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DESCRIPCION
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Mediante la amplificacion de sefiales quimicas, puede detectarse un proceso que experimenta
una reaccién quimica, incluso a concentraciones muy bajas. Dicho proceso de amplificacion tiene la
posibilidad de proporcionar una gran utilidad en cualquier campo que requiera deteccion sensible y/o
rapida de reacciones quimicas. Por ejemplo, dicho proceso podria usarse para detectar microorganismos
que provocan infeccion y enfermedad, agentes quimicos o de guerra bioldégica o contaminantes
ambientales.

En la actualidad, no existen procedimientos que proporcionen una deteccion sensible y rapida de
reacciones quimicas. Los procedimientos actuales son demasiado lentos o no son suficientemente
sensibles. Por ejemplo, algunos procedimientos de deteccion pueden detectar la presencia de bacterias
nocivas a lo largo de unas pocas horas. Sin embargo, con frecuencia es critico detectar patégenos en un
periodo de unos pocos minutos para determinar que un paciente tendra una infeccién. La capacidad de
detectar la presencia de bacterias nocivas antes de la aparicion de la infeccién permitiria que la curacion
de heridas y quemaduras se produjera de forma mas rapida y con menos complicaciones. Ademas,
después de dar el alta a los pacientes del hospital, éstos pasan a ser responsables de controlar sus
propios cuidados sanitarios y los sintomas de la infeccion podrian no resultar evidentes para el paciente
no experto. La rapida identificacion de cepas bacterianas peligrosas permitiria la prescripcion del
tratamiento méas apropiado y evitaria el abuso de antibidticos de amplio espectro dando como resultado
consecuencias mejoradas para el paciente y una reduccion en el desarrollo de cepas de bacterias
resistentes a antibioticos.

Las quemaduras graves son un motivo principal para la admisién en unidades de cuidados
intensivos. Actualmente, los pacientes con quemaduras totales por encima del 20% de la superficie
corporal tienen una tasa de mortalidad del 22%. Aunque la terapia antimicrobiana moderna ha mejorado
los resultados para pacientes con quemaduras serias, las infecciones siguen siendo una causa principal
de morbilidad y mortalidad en pacientes que sobreviven a la fase de choque de una lesion térmica. A
pesar de terapias de antibiéticos y asepsia mejorada, con frecuencia el control de la infeccion no es
completamente exitoso. La infeccion también es una de las principales causas del padecimiento del
paciente, escasa curacion de heridas, destruccion de tejido amplia y complicaciones locales y sistémicas
serias. Por lo tanto, el control de una infecciéon en un paciente gravemente quemado desempefia un papel
importante en el prondéstico, debido a que la aparicion de infecciones serias pueden conducir a la muerte
del paciente, directamente o a través de mecanismos relacionados (por ejemplo, el aplazamiento de la
cirugia debido a condiciones generales negativas).

Las infecciones intrahospitalarias son una preocupacion seria para los hospitales, puesto que
muchos pacientes son débiles o tienen el sistema inmune comprometido y son susceptibles a morbilidad y
mortalidad significativas. Las tasas de colonizacion son significativamente mas altas en el ambiente
hospitalario, tanto entre trabajadores de los cuidados sanitarios como entre pacientes. Ademas, los
organismos colonizadores en el ambiente hospitalario son probablemente resistentes a muchas formas de
terapia antimicrobiana, debido a la fuerte presion selectiva que existe en el ambiente nosocomial, en el
gue se usan con frecuencia antibiéticos. Se estima que existen mas de 2 millones de infecciones
adquiridas en hospitales cada afio que podrian haberse evitado mediante un lavado de manos apropiado y
sistemas de deteccion rapidos para patégenos microbianos. Estas infecciones pueden ser mortales para
muchos pacientes. Por ejemplo, pacientes mayores que desarrollan una infeccién transmitida por la
sangre debido a implantacién de catéteres tienen mas de una tasa de mortalidad de mas del 50%.
Desafortunadamente, muchos sintomas soélo resultan evidentes después de que la infeccién se haya
establecido.

La posibilidad de que se encuentren patdgenos alimentarios o transmitidos por el agua en paises
del tercer mundo o se liberen en un ataque de bioterrorismo es problematica debido al estado de la
tecnologia actual. Muchas causas habituales de enfermedad son capaces de infectar a gente muy joven o
a los mayores a través de agua o comida contaminadas, incluso a concentraciones muy bajas (tan poco
como de 10 a 100 células de Shigella, Salmonella o E. coli O157:H7 pueden provocar enfermedad o
muerte). Un procedimiento que posibilite una deteccion temprana de dichos contaminantes seria
beneficioso puesto que los procedimientos actuales requieren un tiempo de muestreo y recogida largos
para detectar de forma apropiada la presencia e identidad de los patdgenos. La deteccion temprana
reduciria el nimero de retiradas de alimento e identificacion escasa de marcas (por ejemplo, cuando una
planta de procesado se cierra por la USDA).

En esta época de bacterias resistentes y armas biolégicas, la deteccion e identificacion rapida de
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patdgenos humanos y toxinas bioldgicas es crucial para que se pueda implementar la respuesta médica
mas apropiada. Una deteccién temprana requiere algun procedimiento de amplificacion de sefial, puesto
gque los agentes biolégicos pueden infectar en cantidades tan pequefias que los agentes pueden no
detectarse por otras técnicas no amplificadas. Resultaria Util tener un procedimiento de amplificacion de
sefial que supere los sistemas de deteccion e identificacion existentes en su velocidad y simplicidad.

SUMARIO DE LA INVENCION
La presente invencion se refiere a zimégenos y su uso en dispositivos de deteccion.

