensores ameNomad y pacNomad, el péptido KDEL se
deleciond sustituyendo los dominios FP650-HT31-KDEL y FP650-secuencia sustrato de PKC&-KDEL
por el ADNc de los dominios FP650-Ht31 y FP650-secuencia sustrato de PKCS, respectivamente,
amplificados mediante PCR y flanqueados por las enzimas de restriccion Spel y Notl. En la tabla 9

se muestran los oligonucledtidos empleados.

Tabla 9. Oligonucledtidos utilizados para amplificar las secuencias Ht31 y secuencia sustrato de PKC6 en el

pldsmido pGEM-T Easy.

Oligonucleétidos framento Ht31

Oligo sentido directo (5°-3) CAACTAGTAATGGGAGAGGATAGC
Oligo sentido inverso (5°-3) GCGGCCGCTCCCCCGGGTTAGTAGGCGCCTGCTGCTTTCAC
Oligo sentido directo (5°-3°) CAACTAGTAATGGGAGAGGATAGC
Oligo sentido inverso (5°-3) GCGGCCGCTCCAAGCTTTTAGTAGAAGAAGCTGCCCTTGCG



https://es.wikipedia.org/wiki/Desoxirribonucle%C3%B3tido
https://www.promega.es/products/pcr/pcr-cloning/pgem-t-easy-vector-systems/

2. Técnicas de cultivo celular

2.1 Mantenimiento de los cultivos celulares

La linea celular de osteosarcoma humano U20S (DSMZ, Braunschweig, Alemania) se cultivd en
medio DMEM-F12 (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium Nutrient Mixture F-12 HAM) (Sigma-
Aldrich). La linea celular de neuroblastoma humano SH-SY5Y (DSMZ) se cultivd en medio RPMI
1640 — Glutamax | (Thermo Scientific). Las células embrionarias de rifidn humano 293 (HEK 293)
(DSMZ) y HEK 293T (DSMZ) se cultivaron en medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
- high glucose) (Sigma-Aldrich). Los medios de cultivo se suplementaron con suero fetal bovino
(SFB) al 10 %, solucién de aminodcidos no esenciales MEM 1X (Sigma-Aldrich) y gentamicina
50 pg/ml (Sigma-Aldrich).

Las neuronas corticales de rata (Innoprot, Derio, Espafia) se cultivaron en medio Neurobasal
(Thermo Scientific) suplementado con B27 1X (Thermo Scientific).

Los cultivos celulares se mantuvieron en un incubador a 37 °C con CO; al 5 % y 95 % de humedad

relativa.

2.2 Desarrollo de los modelos celulares recombinantes

Modelos celulares de los biosensores ca2:Nomad, camvPNomad y pacNomad en células U20S

Los plasmidos que codifican los biosensores Nomad se transfectaron en células U20S. Con este
fin, se sembraron 1,5x10° células por pocillo en una placa de cultivo de 12 pocillos. Los ADNc
correspondientes a los biosensores se transfectaron con lipofectamina LTX (Thermo Scientific)
siguiendo las instrucciones del fabricante.

La produccion de clones celulares aislados se realizé mediante dilucion limitante. Aquellos clones
celulares que incorporaron en su genoma las construcciones genéticas de manera estable, se
seleccionaron mediante presion selectiva con el antibidtico G418 500 pg/ml (Sigma-Aldrich).

Las lineas celulares dobles (biosensor + GPCR) se generaron transfectando los receptores sobre
las lineas que ya sobreexpresaban uno de los biosensores Nomad siguiendo el mismo
prodecimiento descrito en el parrafo anterior. En este caso, los clones celulares que incorporaron
en su genoma ambas construcciones se seleccionaron con los antibiéticos G418 500 pg/ml y

puromicina 10 pg/ml.
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Modelo celular camPNomad-FP650 en células HEK293

El constructo que codifica la secuencia gendmica del biosensor .smpPNomad-FP650 se transfectd en
células HEK 293. Las células se sembraron a razén de 6x10° células por pocillo en placas de cultivo
de 6 pocillos y se transfectaron mediante el método del fosfato calcico descrito previamente'®,
La produccion y seleccién de los clones positivos se realizé mediante dilucién limitante y posterior

presion selectiva con el antibiético G418 500 pg/ml.

Modelo celular camPNomad-FP650 en células SH-SY5Y

Para construir este modelo celular se sembraron 1x10° células por pocillo en placas de cultivo de
6 pocillos. El constructo .ampPNomad-FP650 se transfectd con lipofectamina LTX y la seleccion de
los clones se realizd con el antibidtico G418 300 pg/ml siguiendo la misma metodologia ya

descrita.

Modelo celular camPNomad en neuronas corticales de rata

Dado que las neuronas son una linea celular refractaria a la transfeccién, como alternativa a los
métodos tradicionales previamente descritos, se utilizé la transduccién mediante lentivirus para
mejorar la eficacia en la incorporacién de ADN exdgeno. Los lentivirus son una subclase de
retrovirus que pueden infectar las células diana integrando el genoma viral en el de la célula. Con
este fin, el constructo c.2:Nomad-tGFP se subcloné en el plasmido lentiviral pRNA-Tin H 1.4
(GenScript, Piscataway Township, Estados Unidos) utilizando las enzimas de restriccion Nhel y
Xbal. Posteriormente, se sintetizaron particulas lentivirales siguiendo el sistema de produccién de
lentivirus de tres plasmidos'®’*%%: dos plasmidos auxiliares que codifican las funciones gag-pol
(proteinas estructurales y enzimas virales) del virus HIV-1 y env (glucoproteina de la envoltura del
virus de la estomatitis vesicular, VSV-g) junto con el plasmido que incluye el gen que se quiere
transducir y que contiene el casete de expresion transgénica flanqueado por elementos
requeridos para la encapsidacion, transcripcion inversa e integracidon'®®. Con este objetivo, se
sembraron 8x10° células HEK293T en una placa de cultivo T175. Al dia siguiente, las células se
transfectaron con los tres plasmidos lentivirales mediante el método del fosfato cdlcico en la
siguiente proporcion: 23 pug del plasmido pRNA-Tin que contenia la secuencia que codificaba el
biosensor ca2:Nomad-tGFP, 6 pg del plasmido pMD2.G que codifica la proteina VSV-g y 15 ug del
plasmido pCMV8.91 que contiene las secuencias gendmicas de las proteinas virales gag y pol. Al

cabo de 24 horas, se retird el medio de cultivo y se sustituyd por 16 ml de medio con suero
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reducido Opti-MEM suplementado con Glutamax (Thermo Scientific). Transcurridas 48 horas
desde la transfeccion, se recogio el medio y se filtrd con un filtro de 0.2 um (Millipore Corporation,
Burlington, Massachusetts, Estados Unidos) para retirar los restos celulares. Posteriormente, el
medio filtrado se transfirid a un filtro especial para la concentracidn de muestras bioldgicas
(Amicon Ultra-15, Millipore) y se centrifugd a 2000 rpm durante 10-20 minutos. Las particulas
lentivirales concentradas se dispensaron en alicuotas de un solo uso y se congelaron a -80 °C.

Las neuronas corticales de rata se sembraron a una densidad de 3x10%células por pocillo en placas
de cultivo pretratadas con poli-I-lisina (Sigma-Aldrich) y se incubaron durante una hora con los
lentivirus que codificaban el biosensor c..:Nomad-tGFP. Posteriormente, los virus se retirarony se
sustituyeron por medio neurobasal suplementado con B27. Transcurridas 48 horas desde la
infeccion, las neuronas se trataron con glutamato 10 uM durante 24 horas en medio Opti-MEM
para producir el aumento intracelular de Ca?*. Las imagenes del experimento se tomaron antes y

después del tratamiento con glutamato.

3.- Experimentos en cultivos celulares

3.1 Inmunofluorescencias

La deteccion del epitopo TAC del biosensor verde c.,:Nomad-tGFP en el modelo celular U20S
ca«Nomad-tGFP-NTSR1, se realizd6 con un anticuerpo etiquetado con Ficoeritrina (PE,
phycoerythrin), una molécula que emite en longitudes de onda correspondientes al color rojo,
Human CD25/IL-2 R alpha PE-conjugated (R&D Systems, Minneapolis, Minnesota, Estados Unidos)
a una dilucién 1:100.

Para la deteccion del epitopo TAC del biosensor rojo .amePNomad-FP650 en el modelo celular U20S
avpNomad-FP650-LHCGR, se utilizé un anticuerpo etiquetado con isotiocianato de fluoresceina
(FITC, Fluorescein Isotiocyanate), una molécula que emite en longitudes de ondas
correspondientes al color verde, FITC anti-human CD25 (Biolegend, San Diego, California, Estados
Unidos) a una concentracién de 50 pg/ml.

Las células se sembraron a una densidad de 2x10* células por pocillo en placas de cultivo de 96
pocillos y se trataron con los agonistas especificos durante 24 horas (neurotensina 100 nM y hCG
0,5 IU/ml, respectivamente). Tras los tratamientos, los cultivos se bloquearon con SFB durante 15
minutos, las células se lavaron una vez con solucién salina tamponada con fosfato (PBS, phosphate

buffered saline) y seguidamente se incubaron con los anticuerpos durante 45 minutos.
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Finalmente, el cultivo se lavd con PBS dos veces y las imagenes de las células en cultivo se tomaron
inmediatamente.

La adquisicién de las imdgenes se realizd en un equipo de analisis de imagen automatizado BD
Pathway 855 High-Content (Becton-Dickinson, Franklin Lakes, Nueva Jersey, Estados Unidos) con
un objetivo seco 20x. Los filtros de excitacion y emision utilizados fueron: 488/10 y 540/20 para
la deteccion de la tGFP y del FITC y 548/20 y 570 LP para la deteccion de la proteina FP650 y la

ficoeritrina. Las imagenes se trataron con el programa de analisis de imagen FlJI (https://fiji.sc/).

3.2 Microscopia confocal

Las lineas celulares U20S ca:Nomad-tGFP-NTSR1 y campPNomad-FP650-LHCGR se cultivaron en
placas individuales de 35 mm con el fondo transparente para microscopia de alta resolucién (lbidi,
Grafelfing, Alemania) a una densidad de 3x10° células por pocillo. Las células se trataron durante
24 horas con el vehiculo (H;0) y los agonistas especificos, respectivamente para los ensayos
control y activado. Durante la observacién microscopica las células se mantuvieron en cultivo con
2 ml de PBS.

La captura de las imagenes se realizd en un microscopio de super resolucién Leica TCS STED CW
SP8 con un objetivo 63x/1,40 NA de inmersion en aceite. Para la excitacion de la proteina verde
tGFP se empled un laser de argén A488 y las longitudes de onda de deteccién fueron de 494 nm a
556 nm (ganancia 26%). En el caso de la proteina FP650, el laser de excitacion empleado fue un
laser blanco A590 y las longitudes de onda de deteccién de 604 nm a 710 nm (ganancia 11%). En
todos los casos se utilizaron detectores hibridos HyD. La ganancia del detector muestra el
porcentaje al cual se ha empleado, cuanto menor es el porcentaje, menor ruido electrénico y

mejor ratio sefial/ruido. Las imagenes se trataron con el programa de andlisis de imagen FlJI.

3.3 Citometria de flujo

Los modelos celulares se cultivaron en placas de cultivo de 6 pocillos a una densidad de 3x10°
células por pocillo durante 24 horas. Para realizar el inmunomarcaje, las células se levantaron con
un tampodn de disociacion celular (Cell dissociation buffer, Thermo Scientific), se lavaron una vez
con PBS, se incubaron durante 15 minutos con SFB y, posteriormente, otros 45 minutos con los
anticuerpos especificos (ver apartado 3.1 Inmunofluorescencias). Para descartar los restos de
anticuerpo no unido, las células se lavaron dos veces con PBS y, finalmente, se resuspendieron en

PBS a una concentracidn de 1x10° células/ml.
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Las células inmunomarcadas se analizaron en un citdmetro BD FACSJazz (2B/4YG) (Becton-
Dickinson). Para las muestras marcadas con FITC o tGFP la excitacidn se realizd con el laser 488-
Blue y la emisidn se midid con el detector 513/17 FITC/GFP. Las muestras marcadas con
ficoeritrina o turboFP650 se excitaron con un ldser 561-Yellow Green, para la emisién se utilizdé un

detector 610/20 PE-596/m-Cherry.

3.4 Medicion de la concentracion de AMPc mediante el kit HTRF de Cisbio

Las células se sembraron en placas de 6 pocillos a una densidad de 1x10° células por pocillo y se
mantuvieron en cultivo durante 24 horas. Posteriomente, se recogieron en medio PBS
suplementado con el inhibidor de fosfodiesterasas IBMX 2 mM, se trataron con diluciones seriadas
del agonista de referencia disuelto en medio PBS y se ensayaron con el kit comercial cCAMP Gs
dynamic kit (Cisbio, Codolet, Francia) siguiendo las instrucciones del fabricante.

El ensayo se analizd en el equipo de lectura por fluorescencia Synergie 2. El filtro de emision
utilizado fue 340/30 y los filtros de excitacion para el aceptor y el donador fueron 620/10 665/8,
respectivamente. Los datos se cuantificaron con el programa de control y analisis de datos Gen5
del equipo, se procesaron utilizando Microsoft Excel (Microsoft, Redmond, Washington, Estados
Unidos) y se graficaron con SigmaPlot 12.0 (Systat Software Inc.). La curva dosis-respuesta se
ajusté a una regresion logistica de cuatro parametros. En cada experimento se ensayaron 4
réplicas por cada condicidn. Los datos se representaron como el ratio entre las sefiales de emisiéon
del donador (665 nm) y el aceptor (620 nm) frente a concentraciones logaritmicas seriadas del
agonista de referencia. El ratio de las sefiales es inversamente proporcional a la concentracidn de

AMPc en la muestra.

3.5 Medicidn de la concentracidn de Ca?* mediante el indicador Fura-2 AM

Las células se sembraron en placas de 96 pocillos a una densidad de 1x10*células por pocillo y se
mantuvieron en cultivo durante 24 horas. El tratamiento del cultivo celular con el indicador de
Ca?* Fura-2 AM (Thermo Scientific) se realizé siguiendo las instrucciones del fabricante. Las células
tratadas con Fura-2 se ensayaron con diluciones seriadas del agonista de referencia disuelto en

medio PBS.
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El ensayo se analizé en el equipo BD Pathway 855 High-Content Bioimager con un objetivo
Olympus 10x. Los filtros de excitacidn utilizados para detectar el indicador Fura-2 AM fueron
340/10 y 380/10 vy el filtro de emisidn fue 435LP. Los datos se cuantificaron con el software
Attovision bioimaging (Becton-Dickinson), se representaron como el ratio 340/380, se procesaron
utilizando Microsoft Excel y se graficaron con SigmaPlot 12.0. La curva dosis-respuesta se ajusté a
una regresion logistica de cuatro parametros. En cada experimento se ensayaron 6 réplicas por

cada condicion.

4. Ensayos de actividad de los biosensores Nomad

La validacién y caracterizacion de los modelos celulares Nomad se realizé en placas de 96 pocillos
negras, de fondo plano y transparente (Becton-Dickinson).

Las lineas recombinantes U20S se sembraron a una concentracién de 2x10* células por pocillo
mientras que las lineas recombinantes HEK293 y SH-SY5Y se sembraron a una concentracién de
3x10%*células por pocillo.

En el apartado de miniaturizacién, la tecnologia se ensayd en placas de 384 pocillos negras, de

fondo plano y transparente (Becton-Dickinson) a una concentracién de 6x103células por pocillo.

Ensayos de agonismo. Los modelos celulares se sembraron en placas de cultivo a la concentracién
adecuada y se mantuvieron en el incubador durante 24 horas. Al dia siguiente, el medio de cultivo
seretird y las células se trataron con diluciones seriadas de los compuestos de referencia disueltos
en medio Opti-MEM durante 24 horas.

Ensayos de antagonismo. Los modelos celulares se sembraron en placas de cultivo a la
concentracion adecuada y se mantuvieron en el incubador durante 24 horas. Al dia siguiente, el
medio de cultivo se retird y las células se cotrataron durante 24 horas con diluciones seriadas de
los antagonistas disueltos en medio Opti-MEM suplementado con el agonista de referencia a una
concentracion correspondiente a la Ecgo del compuesto en el ensayo de agonismo.

Ensayos de cribado de compuestos. Los modelos celulares se sembraron en placas de cultivo a la
concentracién adecuada y se mantuvieron en el incubador durante 24 horas. La dispensacion de
las células y los compuestos en las placas de cultivo se realizd con el robot Microlab Star de
Hamilton (Reno, NV, Estados Unidos). Al dia siguiente, el medio de cultivo se retird y las células se
trataron durante 24 horas con los compuestos de la biblioteca Prestwick disueltos en medio Opti-

MEM a una concentracion final de 10 uM.
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5. Adquisicion y andlisis de los datos

Las medidas de intensidad de la fluorescencia emitida se realizaron en el equipo de lectura de
fluorescencia Synergie 2 (Biotek, Winooski, Vermont, Estados Unidos). Tras los tratamientos, el
medio de cultivo se retird, se sustituyd por 100 ul de PBS (50 ul en las placas de cultivo de 384
pocillos) y se procedio a la adquisicion inmediata de los datos. Los filtros de excitaciéon y emisién
utilizados fueron: 485/20 y 528/20 para la proteina tGFP, 590/20 y 665/8 para la proteina FP650
y 590/20y 620/10 para las proteinas FP602 y RFP, respectivamente. Los aumentos en la intensidad
de la senal fluorescente emitida fueron cuantificados con el programa de control y analisis de
datos Gen5 del equipo. Los datos se procesaron utilizando Excel y se graficaron con SigmaPlot
12.0. Las curvas dosis-respuesta se ajustaron a una regresion logistica de cuatro parametros. En
cada experimento se han utilizado > 4 réplicas para cada condicién. Los datos se normalizaron
como porcentajes de actividad relativizados al control positivo tras substraer el valor del control

negativo.

Los analisis de imagen se llevaron a cabo en el equipo BD Pathway 855 High-Content Bioimager.
Después de incubar los cultivos celulares durante 24 horas con los compuestos de referencia, las
células se fijaron con PBS suplementado con formaldehido (Sigma-Aldrich) 3,7 % durante 10
minutos y se permeabilizaron con Triton-X100 (Sigma-Aldrich) 0,03 % en PBS durante 3 minutos.
Los nucleos se tifieron con DAPI (Thermo Scientific) 2 ug/ml durante 10 minutos. Las imagenes de
fluorescencia fueron adquiridas con un objetivo Olympus 20x.

Los cambios en los patrones de fluorescencia verde y fluorescencia roja fueron procesados y
cuantificados utilizando 2 algoritmos de imagen diferentes con el software Attovision bioimaging
en imagenes de 3 x 3 campos por cada pocillo (500 a 1.000 células por pocillo). Los filtros de
excitacion y emision utilizados fueron los siguientes: para DAPI, 380/10 y 450/10; para la proteina
tGFP, 488/10y 540/20; para la proteina tFP650, 548/20y 570LP y para las proteinas RFP y tFP602,
560/55 y 645/75, respectivamente.

La actividad de los biosensores fue analizada utilizando el programa de analisis de imagen del
equipo BD AttoVision 1.6/855 como el incremento en la intensidad de la fluorescencia emitida en
el caso del biosensor c,:Nomad-tGFP y como el aumento de la granularidad en la célula para el
biosensor .ampPNomad-FP650. Las medidas de intensidad se calcularon sumando la intensidad de
fluorescencia en cada pixel contenido en el interior de una célula mientras que, las medidas de
granularidad se calcularon contando el nimero de granulos en el interior celular y normalizando

el resultado al niumero de células totales. Para lograr el algoritmo matematico de analisis, las
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imagenes fueron segmentadas en 1 regidn (ROI, region of interest), que representa la superficie
total de la célula calculada utilizando la tincién de DAPI como referencia. Los resultados se
expresaron como la media de >4 réplicas y sus desviaciones estdndar correspondientes. Los datos
se procesaron utilizando Excel y se graficaron con SigmaPlot 12.0. Las curvas dosis-respuesta se
ajustaron a una regresion logistica de cuatro parametros. Los datos se normalizaron como
porcentajes de actividad relativizados al control positivo tras substraer el valor del control

negativo.
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1.-Desarrollo de los biosensores Nomad

1.1 Componentes de los biosensores Nomad

Los biosensores Nomad estan constituidos por una combinacién de péptidos con el objetivo de
qgue cada uno de ellos aporte sus caracteristicas conformacionales y funcionales al biosensor
completo. Los péptidos son: una proteina fluorescente, un dominio de unién a proteina
transductora (DUPT) y dos secuencias de localizacidn intracelular.

La proteina fluorescente actia como elemento reportero que informa de la localizacion
intracelular de los biosensores, el dominio DUPT constituye el elemento biolégico de
reconocimiento que interactia con los analitos y los péptidos de sefializacién intracelular integran

las unidades transductoras de la sefializacion mediada por los segundos mensajeros.

1.1.1 Proteinas fluorescentes

Cada biosensor se disefid utilizando distintas proteinas fluorescentes cuyas caracteristicas

espectrales se resumen en la tabla 10.

Tabla 10. Proteinas fluorescentes empleadas en la construccion de los biosensores Nomad.

Proteina Maximo Maximo
Referencia
Fluorescente excitacion (nm) | emision (nm)

TurboGFP Verde 482 502 Evdokimov et al., 2006 **°
TurboFP602 Rojo 574 602 Merzlyak et al.,2007°%*
TurboRFP Rojo (naranja) 553 574 Merzlyak et al.,2007°%*
FusionRed Rojo 580 608 Shemiakina et al., 201272
mKate2 Rojo lejano 588 633 Shcherbo et al., 2007, 2009703204
TurboFP635 (Katushka) Rojo lejano 588 635 Shcherbo et al., 2007203204
Turbo FP650 (eqFP650) Infrarrojo cercano 592 650 Shcherbo et al., 2007, 20107%%2

1.1.2 Dominios de union a proteinas transductoras de la sefializacion de segundos mensajeros

Los DUPT son secuencias que interaccionan con las proteinas transductoras una vez que éstas han

modificado su estructura tridimensional tras la unién de los segundos mensajeros. Estos dominios

son la clave del funcionamiento de la familia de biosensores Nomad ya que en ellos reside la
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especificidad de cada uno de los tres polipéptidos. En la tabla 11 se resumen los DUPT

seleccionados para cada biosensor.

Tabla 11. Secuencia aminoacidica de los dominios de unién a proteinas transductoras que componen los

biosensores Nomad.

Biosensor | 22 Mensajero | Proteina Transductora DUPT

ca2+Nomad Ca% Calmodulina MEKRRWKKNFIAVSAANRFKKISSSGAL
avpNomad AMPc PKA DLIEEAASRIVDAVIEQVKAAGAY
pacNomad DAG PKC & AARKRKGSFFY

El dominio elegido para conformar el biosensor c.2.Nomad es el calmodulin binding peptide (CBP).
El CBP es un péptido que proviene del extremo C-terminal de la proteina MLCK (myosin light-chain
kinase)?® y que se une a calmodulina activada por Ca%* (Ca%*-CaM) con una alta afinidad (Kd=
10°M)?%, Este péptido se utiliza habitualmente como etiqueta de afinidad para purificar proteinas
en resinas de CaM?”’.

En el caso del biosensor .ampPNomad se ha seleccionado el péptido Ht31 que proviene del dominio
de union a RII (RIIBD, RIl binding domain) de la proteina AKAP-13. El péptido Ht31 compite con las
proteinas AKAP por la unién a PKA interrumpiendo la unidn de los complejos RI-AKAP y RII-AKAP
y se une a Rlla con una constante de afinidad del orden de nanomolar?%%2%°,

La especifidad del biosensor pasNomad se basa en un péptido sustrato de la isoenzima PKC &2%°,
Como se menciona en el apartado 5.3 de la introduccién, la proteina PCK 6 solamente contiene el

dominio C1 de unién a DAG y carece del domino C2 de unién a Ca?*, de esta forma se evita la

activacion inespecifica del biosensor mediada por el catién.

1.1.3 Dominios de localizacion celular

La organizacidn espacial de las redes de sefializacidn celular es un mecanismo esencial para la
comunicacién célular’™. Existen cada vez mds evidencias que indican que la organizacion de las
cascadas de seializacién de los GPCR puede estar localizada en micro o nanodominios en el
interior celular’'*%'®, Bajo esta premisa, la localizacién de los biosensores en el interior celular
cobra un papel fundamental en el correcto funcionamiento de los mismos. Con el fin de ubicar los
biosensores en el entorno celular donde se produce la sefializacion mediada por los receptores,
los péptidos de localizacidn intracelular seleccionados son: un péptido de unién a la membrana

plasmatica, donde se localizan los receptores, y un péptido de retencion en reticulo que permite
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la redistribucién de los biosensores a través de la red endosomal que organiza la transduccion de
sefiales en el interior celular’”.

El péptido de localizacién en membrana esta formado por una glicoproteina transmembrana
denominada CD25 (TAC), también conocida como la cadena a del receptor de interleucina 2
(IL2RA). El dominio TAC se localiza en la membrana plasmatica cuando se transfecta en células de
mamifero. La principal ventaja de este péptido es que al carecer de la subunidad B del receptor
IL2 se evita la internalizacidn inespecifica del dominio?®.

La segunda sefial de localizacidon celular seleccionada ha sido un motivo de retencién en reticulo
endoplasmico denominado KDEL (Lys-Asp-Glu-Leu). El motivo KDEL es la secuencia mas comun
para la recuperacion de proteinas hacia reticulo en mamiferos?*®, Este motivo interactda con el
receptor de KDEL asegurando la recuperacion de las proteinas marcadas desde el complejo de

Golgi*'’.

1.2 Distribucion de los dominios

El lugar que ocupa cada uno de los péptidos que componen los biosensores Nomad dentro de la
estructura es importante para que desempefien su funcidon. Dado que los péptidos de sefializacién
se suelen situar en el extremo N-terminal de las proteinas para que éstas se dirijan hacia su
localizacidn final?*®?!° |a posicidn asignada al TAC se establecié en el extremo N-terminal del
polipéptido. EI motivo KDEL, en cambio, es una secuencia seial que se sitla tipicamente en el
extremo carboxilo terminal para que actie como sefial de retencién en el reticulo
endoplasmico??*. Finalmente, para elegir la disposicion de los dominios centrales del
polipéptido (la PFy el DUPT) se transfectaron transitoriamente células HEK293 con los constructos
TAC-PF-DUPT-KDEL y TAC-DUPT-PF-KDEL. Solamente se detecté sefial fluorescente en las
localizaciones esperadas, en las células transfectadas con la primera construccién. La disposicién

final de los dominios se representa en la figura 18.

NH,—— — — -——COOH

Figura 18. Representacion esquematica de los dominios que conforman los biosensores Nomad. Desde el
extremo N-terminal hacia el extremo C-terminal la secuencia es: dominio de localizacién en membrana
(TAC), proteina fluorescente (PF), dominio de unidn a proteina transductora (DUPT) y sefial de retencién en

reticulo endoplasmico (KDEL).
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1.3 Generacion de los modelos celulares Nomad

La constructos que codifican los biosensores Nomad desarrollados en el apartado 1.4 de la seccidn
materiales y métodos se transfectaron de manera estable en células eucariotas U20S (ver
materiales y métodos) con el objetivo de verificar su funcionalidad en células de mamifero. La
linea celular U20S se eligié porque es de origen humano, es sencilla de manipular, se transfecta
con una alta eficiencia, es una linea muy adherente y posee una morfologia expandida que facilita
los andlisis por imagen. Ademas, este tipo celular constituye uno de los modelos eucariotas

habituales en el desarrollo de ensayos celulares aplicables a plataformas HCS?%.

Un factor importante a tener en cuenta durante la seleccidn de un clon celular que exprese de
forma estable un BFCG, es el nivel de expresién del constructo. Un clon con alta intensidad de
fluorescencia puede impedir visualizar los variaciones debido a la saturacién de la sefal
fluorescente y uno con baja expresion puede producir una seiial tan débil que se confunda con
ruido®. Por lo tanto, para obtener las lineas celulares base de cada uno de los tres biosensores
(caz«Nomad, .ampPNomad y pacNomad), se tuvieron en cuenta tanto los niveles de expresidn de los

biosensores como la relacidn sefial/ruido que presentaban.

1.3.1 Modelos celulares del biosensor c.;:Nomad

La linea celular base del biosensor c..:Nomad se generd transfectanto el constructo c.2sNomad-
tGFP en células U20S. La seleccion de clones que expresaban biosensores funcionales se realizd

tratando las células con dos compuestos que se utilizan conjuntamente para elevar la

concentracion intracelular de Ca%": ionomicina y PMA (Phorbol 12-myristate 13-acetate)’**?%.
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Después del tratamiento, los clones funcionales mostraban una redistribucion de la sefial
fluorescente inherente al biosensor en vesiculas intracelulares (Fig. 19A). El clon celular que
presentd mayor relacién sefial/ruido reflejé un aumento de la granularidad intracelular del 78 %
(Fig. 19B). La actividad del biosensor se analizé en un equipo de analisis de imagen utilizando las

especificaciones del apartado 5 de la seccidn materiales y métodos.
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Figura 19. A) Imagenes de la redistribucién del biosensor ca2:Nomad-tGFP. Las imagenes muestran la
localizacidon del biosensor ca2+Nomad-tGFP antes (panel izquierdo) y después del cotratamiento con
ionomicina 1 pM y PMA 10 ng/ml durante 2 horas (panel derecho). B) Cuantificacion de la relacién
sefial/ruido. Medidas de granularidad (unidades arbitrarias) en estado basal (gris) y tras la induccion con

ionomicina y PMA (azul).

A continuacidn, la linea U20S c.2:Nomad-tGFP se transfectd con el cDNA de un GPCR con el
objetivo de determinar si los incrementos fisiolégicos de la [Ca%']i producidos por la actividad del
receptor inducian cambios en la localizacidn del biosensor. EI GPCR elegido fue el receptor de
neurotensina tipo 1 (NTSR1, neurotensin receptor 1) ya que la transduccion de la sefializacion de
este receptor se produce a través de la proteina Go/G11 y, por lo tanto, la activacién mediada por
su agonista natural, neurotensina (NTS), produce el aumento de la concentracion intracelular de
CaZ+ 226,227.

La respuesta de la linea celular ci;;:Nomad-tGFP-NTSR1 se analizé tratando las células con
concentraciones crecientes de neurotensina. En presencia del agonista se produjo la
redistribucion del biosensor en vesiculas intracelulares acompafiada de un aumento de la

intensidad de la sefial de fluorescencia (Figura 20A).
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La actividad del biosensor se midié como el incremento de la granularidad celular en un equipo
de analisis de imagen y como el incremento de la intensidad de fluorescencia en un lector de

placas (Figura 20B).

A B
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Figura 20. A) Imagenes de la redistribucion del biosensor ca:Nomad en la linea celular U20S
ca2+Nomad-tGFP-NTRS1. Localizacidn del biosensor ca2sNomad-tGFP antes (panel izquierdo) y después del
tratamiento con neurotensina 1 uM durante 24 h (panel derecho). B) Actividad del biosensor ca2:Nomad-
tGFP frente a concentraciones crecientes de neurotensina. La redistribucion de la fluorescencia se midié
como el aumento de la granularidad intracelular en un equipo de analisis de imagen (linea continua), la Ecso
del ensayo fue 9,94 x10° M y el factor Z2'=0,63. Los cambios en la intensidad de fluorescencia emitida se

analizaron en un lector de placas (linea discontinua), la Ecso fue de 2,51x10° My el factor Z* fue 0,74; n=4.

Las variantes rojas del biosensor c.:Nomad se transfectaron de manera estable en una linea
celular comercial desarrollada previamente en el laboratorio que sobreexpresaba el receptor
NTSR1 funcional de manera estable (U20S HiTSeeker NTSR1). Todos los constructos mostraron
un comportamiento similar al del biosensor verde: redistribucidon en vesiculas intracelulares y
aumento de la intensidad de la sefal fluorescente emitida. En la figura 21 se muestra como
ejemplo el modelo celular c.;«Nomad-RFP-NTRS1. El desarrollo y actividad del resto de los modelos

se pueden consultar online (www.innoprot.com).
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La respuesta de la linea celular c.:Nomad-RFP-NTSR1 se analizé de la misma forma que la version
verde. La induccidn con NTS produjo la redistribucion del biosensor en vesiculas intracelulares y
el aumento de la intensidad de la sefial de fluorescencia (Fig. 21A). La actividad del biosensor se
analizé como los incrementos de la granularidad celular y de la intensidad de fluorescencia (Fig.

21B).

A B
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Figura 21. A) Imagenes de la redistribucion del biosensor ca2:Nomad-RFP en la linea celular U20S
ca2+Nomad-RFP-NTSR1. Localizacion del biosensor antes (panel izquierdo) y después del tratamiento con
neurotensina 1 uM durante 24 h (panel derecho). B) Actividad del biosensor c.2:Nomad-RFP frente a
concentraciones crecientes de neurotensina. La redistribucién de la fluorescencia se midié como el
aumento de la granularidad intracelular en un equipo de andlisis de imagen (linea continua), la Ecso del
ensayo fue 3,1x10° M y el factor Z'=0,62. Los cambios en la intensidad de fluorescencia emitida se

analizaron en un lector de placas (linea discontinua), la Ecsofue de 1,1x10° My el factor Z" fue 0,81; n=5.

Los resultados reflejan un comportamiento similar entre las distintas variantes fluorescentes del

biosensor c.;:Nomad.

1.3.2 Modelos celulares del biosensor .ampNomad

El funcionamiento del biosensor .ampPNomad se testé transfectando de forma estable el constructo
ampNomad-tGFP en células U20S. En este caso, la actividad del biosensor se analizé tratando las
células con forskolina, un inductor de la formacién de AMPc que promueve el aumento de la
concentracién de este segundo mensajero a través de la activacion de la proteina adenilato

ciclasa??®.

78



El tratamiento con forskolina produjo la redistribuciéon del biosensor en vesiculas intracelulares

(Fig. 22A). El aumento de la granularidad fue de 7,5 veces respecto al control (Fig. 22B).
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Figura 22. A) Imagenes de la redistribucion del biosensor campPNomad-tGFP. Localizacion del biosensor
antes (panel izquierdo) y después del tratamiento con forskolina 10 uM durante 24h (panel derecho). La
exposicion de la imagen control se ha modificado para mostrar la localizacidn inicial del biosensor. B)
Cuantificacién de la relacion sefial/ruido. Medidas de granularidad (unidades arbitrarias) en estado basal

(gris) y tras la induccién con forskolina (azul).

Posteriormente, para determinar si los incrementos fisiolégicos de la [AMPc]i generados por la
actividad de un GPCR también producian cambios en la redistribucién del biosensor .ampNomad,
la linea celular U20S campNomad-tGFP se transfecté establemente con el receptor LHCGR
(Luteinizing ~ Hormone/Choriogonadotropin ~ Receptor). La  sefalizacion de  este
GPCR se transduce a través de la proteina Gas tras la union de su ligando natural: la hormona

gonadotropina coridnica hCG*%°.

Con el objetivo de validar la respuesta de la linea celular .smpPNomad-tGFP-LHCGR, las células se
trataron con concentraciones crecientes de hCG. La activacién del GPCR produjo la redistribucion
del biosensor en vesiculas intracelulares acompafiada de un aumento de la intensidad de la sefial
de fluorescencia (Fig. 23A). La actividad del biosensor se determind midiendo el incremento de la

granularidad celular y el incremento de la sefial de fluorescencia (Fig. 23B).

79



Figura 23. A) Imagenes de la redistribuciéon del biosensor camPNomad-tGFP en la linea celular U20S
avmpNomad-tGFP-LHCGR. Localizacién del biosensor antes (panel izquierdo) y después del tratamiento con
el agonista, hCG 0,5 IU/ml durante 24 h (panel derecho). B) Actividad del biosensor campPNomad-tGFP frente
a concentraciones crecientes de hCG. La redistribucién de la fluorescencia se midié como el aumento de la
granularidad intracelular en un equipo de analisis de imagen (linea continua), la Ecso del ensayo fue
3,74x10* IU/ml y el valor Z'=0,84. Los cambios en la intensidad de fluorescencia emitida se analizaron en

un lector de placas (linea discontinua), la Ecso fue de 4,01x103 IU/ml y el valor Z’ fue 0,74; n=5.