La presente solicitud también describe procedimientos para detectar la modificacion de un
péptido. En una realizacion, el procedimiento comprende las etapas de exponer un zimégeno a una
muestra y detectar la modificacién o una ausencia de la modificacion. El zimégeno incluye un péptido
exdgeno y una enzima sefial que se inhibe por el péptido exdgeno. La exposicion se produce en
condiciones que facilitaran una modificacion del péptido exdégeno. La modificaciéon incluye escindir el
péptido exdgeno y la escision da como resultado la activacion de la enzima sefial y una sefial detectable.
Algunos ejemplos de enzimas sefial adecuadas incluyen proteina verde fluorescente (GFP), luciferasa,
lacasa (CotA) y peroxidasa de rabano rusticano (HRP).

En un ejemplo adicional descrito en el presente documento, el procedimiento comprende las
etapas de exponer una estructura a una muestra y detectar la modificacion o ausencia de la modificacion.
La estructura incluye un péptido exdégeno y al menos un cofactor. La exposicién se produce en
condiciones que facilitardn una modificacion del péptido exdgeno. La modificacién incluye escindir el
péptido exdgeno y la escision da como resultado que el cofactor active un zimégeno para producir una
enzima sefial. La escision también dard como resultado una sefial detectable.

En un ejemplo adicional descrito en el presente documento, el procedimiento comprende las
etapas de exponer un péptido exdégeno a una muestra y detectar la modificacion o una ausencia de la
modificacion. El péptido exdgeno se une al menos a dos enzimas y el péptido exdgeno inhibe las enzimas.
La exposicion se produce en condiciones que facilitardn una modificacion del péptido exdgeno. La
modificacién incluye escisién del péptido exdgeno y la escision da como resultado la activacion de las
enzimas y una sefial detectable.

En un ejemplo descrito en el presente documento, el procedimiento comprende las etapas de
exponer un complejo a una muestra y detectar la modificacion o una ausencia de la modificacion. El
complejo incluye al menos un péptido exdgeno y al menos dos enzimas que se inhiben por el péptido
exogeno. La exposicion se produce en condiciones que facilitaran una modificacion del péptido exégeno.
La madificacién incluye escindir el péptido exdgeno y la escision da como resultado una sefial detectable.

En un ejemplo descrito en el presente documento, el procedimiento comprende las etapas de
exponer un zimégeno a una muestra liquida y detectar la modificacién o una ausencia de la modificacion.
El zimégeno incluye un péptido exégeno y una enzima sefial que se inhibe por el péptido exégeno. El
zimogeno se une a una superficie sélida en un punto de union y la exposicion se produce en condiciones
que facilitaran una modificacion del péptido exdgeno. La modificacion incluye escindir el péptido exdgeno y
la escisién da como resultado la activacion de la enzima sefial, la separacién de la enzima sefial de la
superficie sélida y una sefial detectable.

En un ejemplo descrito en el presente documento, es un zimdgeno sintético que comprende una
enzima unida covalentemente a un péptido exégeno de modo que el péptido exdgeno inhibe una actividad
enzimatica de la enzima. El péptido exdgeno incluye una diana de una enzima producida por un
microorganismo.

Como se usa en el presente documento, una “diana” es una proteina, péptido o parte de una
proteina o péptido que actia como un sustrato. Es decir, una diana es un péptido, proteina o parte de los
mismos al que se une y/o sobre el que actlia una enzima.

En un ejemplo descrito en el presente documento, es un complejo de zimégeno que comprende
al menos dos enzimas, cada una unida covalentemente a un péptido exdgeno, inhibiendo el péptido
exdgeno una actividad enzimatica de cada enzima.

En una realizacion, la presente invencién presenta dispositivos de ensayo. En una realizacién, el
dispositivo de ensayo comprende una membrana, al menos un péptido unido a la membrana, una enzima
sefial unida al péptido y al menos un sustrato marcado de forma detectable unido a la membrana en una
segunda localizacién. El péptido comprende un sustrato para una enzima producida por un
microorganismo y el sustrato marcado de forma detectable comprende una diana para la enzima sefial.
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Como se describe en el presente documento, el dispositivo de ensayo comprende una superficie
sélida, un sustrato peptidico unido a la superficie sélida y un zimégeno unido al sustrato peptidico. El
zimégeno incluye una enzima sefial que se inhibe por el sustrato peptidico.

Como se describe en el presente documento, el dispositivo de ensayo puede presentar un
zimogeno sintético que comprende CotA de Bacillus subtilis con un péptido exdgeno (péptido no nativo)
insertado en el sitio activo (sitio catalitico) del zimégeno, en el que el péptido insertado inhibe la actividad
enzimatica del zimégeno. El péptido insertado también puede comprender un sustrato peptidico diana
especifico para una enzima producida por un microorganismo de interés (a detectar en una muestra). El
microorganismo de interés es un microorganismo seleccionado del grupo constituido por: bacterias, virus,
hongos y moho.

También se describe en el presente documento un mutante de CotA (variante) de Bacillus subtilis
que comprende CotA con un péptido exdgeno que estd constituido por el bucle lateral reactivo del
inhibidor de proteinasa alfa-1 en el que el péptido inhibe la actividad lacasa.

También se describe en el presente documento un sensor para la deteccion de un
microorganismo que comprende un zimégeno sintético.