A continuacioén, las variantes rojas de la familia .ampPNomad (tabla 7, seccién de materiales y
métodos) se ensayaron de la misma forma. La estimulacidon con forskolina solamente generé
cambios fenotipicos detectables en la linea celular que expresaba el constructo .ampPNomad-FP650.
Con el fin de determinar si esta variante roja se activaba con los movimientos de AMPc producidos
através de la sefializacidon de un GPCR, la linea base se transfectd con el cDNA del receptor LHCGR.
En la siguiente figura se muestra el cambio de distribucién fenotipica tras la adicién del agonista

(Fig. 24A) y las medidas de granularidad e intensidad de fluorescencia (Fig. 24B).
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Figura 24. A) Imagenes de la redistribucion del biosensor .ampPNomad-FP650 en la linea celular U20S
ampNomad-FP650-LHCGR. Localizacion del biosensor antes (panel izquierdo) y después del tratamiento con

el agonista, hCG 5 IU/ml, durante 24 h (panel derecho). B) Actividad del biosensor .amPNomad-FP650 frente
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a concentraciones crecientes de hCG. La redistribucion de la fluorescencia se midié como el aumento de la
granularidad intracelular en un equipo de andlisis de imagen (linea continua), la Ecso del ensayo fue
4,26x103 IU/ml y el valor Z'= 0,85. Los cambios en la intensidad de fluorescencia emitida se analizaron en

un lector de placas (linea discontinua), la Ecso fue de 4,56x1073 IU/ml y el valor Z’ fue 0,58; n=5.

Los resultados muestran que la actividad de los biosensores .ampPNomad se traduce en un aumento
de la granularidad intracelular y en el incremento de la intensidad de la sefial fluorescente emitida
de forma similiar a su homdlogo de Ca?. Sin embargo, a difencia de los biosensores ca.2:Nomad,
entre todas las variantes rojas de la familia .ampPNomad, solamente se obtuvo sefial detectable en

los ensayos realizados con la quimera que contenia la proteina turboFP650: .ampPNomad-FP650.

1.3.3 Modelos celulares del biosensor pacgNomad

Por ultimo, la actividad del biosensor pacNomad se analizdé transfectando de forma estable el
constructo pacNomad-tGFP en células U20S e induciendo los clones con ionomicina para producir
el aumento de la [DAG]i. En |a figura 25A se puede observar el cambio de localizacién del biosensor
pasNomad-tGFP tras el tratamiento con ionomicina. La actividad del biosensor generd un aumento

de la granularidad intracelular del 67 % (Fig. 25B).
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Figura 25. A) Imagenes de la redistribucion del biosensor pasNomad-tGFP. Localizacion del biosensor antes
(panel izquierdo) y después del tratamiento con ionomicina 10 pug/ml durante 3h (panel derecho). B)
Cuantificacién de la relacién sefial/ruido. Medidas de granularidad (unidades arbitrarias) en estado basal

(gris) y tras la induccién con ionomicina (azul).
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La linea base del biosensor pagNomad-tGFP se cotransfectd con un GPCR para testar su
funcionamiento con niveles fisiolégicos de DAG. En esta ocasidn, el GPCR elegido fue el receptor
muscarinico M5, un receptor cuya via de sefializacidén preferente es a través de la proteina Go/G11
que conduce a la hidrdlisis de PIP, y a la formacidn de IP3 y DAG?°,

La respuesta de la linea celular ppcNomad-tGFP-M5 se analizd tratando las células con
concentraciones crecientes de uno de sus ligandos naturales, la oxotremorina. La redistribucion
del biosensor tras el tratamiento con el agonista fue similar a la de las variantes de Ca?* y AMPc:
se formaron vesiculas intracelulares (Fig. 26A) y se detecté un aumento de la intensidad de la sefial

fluorescente (Fig. 26B).
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Figura 26. A) Imagenes de la redistribucion del biosensor pasNomad-tGFP en la linea celular U20S
pacNomad-tGFP-M5. Localizacidn del biosensor antes (panel izquierdo) y después del tratamiento con
oxotremorina 10 pM durante 24 h (panel derecho). B) Actividad del biosensor pacNomad-tGFP frente a
concentraciones crecientes de oxotremorina. La redistribucién de la fluorescencia se midié6 como el
aumento de la granularidad intracelular en un equipo de analisis de imagen (linea continua), la Ecso del
ensayo fue 5,01x10® My el valor Z'=0,72. Los cambios en la intensidad de fluorescencia emitida se midieron

utilizando un lector de placas (linea discontinua), la Ecso fue de 3,11x10® M y el valor Z’ fue 0,62; n=5.

Para analizar el comportamiento de las variantes rojas del biosensor pasNomad (pacNomad-FP602
y pacNomad-FP650) los ADNc de los biosensores se cotransfectaron con el del receptor M5 en la
linea celular U20S. Las dos variantes rojas mostraron actividad tras los tratamientos con el
agonista (Fig. 27 A y C). Nuevamente, esta actividad se tradujo en la redistribucion de los
biosensores en vesiculas intracelulares acompanada del aumento de la intensidad de la seial

fluorescente.

82



En las figuras 27 B y D se muestra la actividad de ambos biosensores analizada como el aumento
de la intensidad de la sefial fluorescente.

A B

Figura 27. A) Imagenes de la redistribucion del biosensor pasNomad-FP650 en la linea celular U20S
pacNomad-FP650-M5. Localizacion del biosensor antes (panel izquierdo) y después del tratamiento con
oxotremorina 10 uM durante 24 h (panel derecho). B) Actividad del biosensor pacNomad-FP650. La
actividad del biosensor se determiné como el cambio en la intensidad de fluorescencia emitida frente a
concentraciones crecientes de oxotremorina, la Ecso fue de 3,2x10% M vy el factor Z° fue 0,93; n=5.
C) Imagenes de la redistribucion del biosensor bacNomad-FP602 en la linea celular U20S bacNomad-FP602-
MS5. Localizacidn del biosensor antes (panel izquierdo) y después del tratamiento con oxotremorina 10 uM
durante 24 h (panel derecho). D) Actividad del biosensor pacNomad-FP602. La actividad se determiné como
el cambio en la intensidad de fluorescencia emitida frente a concentraciones crecientes de oxotremorina,

la Ecso fue de 2,1x10¥ My el factor Z* fue 0,57; n=5.

Los resultados de esta seccion muestran como los modelos celulares que incorporan las distintas
versiones multicolores de los biosensores Nomad son validos para monitorizar los cambios de
concentracién intracelular de los segundos mensajeros Ca®*, AMPc y DAG generados por
compuestos inespecificos como el PMA, la ionomicina o la forskolina. Ademas, los biosensores
Nomad permiten analizar las dindmicas de sefializacidn de los receptores GPCR activandose con

concentraciones fisioldgicas de los segundos mensajeros Ca?*, AMPc y DAG.
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2. Caracterizacion de la tecnologia

2.1 Localizacion intracelular de los biosensores Nomad

A tenor de los resultados de la seccidn anterior, la activacién de los biosensores se traduce en una
redistribucion de los polipéptidos en vesiculas intracelulares acompafiada de un aumento de la
intensidad de la sefal fluorescente. La redistribucidn en vesiculas intracelulares es consecuencia
del disefio de los biosensores ya que el cambio de conformacidn que sufren tras la unién de las
proteinas transductoras activadas por los segundos mensajeros modifica la exposicion de las
sefiales de localizacidn intracelular. Sin embargo, el aumento de intensidad de la sefal
fluorescente emitida fue un resultado inesperado. Para explicar este resultado se contemplaron
dos hipdtesis: a) un cambio en el microambiente que rodea el croméforo de la PF como
consecuencia del cambio de conformacién o b) un aumento de la expresiéon de los biosensores en
el interior celular.

Con el objetivo de verificar la redistribucion de los biosensores en vesiculas intracelulares y de
determinar la causa del aumento de la intensidad de la sefial fluorescente emitida, se realizé un
estudio mediante inmunofluorescencia in vivo. Este tipo de inmunotinciones permiten detectar
las proteinas localizadas en la membrana plasmadtica sin tener que permeabilizar las células con
detergentes.

Para realizar esta tarea, se seleccionaron las lineas celulares U20S ca.2.Nomad-tGFP-NTSR1 y U20S
ampNomad-FP650-LHCGR vy se realizaron inmunofluorescencias con dos anticuerpos anti-TAC
etiquetados con ficoeritrina (PE, phycoerythrin) y fluoresceina (FITC, fluorescein isothiocyanate),
respectivamente.

En primer lugar, se comprobd la localizaciéon intracelular del biosensor ca.Nomad-tGFP con el
anticuerpo anti-TAC-PE en la linea ca:Nomad-tGFP-NTSR1. Teniendo en cuenta la fluorescencia
intrinseca del biosensor, se observd que, inicialmente, éste se localizaba en la membrana
plasmatica. Tras el tratamiento con el agonista especifico (neurotensina), se produjo la
redistribucion del polipéptido en vesiculas intracelulares acompanado de un aumento en la
intensidad de la sefal fluorescente emitida. Sin embargo, la intensidad de la sefial fluorescente
emitida por el anticuerpo anti-TAC, aparentemente, se mantuvo constante, lo cual descartaria un

aumento de la expresién del biosensor en el interior celular (Fig. 28A).
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A fin de sortear las limitaciones que presenta el microscopio de epifluorescencia, se recurrié a un
microscopio confocal para poder observar el comportamiento del biosensor en el interior celular
con mayor resolucion. Las imagenes de microscopia confocal confirmaron la redistribucién del

biosensor c.2:Nomad-tGFP en vesiculas intracelulares tras la activacion del GPCR (Fig. 28B).

ca.Nomad Anti-TAC Merge

Control

Activado

. -Control-

Figura 28. Estudio de localizacion del biosensor ca2:Nomad-tGFP en células en cultivo. A)
Inmunofluorescencia in vivo. En los paneles superiores se muestran las imagenes de la linea celular U20S
ca2+Nomad-tGFP-NTSR1 en estado basal (control) y en los paneles inferiores las células tratadas durante
24 h con neurotensina 100 nM (activado). En las imagenes de la primera columna se observa la localizacion
del biosensor ca2:Nomad-tGFP en verde, las imagenes de la columna central exhiben la distribucién del
anticuerpo anti-TAC marcado con ficoeritrina y la columna de la derecha muestra las imagenes superpuestas
(merge). B) Imagenes de microscopia confocal. Imagenes de la localizacion intracelular del biosensor

ca2+Nomad-tGFP antes (control) y después del tratamiento con el agonista (NTS).
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Los resultados de las inmunotinciones mostraban que el aumento de la intensidad de la seiial del
biosensor no venia acompafiada del incremento de la sefial del anticuerpo anti-TAC. Para
corroborar este resultado, la intensidad de ambos fluoréforos se analizé mediante citometria de
flujo en poblaciones celulares control e inducidas con neurotensina 100 nM durante 24 h,

respectivamente (Fig. 29).
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Figura 29. Histogramas de citometria de flujo. A) Medidas de la intensidad de fluorescencia del fluoréforo
verde tGFP. En gris se muestra la intensidad de la poblacion celular en estado basal y en verde la intensidad
de la poblacion activada con neurotensina. B) Medidas de la intensidad de fluorescencia del fluoréforo
rojo ficoeritrina (PE). En gris se muestra la intensidad de la poblacién celular en estado basal y en rojo la

intensidad de la poblacidn activada con neurotensina.

El andlisis de citometria de flujo reveld que la seiial fluorescente emitida por el biosensor activado
se desplazaba respecto del control aproximadamente un orden de magnitud. Sin embargo, la
sefial fluorescente emitida por el anticuerpo se mantenia constante tras el tratamiento con el
agonista. Este resultado confirmd que no se generaba un aumento de la produccidn proteica en

los cultivos celulares tratados con neurotensina.
A continuacion, se analizé la localizacion intracelular del biosensor .amPNomad-FP650 en la linea

U20S ampNomad-FP650-LHCGR con el anticuerpo anti-TAC-FITC. Las imagenes se tomaron en un

microscopio de epifluorescencia (Fig. 30A) y en un microscopio confocal (Fig. 30B).
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Figura 30. Estudio de la localizacion del biosensor .ampPNomad-FP650 en células en cultivo. A)
Inmunofluorescencia in vivo. En los paneles superiores se muestran las imagenes de la linea celular U20S
ampNomad-FP650-LHCGR en estado basal (control) y en los paneles inferiores las células tratadas durante
24 h con hCG 0,5 IU/ml (activado). En las imagenes de la primera columna se observa la localizacién del
biosensor .amPNomad-FP650 en rojo, las imagenes de la columna central exhiben la distribucién del
anticuerpo anti-TAC marcado con FITC y la columna de la derecha muestra las imagenes superpuestas
(merge). B) Imagenes de microscopia confocal. Imagenes de la localizacion intracelular del biosensor

«ampNomad-FP650 antes (control) y después del tratamiento con el agonista (hCG).

A pesar de que la sefial del biosensor .amePNomad-FP650, en estado basal, apenas era perceptible
(Fig. 30 A control), el marcaje con el anticuerpo anti-TAC-FITC confirmé su presencia en la
membrana plasmatica de las células. Tras la activacion con el agonista, la intensidad de la seial
fluorescente del biosensor aumentd pero no asi la sefial emitida por el anticuerpo (Fig. 30 A

activado). Por su parte, las imagenes de microscopia confocal revelaron cémo, tras la induccién
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con el agonista, el biosensor se relocaliza en la membrana de vesiculas intracelulares (Fig. 30B

flechas).

A fin de comprobar si existe un aumento de la expresidn celular del biosensor .ampPNomad-FP650,
se analizé, también mediante citometria de flujo, la intensidad de ambos fluoréforos en
poblaciones celulares en estado basal y activadas con hCG 0,5 IU/ml durante 24 h. El analisis
mostrd los mismos resultados que la variante verde de Ca?*: |a sefial fluorescente emitida por el
biosensor .amPNomad-FP650 se desplazaba en las células activadas con el agonista un orden de

magnitud, mientras que la sefial fluorescente emitida por el anticuerpo permanecia inalterable

(Fig. 31).
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Figura 31. Histogramas de citometria de flujo. A) Medidas de la intensidad de fluorescencia del fluoréforo
rojo FP650. En gris se muestra la intensidad de la poblacién celular en estado basal y en rojo la intensidad
de la poblacion activada. B) Medidas de la intensidad de fluorescencia del fluoréforo verde FITC. En gris se
muestra la intensidad de la poblacién celular en estado basal y en verde la intensidad de la poblacion

activada.

Los resultados de los analisis inmunocitoquimicos y las imagenes de microscopia confocal
muestran que los biosensores Nomad, inicalmente, se encuentran localizados en la membrana
plasmatica y que, solamente tras la induccion con los agonistas de referencia, se redistribuyen en
vesiculas intracelulares de alta intensidad de fluorescencia. Por su parte, los experimentos de
citometria de flujo confirman que el aumento de la intensidad de fluorescencia emitida tras la
induccion con los agonistas no se debe a un aumento en la cantidad de moléculas de biosensor
presentes en el interior celular, este resultado sugiere que el cambio en la conformacién de los

polipéptidos permite que las proteinas fluorescentes emitan la sefial con mayor intensidad.
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2.2 Relevancia de los dominios de localizacion celular

Con el fin de evaluar el papel que desempefian los péptidos de localizacién en el funcionamiento
de los biosensores, se realizaron nuevos clonajes para delecionar cada uno de los pétidos sefial en
los constructos ca2«Nomad-tGFP, campNomad-FP650 y pasNomad-FP650. El protocolo seguido para
delecionar los dominios TAC y KDEL estd detallado en el apartado 1.5 de la seccidn de materiales
y métodos.

Los constructos ca2:Nomad y pasNomad con las correspondientes deleciones se transfectaron en
la linea celular U20S-NTSR1, mientras que los constructos .ampPNomad-FP650 delecionados se
transfectaron en la linea celular U20S.

Los clones que expresaban los biosensores caz«Nomad-tGFP y campPNomad-FP650 sin TAC mostraron
una localizacion basal citosdlica acorde a lo esperado. El tratamiento con los agonistas produjo un
aumento de la intensidad de la seial fluorescente emitida que no superaba el 20 % en el mejor de
los casos. El constructo pasNomad-FP650 sin TAC, sin embargo, se localizd en el nucleo celular y
cuando las células se trataron con NTS el aumento de la intensidad de la fluorescencia emitida fue
inferior al 10 % (Fig. 32A).

Por su parte, la delecidon del motivo de retencion KDEL no produjo alteraciones aparentes en la
localizacién inicial de los biosensores (Fig. 32B). Sin embargo, el tratamiento de las células con los
compuestos de referencia no originé ninguna sefial detectable.

A

cavmpNomad sin KDEL pacNomad sin KDEL

Figura 32. Imagenes de la localizacion celular de los biosensores Nomad delecionados. A) Localizacién
celular de los biosensores sin TAC en células U20S. Los biosensores ca2sNomad-tGFP sin TAC (izquierda) y

campNomad-FP650 sin TAC (centro) se localizan en el citoplasma celular. El biosensor pasNomad-FP650 sin
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TAC (derecha), en cambio, se localiza en el nucleo celular. B) Localizacién celular de los biosensores sin
KDEL en células U20S. Los tres biosensores tienen la misma localizacion basal que los polipéptidos sin

delecionar.

En resumen, la delecién del péptido de localizacidn en membrana produce la localizacidn
citosdlica (ca2«Nomad y campPNomad) y nuclear (pasNomad) de los biosensores y, en consecuencia,
la pérdida de la funcidn asociada a los mismos. Mientras que, la delecion del péptido de retencién
KDEL demostré que, a pesar de no ser esencial para la correcta localizacién inicial de los
biosensores, resulta fundamental para su redistribucion en vesiculas intracelulares y, por lo tanto,

para la deteccidon de la sefializacion para la que han sido disefiados los biosensores.