También se describe en el presente documento un procedimiento para detectar una sefial de una
reaccion que comprende el uso de un zimégeno sintético, en el que la reaccion comprende la degradacion
de un péptido exdgeno insertado en el zimégeno y en el que tras la degradacion del péptido insertado la
actividad enzimética del zimdgeno se reactiva dando como resultado la catalisis de un sustrato especifico
de zimdégeno y la generacién de una sefial detectable. La reactivacién del zimégeno puede dar como
resultado multiples reacciones cataliticas de sustrato especifico de zimégeno y de este modo multiplicar
(ampliar) la sefial generada de la degradacion del péptido exdgeno insertado. La sefial detectable puede
ser, por ejemplo, una sefial colorimétrica o fluorescente.

La solicitud también describe un complejo de zimdgeno sintético que comprende uno o0 mas
zimégenos sintéticos, en el que los zimdgenos se acoplan (unen o enlazan) mediante un péptido que
comprende un sustrato peptidico diana especifico para un microorganismo de interés y para el zimégeno.
La actividad enzimatica del zimégeno puede ser, por ejemplo, actividad lacasa, fenol oxidasa u oxidasa de
multicobre. En una realizacion, el complejo de zimégeno sintético comprende CotA de Bacillus subtilis.

La solicitud también describe un sensor para la detecciéon de un microorganismo que comprende
un complejo de zimégeno sintético.

La solicitud también describe un procedimiento para amplificar una sefial a partir de una reaccion
gue comprende el uso de un complejo de zimégeno sintético, en el que la reaccion comprende la
degradacion del péptido de enlace y en el que tras la degradacion del péptido de enlace los zimégenos
enlazados se liberan entre si y de forma sustancialmente simultidnea la actividad enzimética de los
zimogenos liberados se reactiva dando como resultado multiples reacciones cataliticas de sustrato
especifico de zimogeno y la amplificacién de una sefial.

La solicitud también describe un zimdgeno sintético que comprende una enzima no proteasa con
un péptido de proteasa exdgena (péptido no nativo) insertado en el sitio activo (sitio catalitico) del
zimogeno, en el que el péptido insertado inhibe la actividad enzimatica del zimégeno.

La solicitud también describe un procedimiento para fabricar un zimoégeno sintético que
comprende insertar un péptido de proteasa exdgena en el sitio activo (sitio catalitico) de un zimégeno no
proteasa, en el que el péptido insertado inhibe la actividad enzimatica del zimégeno.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Los anteriores y otros objetos, caracteristicas y ventajas de la invencién resultaran evidentes a
partir de la siguiente descripcion mas particular de realizaciones preferidas de la inversién, como se ilustra
en los dibujos adjuntos en los que caracteres de referencia similares se refieren a las mismas partes a
través de las diferentes vistas. Los dibujos no estan necesariamente a escala, situandose el énfasis en su
lugar en la ilustracion de los principios de la invencién.

El archivo de patente o solicitud contiene al menos un dibujo ejecutado en color. Las copias de
esta publicacion de patente o solicitud de patente con dibujos a color se proporcionaran por la Oficina bajo
demanda y pago de la tarifa necesaria.

La Figura 1 ilustra un ejemplo comparativo de los resultados que pueden obtenerse con algunos de
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los mecanismos de amplificacion de la presente invencion.

La Figura 2 ilustra un ejemplo de una representacion gréafica del mecanismo general detras de una
realizacion de una amplificacion catalitica.

La Figura 3 ilustra un ejemplo de una representacion grafica del mecanismo general detras de una
realizacion de una amplificacion multicatalitica.

La Figura 4 ilustra una estrategia de exploracion con zimdgeno in vitro inicial general.

La Figura 5 ilustra un procedimiento mediante el que pueden identificarse clones individuales usando
procedimientos de la presente invencion.

La Figura 6 ilustra CotA de Bacillus subtilus.

La Figura 7 muestra el bucle lateral reactivo de proteinasa alfa-1 (RSL) asociado al extremo N
terminal de CotA. La region de RSL de CPI usada en la secuencia peptidica de CPI2 se muestra en
amarillo. La misma region asociada con CotA se muestra en blanco (negrita).

La Figura 8 ilustra mutagénesis de CotA, que incluye Mutantes SSM1, Mutantes SSM2, Mutantes
SSM3, Mutantes SSM4 y Mutantes T3.

La Figura 9 ilustra una fotografia que confirma la insercion natural de 1,7 kb.
La Figura 10 ilustra una fotografia del gel que muestra sobreexpresion de CotA en el clon JS6.

La Figura 11 ilustra una fotografia de un gel de exploracion de PCR de mutantes de CotA usando un
conjunto de cebadores T7.

La Figura 12 ilustra una fotografia de un gel que muestra la sobreexpresion de CotA mutante (SSM1)
en el clon JS6.

La Figura 13 ilustra un grafico que muestra que las variantes de CotA se inhibieron parcialmente por
prolongacion y modificacion de CotA.

La Figura 14 ilustra un grafico de la reactivacién del mutante de CotA SSM4-1.
La Figura 15 ilustra un diagrama de una realizacidon de una membrana de flujo lateral multicanal.

La Figura 16 ilustra una fotografia de un gel de ADN (a la izquierda) junto con una fotografia de un
gel de proteina (a la derecha).

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Sigue una descripcion de una realizacion de referencia. Aunque la presente invencion se ha
mostrado de forma particular y se ha descrito con referencia a realizaciones preferidas de la misma, se
entendera por los expertos en la materia que pueden realizarse diversos cambios en forma y detalles de la
misma sin alejarse del ambito de la invencién abarcada por las reivindicaciones adjuntas.