2.3 Andlisis de las dinamicas de activacion de los biosensores Nomad

Para caracterizar las dindmicas de activaciéon de los biosensores se estudido: 1) el tiempo
necesesario para que alcancen niveles maximos de actividad tras la induccidn con los agonistas
especificos, y, 2) el tiempo minimo de incubaciéon del cultivo celular con los ligandos necesario

para producir valores maximos de actividad.

Las lineas ca2:Nomad-tGFP-NTSR1, .ampPNomad-FP650-LHCGR y pacNomad-FP650-M5 se trataron
durante 24 horas con NTS 100 nM, hCG 10 IU/ml y oxotremorina 1 uM, respectivamente. Las
medidas de actividad se tomaron en intervalos de 3 horas durante un periodo total de 24 horas.
En la figura 33 se muestra el porcentaje de actividad de los biosensores Nomad a distintos
tiempos. Los tres biosensores presentan curvas de activacidon similares donde los primeros
cambios detectables se observan tras las primeras 3 a 6 horas alcanzando niveles maximos de

actividad una vez transcurridas 18 a 21 horas.
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Figura 33. Cinética de activacion de los biosensores Nomad. Medidas del porcentaje de actividad de los

tres biosensores en funcién del tiempo.

Para calcular los tiempos minimos de incubacién con los ligandos, las lineas c.2sNomad-tGFP-
NTSR1, campNomad-FP650-LH y pacNomad-FP650-M5 se trataron con los agonistas
correspondientes durante 1, 2, 6 y 24 horas. Después de cada periodo de incubacion, los ligandos
se retiraron y se midid la actividad de los biosensores una vez transcurridas 24 horas de cultivo.

En la figura 34 se muestra el porcentaje de actividad de los biosensores tras la incubacién con los

ligandos durante distintos tiempos.
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Figura 34. Porcentaje de actividad de los biosensores Nomad en funcién del tiempo de incubacion con los
agonistas especificos. Porcentaje de actividad de los biosensores ca2+Nomad (gréfica izquierda), campPNomad

(gréfica central) y pasNomad (gréfica derecha) durante diferentes periodos de incubacién con los ligandos

especificos.
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Los datos revelan que la incubacion durante 1 hora con el agonista produce porcentajes de
actividad superiores al 50 % en el biosensor c.2:Nomad, del 70 % en el biosensor campPNomad y
cercano al 50 % en el biosensor pagNomad. En los tres casos, la incubacién con el ligando durante

6 horas genera valores que superan el 75 % de actividad.

2.4 Versatilidad de los biosensores Nomad

Una caracteristica que resulta esencial para que los biosensores Nomad se puedan implementar
en las plataformas de cribado de compuestos de las distintas companias farmacéuticas y
biotecnoldgicas es su versatilidad. Es importante que la tecnologia se puede adaptar 1) a distintas
lineas celulares, 2) a diferentes familias de GPCR y 3) que se pueda emplear para la deteccién de

cambios en la concentracién de segundos mensajeros producidos por los GPCR enddgenos.

2.4.1 Actividad de los biosensores Nomad en distintas lineas celulares

Ademas de la linea celular U20S que se ha utilizado en los experimentos previos, el
funcionamiento de la tecnologia Nomad se ensayé en dos lineas tumorales de origen humano que
se utilizan regularmente en plataformas de cribado de compuestos: SH-SY5Y?*' (células de
neuroblastoma humano) y HEK293%*? (células embrionarias de rifion humano). Estas lineas
celulares son facilmente manipulables y capaces de mantener la integracién genémica de los

ADNCc de los biosensores durante las sucesivas divisiones celulares.
Las lineas SH-SY5Y y HEK293 se transfectaron con el biosensor .smpPNomad-FP650, se trataron con

forskolina a concentraciones saturantes y se determiné el aumento de la granularidad intracelular

tras 24 horas de cultivo (Fig. 35).
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Figura 35. A) Linea SH-SY5Y campNomad-FP650. Las imagenes muestran la localizacién del biosensor
«ampNomad-FP650 antes (panel izquierdo) y después de la incubacidn con forskolina 10 pM (panel derecho).
La gréfica revela un aumento de la granularidad de 2,85 veces entre el control negativo (DMSO, gris) y el
control positivo (forskolina, azul). B) Linea HEK293 c.ampPNomad-FP650. Las imagenes muestran el aumento
de la intensidad de la sefial fluorescente antes (panel izquierdo) y después del tratamiento con forskolina
10 uM (panel derecho). La grafica muestra una diferencia de 1,93 veces entre el control negativo (DMSO,

gris) y el control positivo (forskolina, azul).

El biosensor .avmpNomad-FP650, en las lineas SH-SY5Y y HEK 293, se localiza en vesiculas
intracelulares de alta intensidad de fluorescencia mostrando un patrén de comportamiento
similar al observado en la linea U20S. Los resultados indican que los biosensores se pueden
implementar en las lineas celulares SH-SY5Y y HEK293 para detectar cambios de concentracion

intracelular de segundos mensajeros.

Por otro lado, resulta de gran interés analizar la actividad de los biosensores en células

procedentes de cultivos primarios para el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas. Estos

tipos celulares se aislan directamente de oérganos de rata, ratén o incluso pueden ser de
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procedencia humana y conforman sistemas mas complejos que pueden mimetizar el desarrollo
celular de ciertas enfermedades.

Una de las principales desventajas que presentan los cultivos primarios es que, habitualmente,
son sistemas refractarios a la transfeccion y deben infectarse con particulas lentivirales para
aumentar el porcentaje de éxito del proceso.

En este caso, un cultivo de neuronas corticales de rata se infectd con particulas lentivirales que
contenian el ADNc del biosensor c.:Nomad-tGFP y se tomaron imagenes antes y después del

tratamiento con el agonista (Fig. 36).
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Figura 36. Neuronas corticales de rata infectadas con el ADNc del biosensor ca2:Nomad-tGFP. Las imagenes
muestran la distribucién del biosensor ca2:Nomad-tGFP a tiempo cero (control) y la posterior acumulacién
de vesiculas fluorescentes tras 24 horas de tratamiento con glutamato 10 uM (panel derecho, flechas). La

grafica muestra la intensidad de |a sefial de fluorescencia antes y después del tratamiento con glutamato.

Tras 24 horas de incubacién con glutamato, se podia apreciar la redistribucidn del biosensor
ca2+Nomad-tGFP en vesiculas con alta intensidad de fluorescencia en puntos concretos del soma
neuronal. Este resultado indica que el biosensor c.:Nomad-tGFP se puede aplicar en cultivos
primarios de neuronas corticales de rata para detectar movimientos de Ca?* no asociados a la

actividad de un GPCR determinado.

2.4.2 Activacion de los biosensores Nomad mediada por distintos GPCR

Los receptores GPCR comparten una estructura comun de siete hélices a transmembrana. Pero, a
pesar de sus similitudes arquitectdnicas, esta familia de proteinas se agrupa en distintas subclases
en funcidn de su secuencia aminoacidica y de sus caracteristicas funcionales?*, Entre las distintas
familias de receptores destaca el papel de la clase A. Los receptores de esta categoria son los mas

numerosos y los mds comunes a la hora de desarrollar estrategias terapéuticas debido a su
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Resultados

implicacion en diversas enfermedades y a que es la familia de receptores mas estudiada a nivel
estructural®’.

Con el fin de determinar si los biosensores Nomad pueden detectar la actividad de distintas
familias de receptores, se desarrollaron nuevos modelos celulares en la linea U20S que
sobreexpresaran diferentes GPCR y se ensayaron con sus agonistas de referencia. En la tabla 12

se muestran algunos ejemplos.

Tabla 12. Lineas dobles biosensor-GPCR. La tabla muestra la familia a la que pertenece cada receptory la Ecso y el factor

Z’ de los ensayos de redistribucion de los biosensores.

Lineas celulares c..Nomad

Factor Z

Receptor Agonista

Receptor de colecistoquinina B Octap. CCK 3,46x101°M

Receptor de neuroquinina 1 (NK1) Sustancia P 7,63x101* M 0,75
Receptor de neuroquinina 3 (NK3) Sustancia P 4,36x108 M 0,78
Receptor hormona gonadotropina coridnica LHRH 4,89x10° M 0,78

Lineas celulares .ampNomad

Receptor Agonista Familia Factor 2’

Receptor de adenosina A2B

ADORA2B NECA 3,39x108 M

Receptor de calcitonina CALCR Calcitonina 4,47x10° M 0,67
Receptor del péptido intestinal vasoactivo VIPR1 Pacap-38 2,49x10° M 0,82
Receptor del péptido 1 similar al glucagén GLPIR GLP-1 4,54x10° M 0,80

Lineas celulares pagNomad

Receptor Agonista Familia Factor Z

ADRAIA Epinefrina 3,8x107M

Receptor adrenérgico alA

Receptor adrenérgico al1B ADRA1B Epinefrina 4,2x107M 0,87
Receptor de colecistoquinina A CCKAR Octap. CCK 1,29x10° M 0,79
Receptor del péptido liberador de gastrina GRPR GRP 1,42x10°M 0,62

Los resultados apuntan que los biosensores Nomad son capaces de detectar la actividad de
distintos receptores ofreciendo resultados reproducibles y robustos, independientemente de la

clase a la que pertenezcan.
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2.4.3 Analisis de actividad de los GPCR enddgenos

Hoy en dia, la mayoria de los biosensores fluorescentes codificados genéticamente publicados
estdn enfocados a estudiar los GPCR recombinantes expresados en distintos modelos celulares.
Sin embargo, para desarrollar estrategias terapéuticas mas precisas, también es importante que
este tipo de herramientas permita el estudio de la actividad de los receptores que se expresan en
las lineas celulares de forma constitutiva®®.

Para determinar si la tecnologia Nomad era capaz de detectar y cuantificar la actividad de los GPCR
enddgenos, se eligio la linea celular HEK293 porque estd publicado que esta linea expresa de
manera constitutiva varias familias de GPCR?*®. Para realizar esta tarea, la linea HEK293
avpNomad-FP650 se tratd con distintos agonistas a concentraciones saturantes y se analizd la

actividad del biosensor .smpPNomad-FP650 después de 24 horas de incubacién con los compuestos

(Fig. 37).
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Figura 37. Actividad del biosensor camPNomad-FP650 en células HEK293. La grafica muestra la actividad del
biosensor producida por la activacion de los GPCR enddgenos relativizada al maximo de actividad
representado por la forskolina (FSK, gris) y el minimo representado por el control (H20). IB-MECA y NECA
son agonistas de la familia de receptores adenosina, CXCL12 a activa receptores de quimiocinas y la
epinefrina es un agonista de los adrenoreceptores. Los compuestos endotelina-1 (ET-1), dopamina,
histamina y 5-HT activan las familias de receptores del sistema endotelina, receptores dopaminérgicos,
receptores histaminicos y receptores de serotonina, respectivamente. Por ultimo, la oxotremorina es un

agonista no selectivo de los receptores muscarinicos de acetilcolina.

96



Los agonistas especificos de los receptores de la familia adenosina indujeron los mayores
incrementos: NECA 81 % e IB-MECA 140 %, superando el segundo la sefal producida por la
forskolina. Los agonistas de la familia de las citocinas, endotelinas y adrenoreceptores generaron
activaciones superiores al 20%. Estos resultados estdn en concordancia con los datos publicados
sobre los niveles de expresion de ARN mensajero (ARNm) de los receptores en células HEK2932%,
La linea celular expresa niveles medios de ARNm del receptor de endotelina tipo A (ETaR). En
cambio, expresa niveles elevados de ARNm de los receptores adenosina A2a y A2b (ADORA2A y
ADORA2B), del receptor de citocinas CXCR4, del receptor adrenérgico ADRA1B y del receptor de
acetilcolina M3. Los niveles de ARNm de los receptores de las familias dopamina, histamina y
serotonina (5-HT) confiman la presencia de los receptores en las células aunque los niveles de
expresidn no son estadisticamente significativos, en consecuencia, los porcentajes de activacion

del biosensor tampoco resultaron relevantes.

2.5 Especificidad de los biosensores Nomad

El Ca*, el AMPcy el DAG son segundos mensajeros implicados en numerosas vias de transduccién
de la sefalizacion en el interior celular. Con el fin de determinar si la activacién de los biosensores
Nomad es consecuencia directa de los cambios de concentracion de estos segundos mensajeros,
se disefid una doble estrategia: por un lado, se bloquearon de manera especifica las rutas de
sefializacion propias de cada segundo mensajero y, por otro lado, se llevaron a cabo ensayos de

antagonismo que bloquearan especificamente la activacion del GPCR de interés.

2.5.1 Especificidad del biosensor c..Nomad por la ruta de sefalizacién mediada por CaZ*

Para comprobar que el biosensor c.:Nomad es especifico, exclusivamente, de la ruta de Ca®' vy,
descartar un posible movimiento inespecifico inducido por otros segundos mensajeros, se
llevaron a cabo dos experimentos.

En primer lugar, la linea celular c.2:Nomad-tGFP-NTSR1 se coincubd con el agonista del receptor
y con un quelante de Ca?* permeable, denominado BAPTA-AM, que se utiliza habitualmente para
controlar los niveles intracelulares de este catiéon?*’. El tratamiento con NTS produjo niveles
maximos de actividad que se redujeron en un 69,2 % cuando las células se coincubaron con el
agonista y el quelante (Fig. 38A).

En segundo lugar, para determinar si el aumento de la actividad del biosensor es consecuencia

directa de la activacion del receptor, la misma linea celular se coincubd con una concentracidn
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constante del agonista (NTS 100 nM) y con concentraciones crecientes de SR48692, un
antagonista especifico del receptor de neurotensina’®®. El cotratamiento con los compuestos
origind la disminucidn paulatina de la seial de actividad del biosensor a medida que aumentaba

la concentracién de antagonista (Fig. 38B).
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Figura 38. Analisis de la especificidad del biosensor ca2:Nomad. A) Especificidad del biosensor ca2:Nomad-
tGFP por la ruta. La grafica muestra la disminucion de la actividad del biosensor tras el tratamiento con el
quelante (azul) relativizado al maximo de actividad representado por el agonista (gris) y, el minimo,
representado por el vehiculo, H20 (control negativo). B) Especificidad de la sefial por el receptor. La
actividad del biosensor se calculé midiendo los cambios de intensidad de la sefial fluorescente emitida. La

Icso del ensayo fue 5,51x107 M y el factor 2" fue 0,57, n=4.

Los resultados indican que la actividad del biosensor c..:Nomad es especifica de la ruta de

sefializaciéon mediada por Ca?* y que se induce por la activacidn especifica del receptor en estudio.

2.5.2 Especificidad del biosensor .ampNomad por la ruta de senalizacion mediada por AMPc

Con el fin de comprobar que la actividad del biosensor .ampPNomad estd dirigida exclusivamente
por los cambios de concentracion de AMPc se realizaron dos ensayos.

Por un lado, se comprobé la especificidad del biosensor .amePNomad por la ruta de sefalizacion
mediada por AMPc coincubando la linea HEK293 .aweNomad-FP650 con forskolina a una
concentraciéon constante de 1 UM y con un inhibidor de la proteina adenilato ciclasa llamado MDL
12330A*° a una concentracion de 20 uM. El cotratamiento con los compuestos produjo un

descenso en la actividad del biosensor del 79,6 % (Fig. 39A).
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Por otro lado, se eligié la linea .ampPNomad-FP650-ADORA2B desarrollada en el apartado 2.4.2 de
esta seccidn para verificar que la seinal de actividad del biosensor estda mediada por el aumento
de la concentracién intracelular de AMPc tras la activacidn del receptor ADORA2B.

Las células se cotrataron con uno de los agonistas especificos del receptor a concentracién
constante (NECA 100 nM) y con concentraciones crecientes del antagonista PSB-603 (Fig. 39B)?“.
El ensayo de antagonismo produjo una curva dosis-dependiente donde concentraciones minimas
de antagonista no afectaban a la actividad del biosensor mientras que concentraciones cercanas

a 1 uM provocaron un descenso de la actividad hasta niveles préximos al cero.
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Figura 39. Analisis de la especificidad del biosensor .ampNomad. A) Especificidad del biosensor campPNomad-
FP650 por la ruta. La grafica muestra la disminucion de la actividad del biosensor tras el tratamiento con el
bloqueante (azul) relativizado al maximo de actividad representado por forskolina 1 uM (gris) y el minimo
representado por el vehiculo, H20 (control negativo). B) Especificidad de la sefial por el receptor. La grafica
muestra el descenso de la actividad del biosensor a medida que aumenta la concentracién de antagonista.

La Icso del ensayo fue 9,33x10%M vy el valor Z* fue 0,64; n=4.

Los resultados revelan que la actividad del biosensor .ampPNomad es dependiente de los cambios

de concentracion intracelular de AMPc dirigidos por la activacidon de un GPCR.

2.5.3 Especificidad del biosensor pacNomad por la ruta de seiializacién mediada por DAG

En este caso, la dificultad a la hora de encontrar bloqueantes permeables especificos de la
proteina PKC6 disponibles comercialmente condujo a la utilizacion de estaurosporina, un
bloqueante general de las distintas isoformas de PKC vy, por lo tanto, de la sefializacion mediada

por DAG a través de esta familia de proteinas®*.
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La linea doble pagNomad-tGFP-M5 se coincubd con estaurosporina 50 nM y oxotremorina
500 nM. La estaurosporina es un compuesto que promueve apoptosis en algunos tipos celulares

en tratamientos a largo plazo?*

. Asi que, para evitar la citotoxicidad del compuesto, el tratamiento
se redujo a 1 h. Una vez retirada la estaurosporina, el cultivo se mantuvo durante 23 h mds solo
con el agonista. El cotratamiento con los compuestos causd un descenso del 70,2 % en la actividad
del biosensor paNomad (Fig. 40A).