La presente invencion se refiere a sistemas de amplificacion de sefial para sensores que
detectan reacciones quimicas (por ejemplo, sensores biopatogénicos). Mediante la utilizacion de una
cascada de reacciones cataliticas multietapa, la presente invencion posibilita una deteccion rapida y
precisa de reacciones o agentes quimicos. Por ejemplo, la presente invencién puede usarse para detectar
toxinas, proteasas o proteinas producidas por microorganismos (por ejemplo, virus, bacterias u hongos).
La sefial de una proteina microbiana (por ejemplo, una proteasa u otras enzimas) puede amplificarse y
detectarse en segundos con un ensayo de deteccion (por ejemplo, un ensayo colorimétrico). La presente
invenciéon también puede usarse para detectar contaminacion y/o infeccion microbianas. La presente
invenciodn posibilita sistemas de deteccion de fase liquida o sélida (por ejemplo, sensores o sistemas de
sensores de patdgenos) que superan los sistemas de deteccion e identificacion existentes en su
velocidad, precision y/o sensibilidad. Los sensores y sistemas de sensores pueden usarse también para
muestras de aerosol. La invencidn puede ser (til para aplicaciones médicas y militares.

Los microorganismos (por ejemplo, bacterias) secretan o producen enzimas y algunas de estas
enzimas son especificas o Unicas para el microorganismo productor o secretor. Como tal, algunas
enzimas producidas por microorganismos pueden actuar como un “identificador” o diana y pueden usarse
como un marcador o indicador para ensayos de deteccion. Algunas de estas dianas se han usado para
producir ensayos rapidos y especificos para Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Pseudomonas
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aeruginosa, Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes y varias otras. Puesto que una cantidad muy
pequefia de enzima puede transformar una gran cantidad de sustrato en condiciones apropiadas, un
sensor basado en enzima puede conseguir un nivel de sensibilidad que no es posible con simples técnicas
basadas en anticuerpos. Brevemente, estos sensores y ensayos de deteccion detectan la presencia de
microorganismos mediante la interaccion con una proteina (por ejemplo, una proteasa u otra enzima)
secretada o expresada por un microorganismo (por ejemplo, una bacteria u hongo). Por ejemplo, los
sensores pueden incluir un péptido o sustrato que se disefia para interaccionar con una enzima que es
especifica de un microorganismo de interés. Cuando el sustrato del sensor entra en contacto o
interacciona con la enzima, el péptido se escinde o modifica de tal modo que se produce una sefial
detectable.

En un ejemplo, el sustrato se marca con dos colorantes diferentes, sirviendo un colorante para
inactivar la transferencia resonante de energia de fluorescencia (FRET) al otro cuando las moléculas de
colorante estan en proximidad estrecha. FRET es el proceso de una interaccién de estado excitado
dependiente de distancia en la que la emision de una molécula fluorescente se acopla a la excitacion de
otra. Un par de aceptor y donador tipico para la transferencia resonante de energia consiste en acido 4-(4-
dimetilamino)fenil)azo benzoico (DABCYL) y é&cido 5-[(2-aminoetilamino)]naftaleno sulfénico (EDANS).
EDANS se excita por iluminacién con luz a una longitud de onda de aproximadamente 336 nm y emite un
foton con longitud de onda de aproximadamente 490 nm. Si un resto de DABCYL se localiza en un area
de 20 angstroms del EDANS, este fotén se absorbera eficazmente. DABCYL y EDANS se unirdn en
extremos opuestos de un sustrato peptidico. Si el sustrato esta intacto, FRET serd muy eficaz. Si el
péptido se ha escindido por una enzima, los dos colorantes ya no estaran en proximidad estrecha y FRET
sera ineficaz. La reaccion de escisién puede seguirse de la observacion de una disminucion en
fluorescencia de DABCYL o un aumento de la fluorescencia de EDANS (pérdida de inactivacién). De esta
manera, se detecta la presencia de la enzima especifica y por lo tanto la presencia del microorganismo
productor de enzima.

En otro ejemplo, el sustrato se une a dos componentes colorimétricos. Uno de los componentes
colorimétricos puede ser un primer color, por ejemplo, azul y el segundo componente colorimétrico puede
ser un segundo color, por ejemplo, amarillo. Cuando estan presentes en el mismo sustrato, el sustrato no
modificado puede aparecer verde. Si el mismo sustrato se modifica (por ejemplo, mediante escision
enzimatica del componente colorimétrico amarillo del sustrato) el sustrato puede aparecer azul. Por lo
tanto, la modificacion del sustrato se sefializaria por un cambio en el color de verde a azul.

En otro ejemplo, un sustrato se marca con un componente colorimétrico y se une a un soporte
solido que esta coloreado. El componente colorimétrico puede ser un primer color, tal como amarillo, y el
soporte sdlido puede ser un segundo color, tal como azul. La combinacién del soporte sélido con el
sustrato no modificado puede aparecer verde. Si el sustrato se modifica (por ejemplo, mediante escision
enzimatica del componente colorimétrico amarillo del sustrato), la combinacién de soporte sélido y el
sustrato modificado aparecera azul. Por lo tanto, la modificacion del sustrato se sefializara por un cambio
en el color de verde a azul.

La realizacion descrita en el presente documento puede usarse para amplificar o mejorar los
sensores y ensayos de deteccidn descritos anteriormente. Sin embargo, los expertos en la materia
reconoceran que otros sensores y ensayos de deteccién también pueden usarse junto con la presente
invencion. Algunos ejemplos de sensores y ensayos de deteccion para los que los ejemplos descritos en
la presente solicitud pueden aplicarse se describen en la Solicitud de Patente de Estados Unidos N° US
09/848.781, presentada el 3 de mayo de 2001, publicada el 22 de mayo de 2003, como la publicacion de
Solicitud de Patente de Estados Unidos N° 2003/0096315 Al, y titulada “Device for Detecting Bacterial
Contamination and Method of Use” (Dispositivo para la Deteccion de Contaminacion Bacteriana y
Procedimiento de Uso); Solicitud Internacional N° PCT/US03/03172, presentada el 31 de enero de 2003,
publicada el 7 de agosto de 2003, como Publicacion Internacional N° WO 03/063693 A2, y titulada
“Method for Detecting Microorganisms” (Procedimiento para Detectar Microorganismos); Solicitud
Internacional N° PCT/US2003/037319, presentada el 21 de noviembre de 2003, publicada el 10 de junio
de 2004, como Publicacién Internacional N° WO 2004/047614.

La solicitud describe la amplificacion de una sefial usando catélisis para multiplicar o aumentar el
namero potencial de acontecimientos de renovacion cataliticos (es decir, reacciones cataliticas). Algunos
ejemplos usan catalisis enzimatica para multiplicar cada acontecimiento de renovacion de una proteina
microbiana (por ejemplo, una toxina o proteasa bacterianas). En otras realizaciones de referencia, la
presente invencion posibilita una amplificacion adicional mediante el uso de un mecanismo multicatalitico
o de “reaccion en cadena” para aumentar la cantidad de enzima que puede activarse con cada
acontecimiento de renovacion. La Figura 1 ilustra un ejemplo comparativo de los resultados que pueden
obtenerse con estos mecanismos de amplificacion. La linea de tendencia marcada “tasa” representa las
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renovaciones obtenidas sin el uso de un catalizador de la invencién. La linea de tendencia marcada
“catalitico” representa las renovaciones obtenidas usando catdlisis enzimatica para multiplicar cada
acontecimiento de renovacion. La linea de tendencia marcada “multicatalitico” representa las
renovaciones obtenidas mediante el uso de un mecanismo multicatalitico o de “reaccion en cadena” para
aumentar la cantidad de enzima que puede activarse con cada acontecimiento de renovacion.

En algunas realizaciones de referencia, la invencidon es una amplificacion de sefial que utiliza
catélisis enzimética para multiplicar cada acontecimiento de renovacion de una proteina microbiana (por
ejemplo, una toxina microbiana, tal como una proteasa u otra enzima producida por un microorganismo).
Por ejemplo, un péptido que contiene una secuencia diana de una proteina microbiana de interés se
enlaza o une con una enzima sefial de modo que la actividad enzimatica de la enzima se inhibe. En otras
palabras, el péptido se une o incorpora a la enzima sefial, produciendo de este modo un zimégeno (es
decir, un precursor de enzima inactivo). La inhibicién de la enzima sefial puede conseguirse mediante, por
ejemplo, la unién de una molécula a la enzima sefial que bloquea de forma estérica el sitio activo de la
enzima sefial o provocando que la enzima sefial se pliegue en una conformacién inactiva. En una
realizacion, una molécula de bloqueo se une a la enzima sefial mediante enlaces disulfuro.

Este complejo inhibido puede reactivarse, por ejemplo, mediante una proteina microbiana (por
ejemplo, una proteasa bacteriana) que reconoce la secuencia peptidica como un sustrato. La proteina
microbiana escinde la parte peptidica del zimégeno, activando de este modo la enzima sefial. La enzima
sefial puede entonces comenzar a transformar un sustrato marcado (por ejemplo, un sustrato marcado
descrito anteriormente) para producir una sefial detectable, tal como una sefial colorimétrica o
fluorescente. De este modo, cada acontecimiento de escision de péptido individual puede multiplicarse
mediante la enzima sefial reactivada hasta un gran ndamero de renovaciones en un corto periodo de
tiempo.

La Figura 2 ilustra un ejemplo de una representacion grafica del mecanismo general detras de
esta amplificacion catalitica. A la izquierda, un zimdgeno incluye una secuencia peptidica y un inhibidor. El
inhibidor esta bloqueando de forma estérica un sitio activo, haciendo a la parte de enzima sefial del
zimégeno inactiva. El zimégeno se encuentra con una proteasa, que escinde la secuencia peptidica. La
parte escindida del péptido, junto con la parte de inhibicion, se mueve (por ejemplo, migra o difunde) lejos
del sitio activo, eliminando de este modo la inhibicion y activando la enzima sefial. La enzima sefial es
entonces libre de catalizar un sustrato marcado, produciendo de este modo una sefial detectable.

En otras realizaciones de referencia de la presente invencidon, se utilizan mecanismos de
activacion de enzima sefial complementarios o alternativos para amplificar una sefial para un ensayo de
detecciéon o un sensor. Por ejemplo, la actividad enzimatica puede regularse mediante el control de la
disponibilidad de un cofactor que se requiere por la enzima sefial para la catélisis. Este es un mecanismo
adecuado para muchas enzimas sefial que pueden producir una sefial colorimétrica o fluorescente. En
algunas realizaciones, se encierran cofactores de iones metalicos en una estructura que puede liberarse
mediante una reaccion de escision peptidica. La escision del péptido libera los iones metalicos y activa
numerosas enzimas. De este modo, muchas enzimas sefial pueden activarse a la vez, multiplicando de
este modo la sefial resultante.

En algunas realizaciones de referencia, la presente invencion utiliza un mecanismo multicatalitico
o de “reaccion en cadena” para aumentar el nimero de enzimas sefial que pueden activarse con cada
acontecimiento de renovacion, produciendo de este modo una sefial amplificada a partir de un ensayo de
deteccion o sensor. Por ejemplo, un péptido puede acoplar dos o mas enzimas sefial de modo que
obstaculicen de forma estérica a las enzimas sefial mientras que mantienen la disponibilidad del péptido
para interaccionar con una proteina microbiana (por ejemplo, de modo que pueda escindirse por una
proteasa bacteriana). Las enzimas sefial acopladas pueden ser la misma, similares o diferentes. En
algunas realizaciones de referencia, la secuencia peptidica se disefia para ser un sustrato adecuado para
la proteina microbiana y uno o mas de las enzimas acopladas.