Con el fin de verificar que los cambios de actividad del biosensor pagNomad se deben a la
sefializacion mediada por un GPCR se llevd a cabo un ensayo de antagonismo coincubando el
cultivo celular con una concentracién constante de agonista y concentraciones crecientes de

atropina, antagonista del receptor M5 (Fig. 40B)**. El ensayo mostré un descenso en la actividad

del biosensor proporcional a la concentracidn de antagonista.
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Figura 40. Analisis de la especificidad del biosensor pacNomad. A) Especificidad del biosensor pacNomad-
FP650 por la ruta. La grafica muestra la disminucion de la actividad del biosensor tras el tratamiento con el
quelante (azul) relativizado al maximo de actividad representado por el agonista (gris) y el minimo
representado por el vehiculo, H,0 (control negativo). B) Especificidad de la sefial por el receptor. La actividad
del biosensor se calculdé midiendo los cambios en la intensidad de la sefial fluorescente emitida. La Icso del

ensayo fue 3,04x10° My el valor Z" fue 0,74; n=4.

En conjunto, los resultados muestran que la actividad del biosensor pasNomad es especifica de la

sefializacion mediada por DAG a través de la proteina PKC y de la actividad del GPCR en estudio.
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2.6 Estudio comparativo de la sensibilidad de la tecnologia Nomad con otras técnicas

Como se ha mencionado en el apartado de introduccién, el mercado dispone de tecnologias
alternativas para estudiar la actividad de los receptores tipo GPCR que ya estan establecidas en
las rutinas de cribado de compuestos de las compafiias farmacéuticas y biotecnolégicas y con las
que resulta muy complicado competir. Una de las maneras de hacerlo, es desarrollar una
tecnologia que demuestre ser mas sensible que las técnicas ya consolidadas. Para ello se realizd
un estudio comparativo entre la sensibilidad de la tecnologia Nomad y la de dos de las técnicas
mas populares en el mercado: el indicador Fura2-AM para la medicién de Ca* vy el kit HTRF de
medicion de AMPc de Cisbio. Con este fin, se seleccionaron dos lineas celulares que
sobreexpresaran los biosensores c.;:Nomad y cameNomad y un GPCR de interés y se analizé la

activacidn mediada por los GPCR de cada linea con ambas tecnologias.

Para esta tarea, se seleccionaron las lineas celulares c.2sNomad-tGFP-ETgR y campPNomad FP650-
LHCGR. Los cultivos se incubaron con concentraciones crecientes de agonista para desarrollar
curvas dosis-respuesta con cada una de las técnicas mencionadas. En la tabla 13 se muestran los

valores Ecso y los factores Z'de cada uno de los ensayos.

Tabla 13. Comparativa entre técnicas. La tabla muestra los valores Ecso y Z° de cada linea analizados con la tecnologia

Nomad y con las técnicas comerciales.

ca2+Nomad tGFP-ETsR avpNomad tGFP-LHCGR

Ensayo Ecso Factor 2 Ecso Factor Z°

Tecnologia Nomad  2,09x10° M 0,92 2,44x103 1U/ml 0,83
Fura-2 AM 508x108M 0,82 = - e
Kit HTRF ~ eeem e 2,97x103 1U/ml 0,79

Las medidas de actividad que proporcionaron los biosensores Nomad ofrecieron valores Ecso

similares o incluso mejores y factores Z" mas robustos que las técnicas comerciales.
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3. Ensayo multiplex

Una de las posibilidades comerciales mas interesantes del desarrollo de biosensores fluorescentes
codificados genéticamente es su aplicacidon en ensayos celulares multicolores que permitan la
medicion de dos o mas analitos de manera simultanea. En los ensayos celulares implementados
en plataformas de cribado de compuestos, los ensayos multiplex se disefian transfectando
biosensores que expresen distintas variedades de proteinas fluorescentes para cada una de las

dianas moleculares en estudio.

Utilizando como punto de partida la linea celular U20S c.;:Nomad-tGFP se construyd una linea
base doble junto con el biosensor ampNomad-FP650 denominada mexNomad con la que se
pretendia medir la actividad de los biosensores c.:Nomad-tGFP y auweNomad-FP650
simultdneamente tras la activacion de un GPCR que activase ambas vias de sefalizacion.

Para crear la linea celular triple (vpxNomad-ETgR), se eligid el receptor ETsR ya que uno de los
ligandos naturales del receptor, la endotelina-1 (ET-1), desencadena la activacidn de las vias de
sefializacion que producen el aumento de la [Caz.]i y de la [AMPc]i?*4.

La validez de la linea celular mpxNomad-ETsR se confirmdé mediante la redistribucidn de los
biosensores Nomad tras el tratamiento con el vehiculo (H,0) y el agonista durante 24 horas (Fig.
41A).

Ademas de la ET-1, existen otros dos péptidos de la familia endotelina capaces de activar el
receptor: ET-2 (endotelina-2) y ET-3 (endotelina-3)?*. Para determinar la fiabilidad del ensayo se
crearon curvas dosis-respuesta con cada uno de los péptidos de la familia endotelina (Fig. 41B) y
se midio la actividad de los biosensores Nomad en un equipo de analisis de imagen.

Los resultados muestran que los tres ligandos son capaces de activar ambos biosensores de forma
eficiente y robusta (Z '> 0,5). Sin embargo, a pesar de que en la literatura se indica que los tres
péptidos poseen una afinidad similar por el receptor’®, las medidas de actividad de los
biosensores Nomad muestran que la ET-1 promueve la movilizacién de Ca?* y AMPc de forma mas
eficiente (Fig. 41C). La calidad del ensayo se determiné calculando los valores Z" para las tres

curvas dosis-respuesta (Fig. 41C).
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A cazsNomad avpNomad Merge

Control

Endotelina-1

B
caz.Nomad ampNOmad
Compuesto Ecso Factor Z’ Compuesto Ecso Factor Z’
ET-1 2.31x10"°M 0,79 ET-1 5.32x10"°M 0,86
ET-2 2.41x10M 0,63 ET-2 5.96x10M 0,9
ET-3 2.28x10°M 0,52 ET-3 7.38x10°%M 0,80

Figura 41. Andlisis de la actividad de la linea mpxNomad-ETBR. A) Redistribucion de los biosensores
Nomad. Las imdgenes muestran la redistribucion de la fluorescencia del biosensor ca2:Nomad verde y del
biosensor camPNomad rojo antes (control) y, después de la adicién del agonista, ET-1 1 uM, durante 24 horas.
También se muestran las imagenes superpuestas (merge). B) Curvas dosis-respuesta de los tres agonistas.
Curvas dosis-respuesta de ET-1 (linea continua), ET-2 (linea discontinua) y ET-3 (linea puntos) en la linea
celular mpxNomad-ETsR. El porcentaje de actividad del biosensor ca2:Nomad corresponde al aumento de la
intensidad de fluorescencia (relativizado a la concentracion maxima) y el porcentaje de actividad del
biosensor .ampPNomad corresponde al nimero de vesiculas rojas (relativizado a la concentracidn maxima).

En el panel inferior se muestran los valores Ecso y factores Z° de cada compuesto.
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Una vez validada la linea multiplex, se estudid la especificidad de la misma utilizando un
antagonista del receptor ETsR llamado BQ-78820 (N-cis-2,6-dimethylpiperidinocarbonyl-I-y-

methylleucyl-d-1methoxycarbonyl tryptophanyl-d-norleucine).

La linea mpxNomad-ETgR se cotratd con ET-1 10 nM y diluciones seriadas de BQ-788 durante 24
horas. Como se ilustra en la figura 42 el tratamiento con el antagonista redujo la intensidad de
fluorescencia del biosensor ca2«Nomad y los patrones de vesicularizacidn del biosensor campNomad.

El cotratamiento agonista-antagonista reveld curvas dosis-respuesta con valores Z'> 0,5 (Fig. 43).
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Figura 42. Analisis de especificidad de la linea mpxNomad-ETgR. Redistribucion de los biosensores Nomad.
Las imagenes muestran la redistribuciéon de la fluorescencia del biosensor ca2:Nomad verde y del biosensor
ampNomad rojo en estado basal (control), tratadas con ET-1 10 nM y, después del cotratamiento agonista-

antagonista durante 24 horas. También se muestran las imagenes superpuestas (merge).
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ca.Nomad ampNomad

Compuesto Ic50 Factor Z’ Compuesto Ic50 Factor Z
BQ-788 1.05x10™°M 0,54 BQ-788 5.44x10°M 0,78

Figura 43. Anadlisis de especificidad de la linea mpxNomad-ETeR. Curvas dosis respuesta. Curvas dosis-
respuesta de BQ-788 en la linea celular mvpxNomad-ETgR. El porcentaje de actividad del biosensor ca2:Nomad
corresponde al descenso de la intensidad de fluorescencia (relativizado a la concentracién maxima) y el
porcentaje de actividad del biosensor camPNomad corresponde al nimero de vesiculas rojas (relativizado a
la concentracion maxima). En el panel inferior se muestran los valores Icso y factores Z° del ensayo con el

antagonista.

Los resultados confirman que la tecnologia Nomad se puede aplicar en ensayos multiplex para
medir los cambios de concentracidn intracelular de los segundos mensajeros Ca%* y AMPc en un
mismo ensayo celular. El ensayo de antagonimo demuestra ademads que la actividad de ambos
biosensores esta dirigida por los cambios producidos por la activacion/inhibicion del receptor de

interés.

4. Cribado de compuestos implementando la tecnologia Nomad

En la carrera de la industria farmacéutica y biotecnoldgica por encontrar nuevos ensayos celulares
mas eficientes, la capacidad de miniaturizacién de los mismos se ha revelado como un factor clave
para su implementacion en plataformas de cribado de compuestos a gran escala. La
miniaturizacion en microplacas de cultivo permite reducir los costes y el tiempo de las campafias
de cribado, por lo tanto, resulta fundamental comprobar si la tecnologia Nomad es capaz de
adaptarse a nuevos formatos reducidos sin que se vea afectada su funcionalidad. Con el fin de
averiguar si la actividad de los biosensores Nomad se puede ajustar a procesos de minaturizacién
y al cribado posterior de compuestos a gran escala, se realizaron curvas dosis-respuesta con lineas
celulares que sobreexpresaban cada uno de los biosensores y un GPCR de interés en microplacas

de 384 pocillos.
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Posteriormente, se desarrollaron sendas camapanas de cribado de compuestos: una campanfa
tipo HTS con el modelo celular pasNomad-FP650-M5 y una tipo HCS con el modelo multicolor
mexNomad-ETgR. Los compuestos se seleccionaron de una biblioteca comercial denominada:
«Prestwick chemical library», una biblioteca quimica que consta de 1280 moléculas, aprobados
por las agencias de medicamentos de Estados Unidos y Europa (FDA, administracion de alimentos

y medicamentos de EE.UU.y EMEA, agencia de medicinas europea) y que se utiliza habitualmente

para validar plataformas de cribado tipo HTS y HCS*".

4.1 Miniaturizacién de la tecnologia Nomad

Las lineas celulares ca2:Nomad-tGFP-NTSR1, campNomad-FP650 y pagNomad-FP650-M5 se
sembraron en microplacas de 384 pocillos y se trataron durante 24 horas con diluciones seriadas

de NTS, forskolina y oxotremorina, respectivamente (Fig. 44A).

Los resultados validaron la funcionalidad de la tecnologia Nomad durante el proceso de

miniaturizacion ofreciendo factores Z2'> 0,5 (Fig. 44B).
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caz«Nomad-NTSR1 NTS 2,09x10°M 0,66
ampNomad-FP650 Forskolina 6,26x10° M 0,57

pasNomad-M5 Oxotremorina 9,5x10%M 0,58

Figura 44. A) Curvas dosis-respuesta de 3 lineas Nomad analizadas en microplacas de 384 pocillos. Curvas
dosis-respuesta de la linea celular U20S ca2:Nomad-tGFP-NTSR1 (grafica izquierda), linea base U20S
campNomad-FP650 (grafica central) y U20S basNomad-FP650-M5 (grafica derecha). El porcentaje de
actividad de los biosensores corresponde al aumento de la intensidad de fluorescencia (relativizado a la

concentracién maxima) B) La tabla muestra los valores Ecso y factores Z° en cada una de las lineas celulares.
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4.2 Implementacion del modelo celular pasNomad-FP650-M5 en un ensayo tipo HTS

La linea pacNomad-FP650-M5 se tratd con un total de 480 compuestos pertenecientes a la
biblioteca Prestwick a una concentracion final de 10 uM. La actividad del biosensor se determiné
como el aumento de la intensidad de la sefial fluorescente. Para clasificar un compuesto como hit
se establecié un umbral de 3 veces la desviacion estandar del ensayo (Figura 45).

El analisis identificd 13 posibles hits, que representan un 2,7 % del total de compuestos analizados.
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Figura 45. Cribado de los compuestos de la biblioteca Prestwick en la linea pacNomad-FP650-M5. Grafica
de dispersidn de la respuesta del biosensor bpasNomad representada como el porcentaje de actividad que
produce cada uno de los compuestos. El control positivo se muestra con una esfera azul y el control negativo
con un circulo blanco. Los hits se muestran con una esfera roja. La media de los factores Z° de cada placa

para el ensayo es 0,76. La linea horizontal marca el valor de tres veces la desviacidn estandar del ensayo.
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Posteriormente, se realizaron curvas dosis-respuesta de cada uno de estos compuestos que
revelaron que cuatro de ellos (cloruro de metacolina, etilefrina hidrocloruro, (+,-)-sinefrina y
racepinefrina HCI) eran capaces de activar el biosensor de forma dosis-dependiente (Figura 46Ay

46B).
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Figura 46. Curvas dosis-respuesta de los hits. A) Graficas dosis-respuesta de los hits en relacién con el
control positivo: oxotremorina (gris). Cloruro de metacolina (violeta, rombos), etilefrina hidrocloruro (azul,
circulos), (+,-)-sinefrina (rosa, tridangulo invertido) y racepinefrina HCl (naranja, triangulo). B) La tabla

muestra los valores Ecso y factores Z* de cada uno de los compuestos.

Los factores Z° de todos los ensayos fueron > 0,5. Todos los hits presentaron menor eficacia que
el agonista natural oxotremorina.
Los resultados ofrecen factores Z° robustos y muestran que la tecnologia Nomad se puede

implementar en ensayos de cribado de compuestos tipo HTS.

4.3 Implementacion del modelo celular mpxNomad-ETgR en un ensayo tipo HCS

Las células de la linea mpxNomad-ETgR se trataron con la biblioteca de compuestos quimicos
Prestwick. Tras 24h de incubacién, 17 de los compuestos analizados (1,41 % del total) indujeron

un aumento de la intensidad de la fluorescencia del biosensor c.-Nomad y/o vesicularizacion del

biosensor .amePNomad (Fig. 47).
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Una vez descartados los compuestos que producian citotoxicidad, los hits se ensayaron a varias
concentraciones, pero, solamente tres de ellos fueron capaces de movilizar uno o ambos

biosensores de forma dosis-dependiente: lanatdsido C, digoxigenina e imatinib.
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Figura 47. Cribado de compuestos de la biblioteca Prestwick en la linea mpxNomad-ETBR. Grificas de
dispersion de la respuesta del biosensor ca2:Nomad (panel superior) y campNomad (panel inferior)
representadas como los porcentajes de actividad tras el tratamiento con los compuestos de la biblioteca. El
control positivo se muestra con una esfera azul y el control negativo con una esfera blanca. Los hits se
muestran con esferas verdes en la grafica del biosensor ca2:Nomad y con una esfera roja en el caso del
biosensor camPNomad. La media de los factores Z* de cada placa del ensayo de Ca?* fue 0,75 y del ensayo de

AMPc 0,8. Las lineas horizontales marcan el valor de tres veces la desviacién estandar de los ensayos.
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El lanatdsido C y la digoxigenina movilizaron el biosensor de Ca?* mientras que el imatinib fue el
Unico compuesto que generd cambios en ambos biosensores (Fig. 48A).

Para confirmar estos resultados se crearon curvas dosis-respuesta con los tres compuestos. Las
células se trataron con concentraciones crecientes de los compuestos positivos durante 24 horas.
En el ensayo de Ca?* los tres compuestos formaron curvas dosis-respuesta con factores Z'> 0,6. En
cambio, en el ensayo de AMPc, solamente el imatinib produjo una curva dosis-respuesta aunque

el factor 2'<0,5. Todos los hits presentaron menor eficacia que el agonista natural (ET-1) (Fig. 48B).
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Compuesto Ecso Factor Z° Compuesto Ecsy Factor Z°
ET-1 2.31x10"°M 0,79 ET-1 5,33x10°M 0,86
Imatinib 3,49x10%M 0,63 Imatinib 3,82x10°°M
Lanatésido C  5,31x107 M 0,66
Digoxigenina  1,58x10™°M 0,64

Figura 48. Analisis de la actividad de los biosensores producida por los compuestos positivos. A) Las
imagenes muestran la linea celular U20S mpxNomad-ETzR tras la adicidn de los tres compuestos positivos:

lanatésido C, imatinib y digoxigenina. B) Graficas dosis-respuesta de los compuestos positivos comparadas
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con el control positivo: ET-1 (circulos negros), lanatésido C (circulos blancos), imatinib (triangulos negros) y
digoxigenina (tridangulos blancos). En los paneles inferiores se muestran los valores Ecsoy los factores Z'de

cada compuesto.
Los resultados muestran cdmo la tecnologia Nomad integrada en un sistema multiplex se puede

implementar en plataformas de cribado de compuestos tipo HCS por su alta fiabilidad,

reproduciblidad y porque prorporciona ensayos robustos con factores Z">0,5.
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«In you | see dirty. In you | count stars. In you | feel so pretty. In you | taste god. In you | feel so
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DISCUSION







El objetivo de este trabajo es el desarrollo de una familia de biosensores fluorescentes codificados
genéticamente con el fin de monitorizar los cambios de concentracidn intracelular de los segundos
mensajeros Ca%*, AMPc y DAG generados a través de la sefializacién de los receptores tipo GPCR.
El propésito es aplicar la tecnologia en ensayos multicolores basados en células para el cribado de
compuestos a gran escala.