La Figura 3 ilustra un ejemplo de una representacion grafica del mecanismo general detras de
esta amplificacién multicatalitica. A la izquierda, una secuencia peptidica se acopla con dos proteinas
sefial inactivas, siendo una proteina sefial una enzima inactiva y siendo la otra proteina sefial una
proteasa inactiva. El péptido que acopla las dos proteinas sefial las ha hecho inactivas. Después de que el
complejo de zimogeno/péptido se encuentre con un péptido microbiano (por ejemplo, una proteasa
bacteriana), la secuencia peptidica se escinde (por ejemplo, a través de hidrdlisis), activando de este
modo ambas proteinas sefial. La enzima ahora activa se libera después para catalizar un sustrato
marcado de forma detectable para producir una sefial. La proteasa ahora activa es libre de catalizar la
escision de péptidos que estan inhibiendo otras proteinas sefal, multiplicando de este modo los
acontecimientos de renovacion ain mas. De este modo, la sefal detectable del ensayo de deteccion o
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sensor se amplifica. El resultado es una amplificacion de sefial que proporcionaria un aumento
relativamente mayor en la tasa de amplificacion con el tiempo en comparaciéon con ensayos de deteccion
gue se basan en un mecanismo en el que una proteina microbiana interacciona solamente o directamente
con un sustrato marcado de forma detectable o en comparacion con una amplificacion catalitica que utiliza
una etapa de activacion de enzima sefial sencilla. Un mecanismo similar puede usarse, por ejemplo, para
una enzima hidrolitica con un sustrato fluorescente.

En algunas realizaciones de referencia, se usan uno o mas de los procedimientos de
amplificacion descritos anteriormente junto con y/o con, un ensayo de deteccién que se basa en un
mecanismo en el que una proteina microbiana interacciona directamente con un sustrato marcado de
forma detectable. Por ejemplo, en una realizacién, la presente invencion utiliza un complejo de
zimogeno/péptido multicatalitico junto con un zimégeno sencillo y/o con un procedimiento de activacion de
enzima sefial que se regula mediante el control de la disponibilidad de un cofactor que es necesario para
la enzima sefial para la catélisis.

DISENO DEL ZIMOGENO

Al disefiar o seleccionar un zimdgeno adecuado para su uso en la presente invencion, deben
considerarse varios factores, incluyendo:

1. La diferencia en actividad entre el zimégeno y la enzima sefial. Preferentemente, la diferencia en
actividad es suficientemente grande como para proporcionar la resolucién de sefial deseada.

2. El tipo de ensayo con el que se utilizara el zimdgeno. Preferentemente, el ensayo es econémico y
no innecesariamente complejo para la aplicacion de interés.

3. La sensibilidad del zimogeno. Preferentemente, el zimdgeno es suficientemente sensible a la
presencia de la proteina microbiana de interés para que el ensayo de deteccién proporcione una
sefial adecuada cuando el nimero de microorganismos que deben producir una sefial detectable
estan presentes.

4. El mecanismo de activacién. Preferentemente, el zimégeno se activa mediante el mecanismo
deseado (por ejemplo, activacion proteolitica).

5. El sitio de activacion. Preferentemente, el sitio de activacion se configura de modo que le permite
interaccionar de forma especifica con un sustrato marcado de forma detectable u otro medio para
producir una sefal detectable.

Algunos o todos estos criterios pueden ser importantes, dependiendo de la aplicacion especifica
o el microorganismo a detectar. La construccién o seleccion de un zimégeno que cumpla éstos u otros
criterios puede realizarse mediante mutagénesis de una enzima adecuada para unir las regiones
peptidicas y de inhibidor (o proteasa). Una vez que ésta se ha construido, puede usarse mutagénesis
aleatoria para refinar las propiedades de inhibicion y activacion del zimdgeno resultante.

Es ventajoso usar un procedimiento de exploracion rapido para identificar las mutaciones que
serian adecuadas para su uso como un zimégeno en un procedimiento de amplificacion de la invencion.
Por ejemplo, la mediciéon de la actividad puede realizarse de una forma secuencial, primero para la
inhibicion y otra vez después de la reactivacion. La Figura 4 ilustra una estrategia de exploracioén in vitro
inicial general, que puede incluir las etapas de

1. Las células se cultivan durante una noche en medio LB a 37°C.

2. Después de la induccion con IPTG 1 mM, las células se lisan y se unen a placas de unién de
marcador de epitopo (por ejemplo, placas revestidas con acido nitrilotriacético o anticuerpo).

3. Las placas se lavan después 3x con solucion salina tamponada con fosfato (PBS).

4. Las células se incuban después con proteasas bacterianas para medir la reactivacion de los
mutantes de zimégeno de CotA.

5. Los mutantes que producen el mayor color reactivado en presencia de un sustrato (por ejemplo,
ABTS) se identifican después mediante secuenciacion de ADN.

Una reaccién enzimatica puede considerarse como un interruptor de encendido o interruptor de
luz proteico universal que tiene varios usos, incluyendo amplificacion de sefial, exploracion de alto
rendimiento y suministro de proteinas. Para amplificacion de sefial, cualquier proteina o péptido que se
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hidroliza mediante una proteasa puede permitir que un inhibidor se difunda lejos del sitio activo y activar la
actividad enzimatica que puede producir una sefial. Para exploracién de alto rendimiento, se puede situar
una proteina o péptido aleatorios entre la enzima y los restos de inhibidor para explorar con respecto a
enzimas nuevas (por ejemplo, proteasas).