Durante décadas, la industria farmacéutica y biotecnoldgica ha empleado ensayos in vitro en las
campafias de cribado de compuestos?. Sin embargo, en los Ultimos afios, la industria se ha
inclinado por los ensayos celulares y su aplicacién en plataformas tipo HCS. El crecimiento de este
tipo de ensayos ha permitido optimizar considerablemente el rendimiento de las campafias®. Pero,
hoy en dia, las dianas terapéuticas predominantes en los cribados de compuestos de la industria
farmacéutica y biotecnolégica son una importante familia de proteinas asociadas a numerosas
patologias que comparten estructura y funcionamiento, los GPCR?**,

La finalidad de los biosensores Nomad es mejorar las limitaciones que presentan los actuales
ensayos celulares incapaces de aunar la sefializacién mediada por diferentes segundos mensajeros
en un mismo ensayo sencillo, rapido, econédmico y que proporcione resultados fiables y robustos.
La tecnologia Nomad se ha producido en cinco fases: disefio, desarrollo, caracterizacién,

optimizacion y aplicacion (Fig. 49).

Figura 49. Etapas necesarias para la construccion de un biosensor fluorescente codificado genéticamente.

Modificado de Oldach et al**°.

116



DISENO

El disefio de los biosensores Nomad se ha fundamentado en tres ejes principales. El primero ha
sido evitar el etiquetado de los GPCR para poder estudiar su actividad en condiciones nativas. El
segundo se ha basado en tratar de encontrar una estructura comun entre las distintas familias de
biosensores que se diferenciara solamente en la regidon de reconocimiento especifica de cada
segundo mensajero. Y el tercero, ha consistido en construir unos BFCG que no tuvieran ningln

tipo de actividad catalitica en el interior celular.

El disefo de los biosensores PFI Nomad integra cuatro dominios proteicos dispuestos en serie: dos
sefiales de localizacién intracelular, una proteina fluorescente y un dominio de unidn a proteinas
transductoras. La innovacién que presenta la tecnologia Nomad en relaciéon a los biosensores PFI
descritos hasta la fecha se basa en un cambio de localizaciéon intracelular de los biosensores fruto
de la interaccion entre los polipéptidos y las proteinas transductoras de la sefializacién
calmodulina, proteina quinasa A y proteina quinasa C & activadas por moléculas de Ca%*, AMPcy
DAG, respectivamente. De esta forma, se puede estudiar la actividad de los GPCR mediante las
variaciones de concentracién de los segundos mensajeros sin necesidad de etiquetar los
receptores. Asimismo, se mantiene una estructura comun entre los tres tipos de biosensores que
solo varia en el péptido de unidn a proteina transductora, que marca la especificidad de cada
familia Nomad. Ademas, los dominios que conforman los biosensores no presentan actividad
catalitica de manera que la sobreexpresion de los polipéptidos no influye en la actividad natural
de los receptores.

La hipdtesis de trabajo consistia en que la interaccién entre los polipéptidos y las proteinas
transductoras activadas por los segundos mensajeros induciria un cambio conformacional en los
biosensores modificando la exposicién de las sefiales de direccionamiento. En consecuencia, se
produciria una redistribucion de los biosensores en el interior celular que se podria detectar
mediante la seiial emitida por la proteina fluorescente. De esta forma, el disefio de los biosensores
permitiria el analisis de su actividad en plataformas tipo HCS.

Debido a la carencia de modelos estructurales teéricos que permitiesen predecir la conformacion
tridimensional que adquiririan los biosensores en células sin activar, inicialmente, no se podia
pronosticar cudl de las dos sefiales de direccionamiento marcaria la localizacién de los biosensores
en el interior celular. Los resultados muestran que es el péptido TAC el que dirige la localizacién
inicial de los biosensores hacia la membrana plasmatica. Tras la activacion, la interaccidn entre los

polipéptidos y las proteinas transductoras genera un cambio conformacional que modifica la
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estructura tridimensional de los primeros exponiendo la sefial KDEL que se presupone oculta en

los biosensores sin activar (Fig. 50).

TAC
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Int.
e ° TAC
T[Ca2+ AMPc DAG]
DUPT
Proteina
PF transductora

PF

KDEL

Figura 50. Conformacidn tridimensional tedrica de los biosensores Nomad. Los biosensores Nomad se
localizan en la membrana plasmética en células no tratadas. Cuando aumenta la concentracidn intracelular
de los segundos mensajeros Ca%*, AMPc o DAG, éstos se unen a las proteinas transductoras modificando su
estructura terciaria. La interaccion entre los biosensores y las proteinas transductoras activadas altera la
conformacion tridimensional de los polipéptidos exponiendo la sefial KDEL que estd oculta en los

biosensores sin activar.

Con el fin de comprobar que cada uno de los dominios de los biosensores Nomad estd ejecutando
la funcidon que le ha sido asignada, se ha estudiado su labor por separado.

La relevancia del papel que juegan las sefiales de direccionamiento TAC y KDEL en el disefio y
funcionamiento de la tecnologia Nomad ha quedado patente en los modelos celulares en los que
se han incorporado establemente biosensores que carecian de alguna de estas sefales. La
delecion del péptido TAC en células sin activar produce la localizacidon de los biosensores en el
citosol o el nucleo. Cuando las células se tratan con ligandos especificos no se desencadena la
redistribucion de los polipéptidos ni se detectan aumentos significativos en la intensidad de la

sefial fluorescente emitida.
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Por su parte, la delecion del péptido KDEL no afecta a la localizacion inicial de los biosensores, sin
embargo, cuando los cultivos celulares se activan con ligandos especificos, no se detectan cambios
significativos ni en la intensidad de la sefial fluorescente ni tampoco se produce la redistribucion
de los biosensores. Por lo tanto, la presencia y disposicidn de las sefiales de direccionamiento TAC

y KDEL son cruciales en el disefio y funcionamiento de la tecnologia Nomad.

Por otro lado, la especificidad de los biosensores y, en concreto, de los dominios de unidn a
proteina transductora, se ha confirmado mediante el bloqueo de las rutas de sefializacién de los
segundos mensajeros. Este bloqueo produce un descenso significativo de la actividad de los
biosensores. Ademads, el tratamiento con antagonistas ha demostrado que la actividad de los
biosensores esta dirigida por la activacion/inhibicion de los GPCR en estudio. Asimismo, en un
trabajo previo, en el que varios modelos Nomad se inducian con distintos ligandos, ya se constaté
gue cada modelo celular solo se activaba cuando el cultivo se inducia con un ligando especifico

del GPCR en estudio?™*.

Durante el desarrollo de los modelos celulares se observé que la interaccién entre los biosensores
y las proteinas transductoras activadas, ademas de la redistribucién de los polipéptidos, generaba
un incremento de la intensidad de la sefial fluorescente emitida. En un primer momento, se
considerd que la causa de este incremento podria deberse a un aumento en la produccién de los
biosensores, ya que, se necesitan unas 18 horas para que alcancen valores maximos de actividad,
tiempo mas que suficiente para que las células sinteticen nuevas moléculas. No obstante, los
resultados de los experimentos de citometria de flujo evidencian que el incremento de la
intensidad de la sefal fluorescente emitida no se debe a un aumento de la produccién proteica.
Este resultado sugiere que el cambio conformacional que sufren los biosensores tras su activacion
altera el microambiente que rodea los croméforos de las proteinas fluorescentes afectando a sus
propiedades espectrales. Este aspecto del funcionamiento de la tecnologia concuerda con el
mecanismo de accién en el que se basan los BFGC englobados en la categoria PFI descritos hasta
el momento y permite el andlisis de la actividad de los biosensores en equipos de lectura por

fluorescencia y, en consecuencia, la integracidn de la tecnologia en plataformas HTS.

Por lo tanto, las ventajas asociadas a la innovacion en el disefio de los biosensores Nomad
engloban, ademas de los tres ejes principales ya expuestos, la capacidad de la tecnologia de
adaptarse a ensayos celulares de analisis de imagen posibilitando el estudio simultaneo de

multiples parametros en ensayos tipo HCS. Adicionalmente, los cambios que se producen en la
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intensidad de la sefial fluorescente emitida, posibilitan la integracidn de la tecnologia también en
ensayos de cribado tipo HTS que se pueden analizar mediante equipos de lectura por fluorescencia

mas asequibles que los equipos de andlisis por imagen.

DESARROLLO

Con la intencién de crear nuevos ensayos celulares basados en la tecnologia Nomad, por un lado,
los modelos celulares se han validado usando compuestos inespecificos como el PMA, la
ionomicina o la forskolina para detectar variaciones de la concentracion intracelular de los
segundos mensajeros Ca?*, AMPc y DAG. En segundo lugar, la tecnologia se ha aplicado en
modelos celulares que coexpresan un biosensor y un GPCR. Estos modelos han demostrado que
los biosensores pueden detectar cambios en la concentracion de los segundos mensajeros

generados a través de las dindmicas de sefalizacion de esta familia de dianas terapéuticas.

En primera instancia, la linea celular elegida para validar los modelos celulares Nomad fue la linea
tumoral humana U20S procedente de un osteosarcoma. Esta linea celular posee unas
caracteristicas morfolégicas y fisioldgicas que la convierten en una candidata idénea para los
analisis por imagen que requieren las plataformas HTS. Posteriormente, con el fin de posibilitar la
implementacién de los biosensores Nomad en diferentes sistemas, la tecnologia se ha aplicado
con éxito en otras dos lineas tumorales de origen humano con las que se trabaja habitualmente
en laboratorios de biologia celular. La primera es la linea HEK293 una linea sencilla de manipular
y que se transfecta facilmente. La segunda linea celular es la SH-SY5Y; esta linea celular es sensible
a la manipulacidn genética pero resulta muy interesante porque comparte caracteristicas
fisiolédgicas con neuronas. Asimismo, se han utilizado particulas lentivirales que contenian el ADNc
del biosensor c.2:Nomad para infectar un cultivo primario de neuronas corticales de rata y se ha

mostrado la redistribucion del polipéptido tras el tratamiento con glutamato.

CARACTERIZACION

Uno de los objetivos principales del desarrollo de la tecnologia Nomad es ampliar el abanico de
ensayos celulares disponibles para la deteccién y analisis de las dindmicas de sefializacion de los
receptores tipo GPCR con un ensayo sencillo, barato y robusto.

Existen numerosas técnicas en el mercado que permiten monitorizar la actividad de los GPCR.

Entre las mas populares se incluyen ensayos in vitro que permiten mediciones inmediatas como
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los ya mencionados Fura-2 o el ensayo HTRF de Cisbio. Asimismo, también existen ensayos
celulares que introducen biosensores FRET de la familia cameleon como el YC3.6 que se ha
utilizado para realizar experimentos de imagen de las variaciones de la concentracidn de Ca% en
células HEK293 que sobreexpresan el GPCR Neuroquinina 1 (NK1R)?*?; biosensores BRET como el
que se ha utilizado para demostrar que los agonistas selectivos funcionales derivados de la
oxitocina discriminan entre los subtipos de familias de proteinas G individuales®® o biosensores
PFl como cADDis que se puede aplicar para medir variaciones de AMPc producidas por receptores
enddgenos®. Entre las principales limitaciones que presentan los ensayos mencionados destacan
los problemas asociados a los fendmenos FRET y BRET (cercania entre los fluoréforos, orientacion,
sensibilidad, etc.), la necesidad de afiadir reactivos adicionales que encarecen el proceso de
cribado (sustratos luciferasas), lisis celular, complejos pasos de lavado y manejo de liquidos que
anaden errores a los resultados asi como el etiquetado del receptor, con el riesgo que ello supone
para el desarrollo de su actividad intrinseca.

La tecnologia Nomad tiene la capacidad de detectar la sefializaciéon de los GPCR a través de la
activacion de los biosensores en ensayos realizados con células en cultivo sin necesidad de alterar
la estructura natural del receptor. Esta ausencia de etiquetado de los GPCR y la posibilidad de
estudiar su actividad en células vivas son dos de las principales ventajas que presenta la tecnologia
gue se suman a la capacidad de integrar el sistema en plataformas HCS y HTS.

La mayor desventaja de la tecnologia Nomad es la cinética de activacion de los biosensores que
imposibilita la implementacién de la misma en ensayos cinéticos. A pesar de que las respuestas
de los segundos mensajeros se producen en segundos o milisegundos®®, el cambio
conformacional que genera la redistribucion de los biosensores requiere varias horas para que la
sefial se pueda detectar. No obstante, esta demora puede representar también una ventaja
respecto a otras tecnologias al permitir la deteccion de sefiales débiles.

En el caso de los propios receptores, sus cinéticas de activacién estan condicionadas por las
caracteristicas intrinsecas de cada GPCR, por el tipo de ligando y por el sitio de unién entre el
ligando y el receptor. La conversién de los estimulos extracelulares en cascadas de sefalizacidn
intracelular se puede dilatar desde unos milisegundos, como ocurre en los receptores
adrenérgicos a2A (ADRA2A) y B1 (ADRB1), hasta un segundo, como el receptor de la hormona
paratiroidea (PTHR1)>*. Los biosensores Nomad alcanzan niveles de actividad que superan el
50 % tras una hora de tratamiento de las células con los ligandos especificos. Este lapso permite,
por un lado, la activacién de los GPCR y, por otro lado, la retirada de compuestos potencialmente

citotéxicos del medio de cultivo en tratamientos a largo plazo. Los resultados indican que la
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cinética de la respuesta de los biosensores tras la activacién de los GPCR no viene marcada por la

actividad de los receptores sino que es consecuencia del funcionamiento intrinseco del biosensor.

Uno de los principales retos en el desarrollo de una tecnologia como los biosensores Nomad
consiste en ampliar su versatilidad. Las necesidades de los laboratorios a los que esta dirigida la
tecnologia son multiples y las dificultades para aunar las exigencias del mercado son numerosas.
Como ya se ha mencionado, la actividad de los biosensores se puede determinar ademas de en
equipos de andlisis de imagen, también en equipos de lectura por fluorescencia. Este hecho facilita
enormemente su implementacion en laboratorios con presupuestos reducidos que no se puedan
permitir los altos costes de los equipos de analisis tipo HCS.

Para ilustrar la versatilidad de los biosensores Nomad, la tecnologia se ha testado en tres lineas
tumorales de origen humano diferentes y en un cultivo primario de neuronas corticales de rata.
No obstante, la implementacidon de los biosensores en lineas celulares o cultivos primarios
alternativos precisarad de nuevos ensayos empiricos. Una posibilidad de acelerar este proceso, es
el empleo de particulas lentivirales o de sistemas de expresién en baculovirus®™. Sin embargo,
estas técnicas de transfeccion de ADN exdgeno pueden resultar contraproducentes porque
aumentan considerablemente el coste de los ensayos y pueden afectar a la reproducibilidad de
los cribados.

En lo que a ensayos empiricos se refiere, ocurre algo similar cuando se pretende analizar la
actividad de un GPCR determinado. Los biosensores Nomad pueden monitorizar la sefializacién
mediada por distintos receptores, independientemente de la familia a la que pertenezcan. Si bien
existen problemas no asociados a la presencia de los biosensores en las células, que pueden surgir
a la hora de producir lineas celulares que expresen de forma estable receptores recombinantes
funcionales. Los GPCR sufren cambios conformacionales constantes causados por sus dindmicas

intrinsecas y por la unién de los ligandos®*®

, por lo tanto, la estructura tridimensional que adquiere
el receptor en la membrana plasmatica resulta fundamental para su funcionalidad. Por ello, con
cierta frecuencia, es necesario el andlisis de cientos de clones celulares para encontrar aquel que
responde adecuadamente a los agonistas especificos.

Habitualmente, el estudio de los GPCR enddgenos resulta complicado por la falta de herramientas
y porque las ya existentes se centran en el andlisis de receptores sobreexpresados en células
recombinantes que, en ocasiones, no reflejan el ambiente natural de los receptores®’. lLa
versatilidad de los biosensores Nomad también se ha demostrado en un ensayo que permite el

analisis de las dinamicas de activacidn de GPCR enddgenos facilitando el estudio de los receptores

en condiciones similares a los rangos fisioldgicos.
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Para finalizar el proceso de caracterizacién de la tecnologia, se ha comparado su funcionamiento,
directamente con dos técnicas comerciales habituales en las plataformas de cribado de la
industria: Fura-2 para medir variaciones de Ca®*y el kit de Cisbio para medir AMPc. Los biosensores
Nomad han proporcionado ensayos mas robustos en ambos casos. Ademas, los ensayos resultan

mas sencillos de implementar y se evitan pasos adicionales como el lisado de las células.

OPTIMIZACION

El proceso de optimizacidn de la tecnologia Nomad se ha centrado, por un lado, en modificar la
proteina fluorescente de cada biosensor y, por otro lado, en tratar de miniaturizar los ensayos
celulares procurando evitar que el proceso afectara de manera significativa a la actividad de los
biosensores.

Con la intencidn de aplicar la tecnologia Nomad en la mayor cantidad de plataformas posibles,
independientemente del equipo de analisis disponible y, para poder combinar los distintos
biosensores en un mismo cultivo celular, se han incluido en el disefio diversas proteinas
fluorescentes. En algunos casos la sustitucion de la proteina tGFP por otras variantes ha
ocasionado la inactivacidn de los biosensores probablemente porque los dominios de unién a
proteinas transductoras permanecen inaccesibles en la estructura terciaria que adquieren los
polipéptidos.

Uno de los pasos criticos durante la optimizacion de la tecnologia ha sido el proceso de
miniaturizacion de la misma. Entre los inconvenientes que pueden presentar los modelos
miniaturizados se encuentran la susceptibilidad de los volimenes pequeiios a los cambios de

temperatura y humedad, con la consecuente evaporacién y efecto borde”®

y la reduccidn de la
intensidad de la sefial fluorescente emitida al reducir el area de cultivo®®. Sin embargo, los
ensayos de miniaturizacion llevados a cabo con los biosensores Nomad han demostrado que los

resultados en placas de 384 pocillos son comparables a los obtenidos en placas de 96 pocillos.

APLICACION

La concepcidn cldsica sobre la sefializacién mediada por los receptores de membrana acoplados a
proteinas G ha evolucionado sustancialmente en los ultimos afios gracias al descubrimiento del

|69,260

fendbmeno de la selectividad funciona El estudio de este nuevo enfoque requiere el

desarrollo de herramientas de analisis que ayuden a discriminar compuestos que activen
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solamente una de las vias de sefializacidon del GPCR de cara a desarrollar estrategias terapéuticas
mas precisas.

Por esta razén, los ensayos basados en células en cultivo que combinan mas de un BFCG
simultdneamente se han convertido en una alternativa muy atractiva para la industria
farmacéutica y biotecnoldgica. En este sentido, la aplicacién de la tecnologia Nomad en el modelo
multicolor «mwpxNomad» que incluye los biosensores c.:Nomad verde y .ampNomad rojo ha
permitido detectar simultdineamente las variaciones en la concentracidn intracelular de Ca*y
AMPc mediadas por la sefializacion del receptor ETgR. La posibilidad de combinar los biosensores
Nomad en un mismo cultivo celular facilita el estudio de dos vias de sefializacién diferentes en

plataformas HTS y el analisis multiparamétrico en plataformas HCS.

Por otra parte, la fiabilidad de los biosensores en relacién a su aplicacion en campanas de cribado
de compuestos se ha validado en los modelos celulares pasNomad-FP650-M5 y mpxNomad-ETsR
utilizando una biblioteca de compuestos comercial en un ensayo HTS y en otro HCS. En ambos
casos, los biosensores Nomad han ofrecido resultados reproducibles y robustos con factores

Z’> 0,5 que constituyen los estandares de calidad requeridos en este tipo de ensayos.

Los BFCG han demostrado ser instrumentos de gran utilidad para el andlisis de las dinamicas de
los receptores de membrana tipo GPCR. Las plataformas de cribado de compuestos a gran escala
han evolucionado en las Ultimas décadas hacia la aplicacion de ensayos celulares innovadores que
integren biosensores fluorescentes codificados genéticamente para el estudio de distintas vias de
sefializacion simultdaneamente en experimentos multicolores. Actualmente, se esta trabajando en
la mejora de los sistemas de deteccidn y en la construccidon de nuevos biosensores que permitan
integrar la sefializacion mediada por los segundos mensajeros y las arrestinas para el estudio
pormenorizado de la actividad de los receptores. Estos avances contribuiran a ampliar el
conocimiento sobre el funcionamiento y regulacién de los GPCR y al desarrollo de farmacos

especificos para cada una de las rutas de activacion.

En conclusidn, la tecnologia Nomad proporciona ensayos precisos y reproducibles en células en
cultivo y se presenta como una nueva herramienta para la identificacion de ligandos de los
receptores tipo GPCR en campanas de cribado de compuestos a gran escala durante las primeras

fases del desarrollo de nuevos medicamentos.
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CONCLUSIONES







Los biosensores Nomad constituyen una nueva familia de biosensores fluorescentes codificados
genéticamente que permiten monitorizar los cambios de concentracién de los segundos
mensajeros Ca**, AMPc y DAG. La tecnologia presenta un disefio novedoso basado en la
redistribucion de los biosensores en el interior celular tras la activacién de las proteinas
transductoras de la sefializacidon calmodulina, proteina quinasa Ay proteina quinasa C 6 activadas

por los segundos mensajeros Ca**, AMPc y DAG, respectivamente.

La tecnologia Nomad se puede aplicar en el estudio de las dindmicas de sefializacion de los
receptores de membrana tipo GPCR en ensayos basados en células sin alterar la estructura nativa
del receptor (label-free receptor assay). Las tres familias de biosensores Nomad poseen una
estructura comun y una porcién especifica que no muestra actividad catalitica de forma que no

alteran las funciones naturales de los receptores.

La actividad de los biosensores Nomad es especifica de la sefializacion de los segundos mensajeros
generada por el GPCR en estudio. La tecnologia es versatil porque se puede implementar en
distintos tipos celulares, se puede aplicar al estudio de una amplia variedad de GPCR e incluso se
puede utilizar para detectar la actividad de GPCR enddgenos. Ademas, los biosensores Nomad

muestran mayor robustez en comparacion directa con otras técnicas disponibles en el mercado.

Las variantes multicolores de los biosensores Nomad se pueden combinar entre si para el analisis
simultaneo de los cambios de concentracion de segundos mensajeros en ensayos celulares

multiplex.

La capacidad de los biosensores Nomad de redistribuirse en el interior celular tras la unién de las
proteinas transductoras activadas permite implementar la tecnologia en plataformas de cribado
de compuestos tipo HCS. Asimismo, la unién de las proteinas transductoras activadas produce un
cambio en la intensidad de la sefial fluorescente emitida. De esta forma, la tecnologia también se
puede implementar en plataformas de cribado tipo HTS. En ambos casos, los biosensores Nomad

proporcionan ensayos celulares sencillos, fiables, robustos y reproducibles.
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MATERIAL SUPLEMENTARIO







Material suplementario

caz:Nomad-tGFP

TAGTTATTAATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGTTCCGCGTTACATAA < 70

CTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCAATAATGACGTATG < 140

TTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGGAGTATTTACGGTAAACTGCCCA < 210

CTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTACGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCC < 280

GCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTATGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCA < 350

TCGCTATTACCATGGTGATGCGGTTTTGGCAGTACATCAATGGGCGTGGATAGCGGTTTGACTCACGGGG < 420

ATTTCCAAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTGTTTTGGCACCAAAATCAACGGGACTTTCCA < 490

AAATGTCGTAACAACTCCGCCCCATTGACGCAAATGGGCGGTAGGCGTGTACGGTGGGAGGTCTATATAA < 560

GCAGAGCTGGTTTAGTGAACCGTCAGATCCGCTAGCGCCACCATGCACAGCTACCTGCTGATGTGGGGCC < 630

TGCTGACCTTCATCATGGTGCCCGGCTGCCAGGCCGAGCTGTGCGACGACGACCCCCCTGAGATCCCCCA < 700

CGCCACCTTCAAAGCCATGGCCTACAAAGAAGGCACCATGCTGAACTGCGAGTGCAAGCGGGGCTTCCGG < 770

CGGATCAAGAGCGGCAGCCTGTACATGCTGTGCACCGGCAACAGCAGCCACAGCAGCTGGGACAACCAGT < 840

GCCAGTGCACCAGCAGCGCCACCCGGAACACCACCAAACAGGTCACACCCCAGCCCGAGGAACAGARAAGA < 910

GCGCAAGACCACCGAGATGCAGAGCCCCATGCAGCCCGTGGACCAGGCCTCTCTGCCCGGCCACTGCAGA < 980

GAGCCCCCACCTTGGGAGAACGAGGCCACCGAGCGGATCTACCACTTCGTGGTCGGACAGATGGTGTACT < 1050

ACCAGTGCGTGCAGGGCTACCGGGCCCTGCACAGAGGACCTGCCGAGAGCGTGTGCAAGATGACCCACGG < 1120

CAAGACCCGGTGGACCCAGCCCCAGCTGATCTGCACCGGCGAGATGGAAACCAGCCAGTTCCCCGGCGAG < 1190
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Material suplementario

GAAAAGCCCCAGGCCAGCCCTGAGGGCAGACCCGAGAGCGAGACAAGCTGCCTGGTGACAACCACCGACT < 1260

TCCAGATCCAGACCGAGATGGCCGCCACAATGGAAACCTCCATCTTCACCACCGACCTGCAGGTGGCCGT < 1330

GGCCGGCTGCGTGTTCCTGCTGATCTCTGTGCTGCTCCTGAGCGGCCTGACCTGGCAGCGGAGACAGAGA < 1400

AAGAGCGGCCGGACCATCGGGATCCAACTAGTTGTCGACCAGCAGCAGCAGCAGCAGGGAATTCTGCAGT < 1470

CGACGGTACCAATGGAGAGCGACGAGAGCGGCCTGCCCGCCATGGAGATCGAGTGCCGCATCACCGGCAC < 1540

CCTGAACGGCGTGGAGTTCGAGCTGGTGGGCGGCGGAGAGGGCACCCCCGAGCAGGGCCGCATGACCAALC < 1610

AAGATGAAGAGCACCAAAGGCGCCCTGACCTTCAGCCCCTACCTGCTGAGCCACGTGATGGGCTACGGCT < 1680

TCTACCACTTCGGCACCTACCCCAGCGGCTACGAGAACCCCTTCCTGCACGCCATCAACAACGGCGGCTA < 1750

CACCAACACCCGCATCGAGAAGTACGAGGACGGCGGCGTGCTGCACGTGAGCTTCAGCTACCGCTACGAG < 1820

GCCGGCCGCGTGATCGGCGACTTCAAGGTGATGGGCACCGGCTTCCCCGAGGACAGCGTGATCTTCACCG < 1890

ACAAGATCATCCGCAGCAACGCCACCGTGGAGCACCTGCACCCCATGGGCGATAACGATCTGGATGGCAG < 1960

CTTCACCCGCACCTTCAGCCTGCGCGACGGCGGCTACTACAGCTCCGTGGTGGACAGCCACATGCACTTC < 2030

AAGAGCGCCATCCACCCCAGCATCCTGCAGAACGGGGGCCCCATGTTCGCCTTCCGCCGCGTGGAGGAGG < 2100

ATCACAGCAACACCGAGCTGGGCATCGTGGAGTACCAGCACGCCTTCAAGACCCCGGATGCAGATGCCGG < 2170

TGAAGAAAGATCTCGAGAAATGGAAAAGAGAAGATGGAAAAAGAATTTCATAGCCGTCTCAGCAGCCAAC < 2240

CGCTTTAAGAAAATCTCATCCTCCGGGGCACTTAAGGACGAGCTGTAAGCGGCCGCGACTCTAGATCATA < 2310

ATCAGCCATACCACATTTGTAGAGGTTTTACTTGCTTTAAAAAACCTCCCACACCTCCCCCTGAACCTGA < 2380

AACATAAAATGAATGCAATTGTTGTTGTTAACTTGTTTATTGCAGCTTATAATGGTTACAAATAAAGCAA < 2450
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TAGCATCACAAATTTCACAAATAAAGCATTTTTTTCACTGCATTCTAGTTGTGGTTTGTCCAAACTCATC

AATGTATCTTAAGGCGTAAATTGTAAGCGTTAATATTTTGTTAAAATTCGCGTTAAATTTTTGTTAAATC

AGCTCATTTTTTAACCAATAGGCCGAAATCGGCAAAATCCCTTATAAATCAAAAGAATAGACCGAGATAG

GGTTGAGTGTTGTTCCAGTTTGGAACAAGAGTCCACTATTAAAGAACGTGGACTCCAACGTCAAAGGGCG

AAAAACCGTCTATCAGGGCGATGGCCCACTACGTGAACCATCACCCTAATCAAGTTTTTTGGGGTCGAGG

TGCCGTAAAGCACTAAATCGGAACCCTAAAGGGAGCCCCCGATTTAGAGCTTGACGGGGAAAGCCGGCGA

ACGTGGCGAGAAAGGAAGGGAAGAAAGCGAAAGGAGCGGGCGCTAGGGCGCTGGCAAGTGTAGCGGTCAC

GCTGCGCGTAACCACCACACCCGCCGCGCTTAATGCGCCGCTACAGGGCGCGTCAGGTGGCACTTTTCGG

GGAAATGTGCGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGAC

AATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTCCTGAGGCGGAAAGAACCAGCTGTGG

AATGTGTGTCAGTTAGGGTGTGGAAAGTCCCCAGGCTCCCCAGCAGGCAGAAGTATGCAAAGCATGCATC

TCAATTAGTCAGCAACCAGGTGTGGAAAGTCCCCAGGCTCCCCAGCAGGCAGAAGTATGCAAAGCATGCA

TCTCAATTAGTCAGCAACCATAGTCCCGCCCCTAACTCCGCCCATCCCGCCCCTAACTCCGCCCAGTTCC

GCCCATTCTCCGCCCCATGGCTGACTAATTTTTTTTATTTATGCAGAGGCCGAGGCCGCCTCGGCCTCTG

AGCTATTCCAGAAGTAGTGAGGAGGCTTTTTTGGAGGCCTAGGCTTTTGCAAAGATCGATCAAGAGACAG

GATGAGGATCGTTTCGCATGATTGAACAAGATGGATTGCACGCAGGTTCTCCGGCCGCTTGGGTGGAGAG

GCTATTCGGCTATGACTGGGCACAACAGACAATCGGCTGCTCTGATGCCGCCGTGTTCCGGCTGTCAGCG

CAGGGGCGCCCGGTTCTTTTTGTCAAGACCGACCTGTCCGGTGCCCTGAATGAACTGCAAGACGAGGCAG
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2870
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CGCGGCTATCGTGGCTGGCCACGACGGGCGTTCCTTGCGCAGCTGTGCTCGACGTTGTCACTGAAGCGGG

AAGGGACTGGCTGCTATTGGGCGAAGTGCCGGGGCAGGATCTCCTGTCATCTCACCTTGCTCCTGCCGAG

AAAGTATCCATCATGGCTGATGCAATGCGGCGGCTGCATACGCTTGATCCGGCTACCTGCCCATTCGACC

ACCAAGCGAAACATCGCATCGAGCGAGCACGTACTCGGATGGAAGCCGGTCTTGTCGATCAGGATGATCT

GGACGAAGAGCATCAGGGGCTCGCGCCAGCCGAACTGTTCGCCAGGCTCAAGGCGAGCATGCCCGACGGC

GAGGATCTCGTCGTGACCCATGGCGATGCCTGCTTGCCGAATATCATGGTGGAAAATGGCCGCTTTTCTG

GATTCATCGACTGTGGCCGGCTGGGTGTGGCGGACCGCTATCAGGACATAGCGTTGGCTACCCGTGATAT

TGCTGAAGAGCTTGGCGGCGAATGGGCTGACCGCTTCCTCGTGCTTTACGGTATCGCCGCTCCCGATTCG

CAGCGCATCGCCTTCTATCGCCTTCTTGACGAGTTCTTCTGAGCGGGACTCTGGGGTTCGAAATGACCGA

CCAAGCGACGCCCAACCTGCCATCACGAGATTTCGATTCCACCGCCGCCTTCTATGAAAGGTTGGGCTTC

GGAATCGTTTTCCGGGACGCCGGCTGGATGATCCTCCAGCGCGGGGATCTCATGCTGGAGTTCTTCGCCC

ACCCTAGGGGGAGGCTAACTGAAACACGGAAGGAGACAATACCGGAAGGAACCCGCGCTATGACGGCAAT

AAAAAGACAGAATAAAACGCACGGTGTTGGGTCGTTTGTTCATAAACGCGGGGTTCGGTCCCAGGGCTGG

CACTCTGTCGATACCCCACCGAGACCCCATTGGGGCCAATACGCCCGCGTTTCTTCCTTTTCCCCACCCC

ACCCCCCAAGTTCGGGTGAAGGCCCAGGGCTCGCAGCCAACGTCGGGGCGGCAGGCCCTGCCATAGCCTC

AGGTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATC

CTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAG

AAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACC
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ACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTC

AGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTG

TAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTG

TCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCG

TGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAA

GCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCG

CACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTT

GAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTT

TACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGA

TAACCGTATTACCGCCATGCAT < 5622
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Asel (7)

Nhel (591)

BsrGI (790)

BamHI (1420)

JSpeI (1427)
—— EcORI (1459)

Ca2+Nomad-tGFP
5622 bp
sallI (1469)
KpnI (1479)
oo
BgIII (2178)
fr— £1 o — Xhol (2182)
KDED
NotI (2290)
Mfel (2396)
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Material suplementario

cAMpNomad-tGFP

TAGTTATTAATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGTTCCGCGTTACATAA < 70

CTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCAATAATGACGTATG < 140

TTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGGAGTATTTACGGTAAACTGCCCA < 210

CTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTACGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCC < 280

GCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTATGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCA < 350

TCGCTATTACCATGGTGATGCGGTTTTGGCAGTACATCAATGGGCGTGGATAGCGGTTTGACTCACGGGG < 420

ATTTCCAAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTGTTTTGGCACCAAAATCAACGGGACTTTCCA < 490

AAATGTCGTAACAACTCCGCCCCATTGACGCAAATGGGCGGTAGGCGTGTACGGTGGGAGGTCTATATAA < 560

GCAGAGCTGGTTTAGTGAACCGTCAGATCCGCTAGCGCCACCATGCACAGCTACCTGCTGATGTGGGGCC < 630

TGCTGACCTTCATCATGGTGCCCGGCTGCCAGGCCGAGCTGTGCGACGACGACCCCCCTGAGATCCCCCA < 700

CGCCACCTTCAAAGCCATGGCCTACAAAGAAGGCACCATGCTGAACTGCGAGTGCAAGCGGGGCTTCCGG < 770

CGGATCAAGAGCGGCAGCCTGTACATGCTGTGCACCGGCAACAGCAGCCACAGCAGCTGGGACAACCAGT < 840

GCCAGTGCACCAGCAGCGCCACCCGGAACACCACCAAACAGGTCACACCCCAGCCCGAGGAACAGAAAGA < 910

GCGCAAGACCACCGAGATGCAGAGCCCCATGCAGCCCGTGGACCAGGCCTCTCTGCCCGGCCACTGCAGA < 980

GAGCCCCCACCTTGGGAGAACGAGGCCACCGAGCGGATCTACCACTTCGTGGTCGGACAGATGGTGTACT < 1050

ACCAGTGCGTGCAGGGCTACCGGGCCCTGCACAGAGGACCTGCCGAGAGCGTGTGCAAGATGACCCACGG < 1120

CAAGACCCGGTGGACCCAGCCCCAGCTGATCTGCACCGGCGAGATGGAAACCAGCCAGTTCCCCGGCGAG < 1190
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Material suplementario