Por ultimo, para suministro de proteinas, una enzima puede fusionarse con un anticuerpo u otro
farmaco basado en proteinas. La enzima fusionada puede usarse para suministrar la proteina en el sitio
de enfermedad tal como una infeccidn bacteriana o viral, y/o una célula tumoral. La hidrélisis especifica
del producto de fusion libera el anticuerpo o farmaco proteico y lo suministra en el sitio del patégeno o
célula tumoral. De este modo, el fArmaco proteico puede suministrarse de forma mas precisa al area de
tratamiento. Una vez suministrado, el farmaco proteico puede, por ejemplo, debilitar o matar al patégeno o
la célula tumoral. En algunas realizaciones de la invencion, un péptido bactericida puede unirse a un
zimogeno con un engarce de activacion que reacciona especificamente con, o es una diana de, proteinas
secretadas o expresadas por un patégeno (por ejemplo, bacteriano). Tras encontrar o entrar en contacto
con la bacteria en el torrente sanguineo, esas proteasas especificas de las bacterias activarian el
zimogeno (por ejemplo, reaccionando con un sustrato peptidico que estd inhibiendo la enzima) y
desencadenarian la liberacion del péptido bactericida, que destruiria a continuacion las bacterias. Este tipo
de suministro dirigido de un agente bactericida puede reducir la posibilidad de que las bacterias
desarrollen una resistencia farmacologica para el agente.

Un analisis adicional del disefio, fabricacién y uso de zim6genos sintéticos se encuentra en la
Patente de Estados Unidos N° 5.811.252, concedida a Johan Hendrikus Verheijen el 22 de septiembre de
1998; Verheijen, J.H., y col., “Modified Proenzymes as Artificial Substrates for Proteolytic Enzymes:
Colorimetric Assay of Bacterial Collagenase and Matrix Metalloproteinase Activity Using Modified Pro-
Urokinase”, Biochem. J., 323: 603-609 (1997); Plainkum, P., y col., “Creation of a Zymogen”, Nature
Struct. Biol., 10(2): 115-119 (2003); y Saghatelian, A., y col., “DNA Detection and Signal Amplification Via
an Engineered Allosteric Enzyme”, JACS, 125: 344-345 (2003). Adicionalmente, se encuentran ejemplos
de microorganismos, enzimas y sustratos especificos para su uso con la presente invencion en la Solicitud
de Estados Unidos e Internacional anteriormente mencionada.

LACASA (CotA).

En una realizacion de referencia, la enzima sefial es una lacasa. Lacasa (difenol oxidasa) es un
miembro de la familia multicobre oxidasa de enzimas. Generalmente, estas enzimas requieren oxigeno
para oxidar fenoles, aminas arométicas de polifenoles y otros sustratos no fenélicos mediante un electrén
para crear una especie radical. La reaccién de oxidacion general que cataliza es:

OH 0

lacasa

La lacasa se encuentra en hongos asi como en algunas plantas y bacterias. La funcién natural de la
lacasa parece ajustarse a dos clases: formulacion (esporulacién o pigmentacién) y degradacion. La lacasa se
usa en la quimica industrial para decoloracion y biorremediacién de colorantes y la degradacién de lignina. Es
una enzima adecuada para la sintesis de un zimogeno en parte debido a su estabilidad y sus propiedades
oxidativas. La oxidacion de la especie da como resultado un electrén desparejado que genera un cambio de
color.

La Figura 6 ilustra la CotA de Bacillus subtilus, que es un ejemplo de una lacasa bacteriana. La
enzima se usa en la construccion de la cubierta de espora durante la esporulacion. (Véase, por ejemplo,
Enguita, F.J. y col., “Crystal Structure of a Bacterial Endospore Coat Component”, J Biol. Chem., 278(21):
19416-19425 (2003), los contenidos completos de la cual se incorporan en el presente documento por
referencia). La funcién natural de CotA parece implicar la pigmentacién de esporas para resistencia a UV y
H,0,. El sitio activo parece aceptar sustratos mayores que las enzimas halladas en hongos y plantas. CotA es
altamente termoestable y puede usarse, por ejemplo, en una base de detergente o una base de urea de
formalina. No es soluble y puede actuar como una proteina de membrana. Una ventaja de usar CotA u otras
lacasas en lugar de un simple enfoque de proteasa es la velocidad. CotA y lacasa son enzimas cataliticas vy,
por lo tanto, mucho mas rapidas en la produccion de un cambio de color que un simple ensayo de proteasa
(generalmente en segundos en lugar de a lo largo de varios minutos).

La secuencia de CotA es la siguiente:
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- MTLEKFVDALPIPDTLKPVQQSKEKTYYEVTMEECTHQLHRDLPPTRLWG
"YNGLFPGPTIEVKRNENVYVKWMNNLPSTHFLPIDHTIHHSDSQHEEPEVKT

- VVHLHGGVTPDDSDGYPEAWFSKDFEQTGPYFKREVYHYPNQQRGAILWY
rmmmmwwmwemmmmmmsnmwmmmmﬁm .
SLFYPSAPENPSPSLPNPSIVPAFCGETILVNGKVWPYLEVEPRKYRFRVINAS
NTRTYNISLDN(‘SGDFIQIGSDGGLLPRSVKLNSFSLAPABRYD HIDFTAYEGE

- SILANSAGCGGDVNPETDANIMQFRVTKPLAQKDESRKPKYLASYPSVQHE
RIQNIRTLKLAGTQDEYGRPVLLLNNKR WHDPVTETPKVGTTEIWSIINPTRG
THPIHLHLVSFRVLDRRPFDIARYQESGELSYTGPAVPPPPSEKGWKDTIQAH
AGEVLRIAATFGPYSGRYVWHCHILEHEDYDMMRPMDITDPHK

(Secuencia de CotA de Bacillus subtilis; también denominada en el presente documento “SEC ID N°: 17).