GAAAAGCCCCAGGCCAGCCCTGAGGGCAGACCCGAGAGCGAGACAAGCTGCCTGGTGACAACCACCGACT < 1260

TCCAGATCCAGACCGAGATGGCCGCCACAATGGAAACCTCCATCTTCACCACCGACCTGCAGGTGGCCGT < 1330

GGCCGGCTGCGTGTTCCTGCTGATCTCTGTGCTGCTCCTGAGCGGCCTGACCTGGCAGCGGAGACAGAGA < 1400

AAGAGCGGCCGGACCATCGGGATCCAACTAGTTGTCGACCAGCAGCAGCAGCAGCAGGGAATTCTGCAGT < 1470

CGACGGTACCAATGGAGAGCGACGAGAGCGGCCTGCCCGCCATGGAGATCGAGTGCCGCATCACCGGCAC < 1540

CCTGAACGGCGTGGAGTTCGAGCTGGTGGGCGGCGGAGAGGGCACCCCCGAGCAGGGCCGCATGACCAALC < 1610

AAGATGAAGAGCACCAAAGGCGCCCTGACCTTCAGCCCCTACCTGCTGAGCCACGTGATGGGCTACGGCT < 1680

TCTACCACTTCGGCACCTACCCCAGCGGCTACGAGAACCCCTTCCTGCACGCCATCAACAACGGCGGCTA < 1750

CACCAACACCCGCATCGAGAAGTACGAGGACGGCGGCGTGCTGCACGTGAGCTTCAGCTACCGCTACGAG < 1820

GCCGGCCGCGTGATCGGCGACTTCAAGGTGATGGGCACCGGCTTCCCCGAGGACAGCGTGATCTTCACCG < 1890

ACAAGATCATCCGCAGCAACGCCACCGTGGAGCACCTGCACCCCATGGGCGATAACGATCTGGATGGCAG < 1960

CTTCACCCGCACCTTCAGCCTGCGCGACGGCGGCTACTACAGCTCCGTGGTGGACAGCCACATGCACTTC < 2030

AAGAGCGCCATCCACCCCAGCATCCTGCAGAACGGGGGCCCCATGTTCGCCTTCCGCCGCGTGGAGGAGG < 2100

ATCACAGCAACACCGAGCTGGGCATCGTGGAGTACCAGCACGCCTTCAAGACCCCGGATGCAGATGCCGG < 2170

TGAAGAAAGATCTCGAGTAGACCTGATTGAGGAGGCCGCCAGCCGAATTGTCGACGCCGTGATTGAGCAG < 2240

GTGAAAGCAGCAGGCGCCTACGGCGGCAAGGACGAGCTGTAAGCGGCCGCGACTCTAGATCATAATCAGC < 2310

CATACCACATTTGTAGAGGTTTTACTTGCTTTAAAAAACCTCCCACACCTCCCCCTGAACCTGAAACATA < 2380

AAATGAATGCAATTGTTGTTGTTAACTTGTTTATTGCAGCTTATAATGGTTACAAATAAAGCAATAGCAT < 2450
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CACAAATTTCACAAATAAAGCATTTTTTTCACTGCATTCTAGTTGTGGTTTGTCCAAACTCATCAATGTA

TCTTAAGGCGTAAATTGTAAGCGTTAATATTTTGTTAAAATTCGCGTTAAATTTTTGTTAAATCAGCTCA

TTTTTTAACCAATAGGCCGAAATCGGCAAAATCCCTTATAAATCAAAAGAATAGACCGAGATAGGGTTGA

GTGTTGTTCCAGTTTGGAACAAGAGTCCACTATTAAAGAACGTGGACTCCAACGTCAAAGGGCGAAAAAC

CGTCTATCAGGGCGATGGCCCACTACGTGAACCATCACCCTAATCAAGTTTTTTGGGGTCGAGGTGCCGT

AAAGCACTAAATCGGAACCCTAAAGGGAGCCCCCGATTTAGAGCTTGACGGGGAAAGCCGGCGAACGTGG

CGAGAAAGGAAGGGAAGAAAGCGAAAGGAGCGGGCGCTAGGGCGCTGGCAAGTGTAGCGGTCACGCTGCG

CGTAACCACCACACCCGCCGCGCTTAATGCGCCGCTACAGGGCGCGTCAGGTGGCACTTTTCGGGGAAAT

GTGCGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAAC

CCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTCCTGAGGCGGAAAGAACCAGCTGTGGAATGTG

TGTCAGTTAGGGTGTGGAAAGTCCCCAGGCTCCCCAGCAGGCAGAAGTATGCAAAGCATGCATCTCAATT

AGTCAGCAACCAGGTGTGGAAAGTCCCCAGGCTCCCCAGCAGGCAGAAGTATGCAAAGCATGCATCTCAA

TTAGTCAGCAACCATAGTCCCGCCCCTAACTCCGCCCATCCCGCCCCTAACTCCGCCCAGTTCCGCCCAT

TCTCCGCCCCATGGCTGACTAATTTTTTTTATTTATGCAGAGGCCGAGGCCGCCTCGGCCTCTGAGCTAT

TCCAGAAGTAGTGAGGAGGCTTTTTTGGAGGCCTAGGCTTTTGCAAAGATCGATCAAGAGACAGGATGAG

GATCGTTTCGCATGATTGAACAAGATGGATTGCACGCAGGTTCTCCGGCCGCTTGGGTGGAGAGGCTATT

CGGCTATGACTGGGCACAACAGACAATCGGCTGCTCTGATGCCGCCGTGTTCCGGCTGTCAGCGCAGGGG

CGCCCGGTTCTTTTTGTCAAGACCGACCTGTCCGGTGCCCTGAATGAACTGCAAGACGAGGCAGCGCGGL
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TATCGTGGCTGGCCACGACGGGCGTTCCTTGCGCAGCTGTGCTCGACGTTGTCACTGAAGCGGGAAGGGA

CTGGCTGCTATTGGGCGAAGTGCCGGGGCAGGATCTCCTGTCATCTCACCTTGCTCCTGCCGAGAAAGTA

TCCATCATGGCTGATGCAATGCGGCGGCTGCATACGCTTGATCCGGCTACCTGCCCATTCGACCACCAAG

CGAAACATCGCATCGAGCGAGCACGTACTCGGATGGAAGCCGGTCTTGTCGATCAGGATGATCTGGACGA

AGAGCATCAGGGGCTCGCGCCAGCCGAACTGTTCGCCAGGCTCAAGGCGAGCATGCCCGACGGCGAGGAT

CTCGTCGTGACCCATGGCGATGCCTGCTTGCCGAATATCATGGTGGAAAATGGCCGCTTTTCTGGATTCA

TCGACTGTGGCCGGCTGGGTGTGGCGGACCGCTATCAGGACATAGCGTTGGCTACCCGTGATATTGCTGA

AGAGCTTGGCGGCGAATGGGCTGACCGCTTCCTCGTGCTTTACGGTATCGCCGCTCCCGATTCGCAGCGC

ATCGCCTTCTATCGCCTTCTTGACGAGTTCTTCTGAGCGGGACTCTGGGGTTCGAAATGACCGACCAAGC

GACGCCCAACCTGCCATCACGAGATTTCGATTCCACCGCCGCCTTCTATGAAAGGTTGGGCTTCGGAATC

GTTTTCCGGGACGCCGGCTGGATGATCCTCCAGCGCGGGGATCTCATGCTGGAGTTCTTCGCCCACCCTA

GGGGGAGGCTAACTGAAACACGGAAGGAGACAATACCGGAAGGAACCCGCGCTATGACGGCAATAAARAAG

ACAGAATAAAACGCACGGTGTTGGGTCGTTTGTTCATAAACGCGGGGTTCGGTCCCAGGGCTGGCACTCT

GTCGATACCCCACCGAGACCCCATTGGGGCCAATACGCCCGCGTTTCTTCCTTTTCCCCACCCCACCCCC

CAAGTTCGGGTGAAGGCCCAGGGCTCGCAGCCAACGTCGGGGCGGCAGGCCCTGCCATAGCCTCAGGTTA

CTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTT

GATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGA

TCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCT
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ACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGA

GCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCAC

CGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTAC

CGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACA

CAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCA

CGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAG

GGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGT

CGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGT

TCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCG

TATTACCGCCATGCAT < 5616
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cAMPNomad-tGFP
5616 bp

e {1 i -

161

Ndel (234)

BgIII (2178)
Xhol (2182)

NotI (2284)
MfeI (2390)

BamHI (1420)
Spel (1427)

|—_EcoRI (1459)

KpnI (1479)



Material suplementario

DAGNomad-tGFP

TAGTTATTAATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGTTCCGCGTTACATAA < 70

CTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCAATAATGACGTATG < 140

TTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGGAGTATTTACGGTAAACTGCCCA < 210

CTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTACGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCC < 280

GCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTATGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCA < 350

TCGCTATTACCATGGTGATGCGGTTTTGGCAGTACATCAATGGGCGTGGATAGCGGTTTGACTCACGGGG < 420

ATTTCCAAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTGTTTTGGCACCAAAATCAACGGGACTTTCCA < 490

AAATGTCGTAACAACTCCGCCCCATTGACGCAAATGGGCGGTAGGCGTGTACGGTGGGAGGTCTATATAA < 560

GCAGAGCTGGTTTAGTGAACCGTCAGATCCGCTAGCGCCACCATGCACAGCTACCTGCTGATGTGGGGCC < 630

TGCTGACCTTCATCATGGTGCCCGGCTGCCAGGCCGAGCTGTGCGACGACGACCCCCCTGAGATCCCCCA < 700

CGCCACCTTCAAAGCCATGGCCTACAAAGAAGGCACCATGCTGAACTGCGAGTGCAAGCGGGGCTTCCGG < 770

CGGATCAAGAGCGGCAGCCTGTACATGCTGTGCACCGGCAACAGCAGCCACAGCAGCTGGGACAACCAGT < 840

GCCAGTGCACCAGCAGCGCCACCCGGAACACCACCAAACAGGTCACACCCCAGCCCGAGGAACAGARAAGA < 910

GCGCAAGACCACCGAGATGCAGAGCCCCATGCAGCCCGTGGACCAGGCCTCTCTGCCCGGCCACTGCAGA < 980

GAGCCCCCACCTTGGGAGAACGAGGCCACCGAGCGGATCTACCACTTCGTGGTCGGACAGATGGTGTACT < 1050

ACCAGTGCGTGCAGGGCTACCGGGCCCTGCACAGAGGACCTGCCGAGAGCGTGTGCAAGATGACCCACGG < 1120

CAAGACCCGGTGGACCCAGCCCCAGCTGATCTGCACCGGCGAGATGGAAACCAGCCAGTTCCCCGGCGAG < 1190

GAAAAGCCCCAGGCCAGCCCTGAGGGCAGACCCGAGAGCGAGACAAGCTGCCTGGTGACAACCACCGACT < 1260
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Material suplementario

TCCAGATCCAGACCGAGATGGCCGCCACAATGGAAACCTCCATCTTCACCACCGACCTGCAGGTGGCCGT < 1330

GGCCGGCTGCGTGTTCCTGCTGATCTCTGTGCTGCTCCTGAGCGGCCTGACCTGGCAGCGGAGACAGAGA < 1400

AAGAGCGGCCGGACCATCGGGATCCAACTAGTTGTCGACCAGCAGCAGCAGCAGCAGGGAATTCTGCAGT < 1470

CGACGGTACCAATGGAGAGCGACGAGAGCGGCCTGCCCGCCATGGAGATCGAGTGCCGCATCACCGGCAC < 1540

CCTGAACGGCGTGGAGTTCGAGCTGGTGGGCGGCGGAGAGGGCACCCCCGAGCAGGGCCGCATGACCAAC < 1610

AAGATGAAGAGCACCAAAGGCGCCCTGACCTTCAGCCCCTACCTGCTGAGCCACGTGATGGGCTACGGCT < 1680

TCTACCACTTCGGCACCTACCCCAGCGGCTACGAGAACCCCTTCCTGCACGCCATCAACAACGGCGGCTA < 1750

CACCAACACCCGCATCGAGAAGTACGAGGACGGCGGCGTGCTGCACGTGAGCTTCAGCTACCGCTACGAG < 1820

GCCGGCCGCGTGATCGGCGACTTCAAGGTGATGGGCACCGGCTTCCCCGAGGACAGCGTGATCTTCACCG < 1890

ACAAGATCATCCGCAGCAACGCCACCGTGGAGCACCTGCACCCCATGGGCGATAACGATCTGGATGGCAG < 1960

CTTCACCCGCACCTTCAGCCTGCGCGACGGCGGCTACTACAGCTCCGTGGTGGACAGCCACATGCACTTC < 2030

AAGAGCGCCATCCACCCCAGCATCCTGCAGAACGGGGGCCCCATGTTCGCCTTCCGCCGCGTGGAGGAGG < 2100

ATCACAGCAACACCGAGCTGGGCATCGTGGAGTACCAGCACGCCTTCAAGACCCCGGATGCAGATGCCGG < 2170

TGAAGAAAGATCTCGAGTAGCCGCCCGCAAACGCAAGGGCAGCTTCTTCTACGGCGGCAAGGACGAGCTG < 2240

TAAGCGGCCGCGACTCTAGATCATAATCAGCCATACCACATTTGTAGAGGTTTTACTTGCTTTAAAAAAC < 2310

CTCCCACACCTCCCCCTGAACCTGAAACATAAAATGAATGCAATTGTTGTTGTTAACTTGTTTATTGCAG < 2380

CTTATAATGGTTACAAATAAAGCAATAGCATCACAAATTTCACAAATAAAGCATTTTTTTCACTGCATTC < 2450

TAGTTGTGGTTTGTCCAAACTCATCAATGTATCTTAAGGCGTAAATTGTAAGCGTTAATATTTTGTTAAA < 2520
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ATTCGCGTTAAATTTTTGTTAAATCAGCTCATTTTTTAACCAATAGGCCGAAATCGGCAAAATCCCTTAT

AAATCAAAAGAATAGACCGAGATAGGGTTGAGTGTTGTTCCAGTTTGGAACAAGAGTCCACTATTAAAGA

ACGTGGACTCCAACGTCAAAGGGCGAAAAACCGTCTATCAGGGCGATGGCCCACTACGTGAACCATCACC

CTAATCAAGTTTTTTGGGGTCGAGGTGCCGTAAAGCACTAAATCGGAACCCTAAAGGGAGCCCCCGATTT

AGAGCTTGACGGGGAAAGCCGGCGAACGTGGCGAGAAAGGAAGGGAAGAAAGCGAAAGGAGCGGGCGCTA

GGGCGCTGGCAAGTGTAGCGGTCACGCTGCGCGTAACCACCACACCCGCCGCGCTTAATGCGCCGCTACA

GGGCGCGTCAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACAT

TCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTC

CTGAGGCGGAAAGAACCAGCTGTGGAATGTGTGTCAGTTAGGGTGTGGAAAGTCCCCAGGCTCCCCAGCA

GGCAGAAGTATGCAAAGCATGCATCTCAATTAGTCAGCAACCAGGTGTGGAAAGTCCCCAGGCTCCCCAG

CAGGCAGAAGTATGCAAAGCATGCATCTCAATTAGTCAGCAACCATAGTCCCGCCCCTAACTCCGCCCAT

CCCGCCCCTAACTCCGCCCAGTTCCGCCCATTCTCCGCCCCATGGCTGACTAATTTTTTTTATTTATGCA

GAGGCCGAGGCCGCCTCGGCCTCTGAGCTATTCCAGAAGTAGTGAGGAGGCTTTTTTGGAGGCCTAGGCT

TTTGCAAAGATCGATCAAGAGACAGGATGAGGATCGTTTCGCATGATTGAACAAGATGGATTGCACGCAG

GTTCTCCGGCCGCTTGGGTGGAGAGGCTATTCGGCTATGACTGGGCACAACAGACAATCGGCTGCTCTGA

TGCCGCCGTGTTCCGGCTGTCAGCGCAGGGGCGCCCGGTTCTTTTTGTCAAGACCGACCTGTCCGGTGCC

CTGAATGAACTGCAAGACGAGGCAGCGCGGCTATCGTGGCTGGCCACGACGGGCGTTCCTTGCGCAGCTG

TGCTCGACGTTGTCACTGAAGCGGGAAGGGACTGGCTGCTATTGGGCGAAGTGCCGGGGCAGGATCTCCT
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GTCATCTCACCTTGCTCCTGCCGAGAAAGTATCCATCATGGCTGATGCAATGCGGCGGCTGCATACGCTT

GATCCGGCTACCTGCCCATTCGACCACCAAGCGAAACATCGCATCGAGCGAGCACGTACTCGGATGGAAG

CCGGTCTTGTCGATCAGGATGATCTGGACGAAGAGCATCAGGGGCTCGCGCCAGCCGAACTGTTCGCCAG

GCTCAAGGCGAGCATGCCCGACGGCGAGGATCTCGTCGTGACCCATGGCGATGCCTGCTTGCCGAATATC

ATGGTGGAAAATGGCCGCTTTTCTGGATTCATCGACTGTGGCCGGCTGGGTGTGGCGGACCGCTATCAGG

ACATAGCGTTGGCTACCCGTGATATTGCTGAAGAGCTTGGCGGCGAATGGGCTGACCGCTTCCTCGTGCT

TTACGGTATCGCCGCTCCCGATTCGCAGCGCATCGCCTTCTATCGCCTTCTTGACGAGTTCTTCTGAGCG

GGACTCTGGGGTTCGAAATGACCGACCAAGCGACGCCCAACCTGCCATCACGAGATTTCGATTCCACCGC

CGCCTTCTATGAAAGGTTGGGCTTCGGAATCGTTTTCCGGGACGCCGGCTGGATGATCCTCCAGCGCGGG

GATCTCATGCTGGAGTTCTTCGCCCACCCTAGGGGGAGGCTAACTGAAACACGGAAGGAGACAATACCGG

AAGGAACCCGCGCTATGACGGCAATAAAAAGACAGAATAAAACGCACGGTGTTGGGTCGTTTGTTCATAA

ACGCGGGGTTCGGTCCCAGGGCTGGCACTCTGTCGATACCCCACCGAGACCCCATTGGGGCCAATACGCC

CGCGTTTCTTCCTTTTCCCCACCCCACCCCCCAAGTTCGGGTGAAGGCCCAGGGCTCGCAGCCAACGTCG

GGGCGGCAGGCCCTGCCATAGCCTCAGGTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTA

ATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCG

TTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAA

TCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAAC

TCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAG
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TTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGG

CTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCA

GCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGA

TACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAA

GCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCC

TGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGG

AAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTC

CTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCATGCAT < 5577
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NdeI (234)

NhelI (591)

BsrGI (790)

DAGNomad-t
omac GFP | BamHI (1420)
[ Spel (1427)
—_ EcoRI (1459)
KpnI (1479)

BgIII (2178)
Xhol (2182)

NotI (2245)
Mfel (2351)

167



	13-Acta-Grado-Doctor (2)
	Binder5
	departamento
	Binder4
	Autorización Patri
	Binder3
	Presentación1
	Tesis doctoral. Rosa María Mella López
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