CotA se us6 para construir un zimégeno mediante la modificacion de la secuencia para generar una
forma proenzimatica de la proteina. El analisis de la estructura de CotA indica que una extension de longitud
adecuada afadida en el extremo N terminal de CotA puede permitir que un inhibidor afiadido se sitlie en el sitio
activo de la enzima. El brazo de extension se basa en la secuencia de péptidos que han demostrado ser dianas
de escision de proteasas de bacterias patégenas. Esto permitira que el brazo se elimine en presencia de la
bacteria. En una realizacion de referencia, el sustrato peptidico es CPI2 o ECT2. Las secuencias de los
sustratos peptidicos CPI2 y ECT2 son las siguientes:

CPI2 Edans - EGAUFLEAIPMSIPK-Dabcyl
ECT2 Dabcyl-KVSRRRRRGGD- Edans

(la secuencia EGAMFLEAIPMSIPK también se denomina en el presente documento SEC ID N° 2 y la
secuencia KVSRRRRRGGD también se denomina en el presente documento SEC ID N° 3).

Al final del brazo de extension se localiza la regién que interaccionara con el sitio activo de la enzima.
Esta consiste en uno o mas restos aminoacidicos que pueden inhibir la actividad de CotA. Esto puede
conseguirse mediante la unién con el bolsillo del sitio activo y/o con el cobre del sitio activo o mediante
interaccion con la estructura de la proteina de modo que provoque un cambio estructural. Se us6 andlisis de la
estructura de rayos X de CotA para determinar la longitud de la cadena de aminoacidos necesaria para
conseguir la distancia méas corta alrededor de la estructura (~30A).

Se asignaron de forma aleatoria tres restos para permitir la seleccion de la mejor combinacion de
inhibidores. La localizacién de cada uno fue de tres aminoacidos desde el extremo N terminal de la forma
mutante. Puede generarse un disefio similar basandose en la secuencia del péptido ECT2 que es especifico
para la proteasa OmpT de E. coli. Este péptido es méas corto que CPI2 y es beneficioso afiadir restos
adicionales (por ejemplo, SAS) para proporcionarle el mismo alcance. Las secuencias de las adiciones al
extremo N terminal del mutante de CotA se muestran a continuacion:

Mutantes de CPI2 Tipol  MASXXXEGAMFLEAIPMSIPKTLEKFVDAL
Mutantes de CPI2 Tipo2 MASXXXSASEGAMFLEAIPMSIPKTLEKFVDAL
Mutantes de CPI2 Tipo 3 MASXXXEGAMFLEAIPMSIPKSASTLEKFVDAL
Mutantes de ECT2 Tipo 1 MASXXXSASVSRRRRRGGSASTLEKFVDAL

(la secuencia MASXXXEGAMEFLEAIPMSEPKTLEKFVDAL también se denomina en el presente documento
SEC ID N°: 4; la secuencia MASXXXSASEGAMFLEAIPMSIPKTLEKFVDAL también se denomina en el
presente documento SEC ID N°: 5; la secuencia MASXXXEGAMFLEAIPMSIPKSASTLEKFVDAL también se
denomina en el presente documento SEC ID Ne°: 6; y la secuencia
MASXXXSASVSRRRRRGGSASTLEKFVDAL también se denomina en el presente documento SEC ID N°: 7).

El bucle lateral reactivo de proteinasa alfa-1 (RSL) se asoci6 al extremo N terminal de CotA, como se
muestra en la Figura 7. CPI2 se baso en la secuencia del bucle de sitio reactivo (RSL) del inhibidor de
proteinasa alfa-1 (también llamado inhibidor de cisteina proteinasa o CPI). También se preparé el mutante de
CotA SSM1 que tiene la secuencia: MASSFWEGAMFLEAIPMSIPKTLEKFVDAL (también denominado en el
presente documento SEC ID N°: 8).
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La Figura 8 ilustra las listas de secuencias generales resultantes de mutagénesis de CotA. En la
Figura 8 se incluyen:

1. Una secuencia peptidica general para Mutantes de SSM1, la secuencia general también denominada
en el presente documento SEC ID N°: 9.

2. Una secuencia peptidica general para Mutantes de SSM2, la secuencia general también denominada
en el presente documento SEC ID N°: 10.

3. Una secuencia peptidica general para Mutantes de SSM3, la secuencia general también denominada
en el presente documento SEC ID N°: 11.

4. Una secuencia peptidica general para Mutantes de SSM4, la secuencia general también denominada
en el presente documento SEC ID N°: 12.

5. Una secuencia peptidica general para Mutantes de T3, la secuencia general también denominada en el
presente documento SEC ID Ne°: 13.

Para los mutantes de Tipo 2 y Tipo 3, se insertd6 una extension de SAS de tres aminoéacidos en la
secuencia para proporcionar una mayor flexibilidad y un alcance mas largo al brazo afiadido. Una o mas
extensiones de SAS pueden insertarse en diferentes puntos, para crear un engarce flexible. Por ejemplo,
pueden insertarse extensiones de SAS antes y/o después del péptido (por ejemplo, el péptido CPI2), como se
ilustra por la siguiente secuencia, también denominada en el presente documento “SEC ID N°: 14"

SEC ID N° 14 MASXXXSASEGAMFLEAIPMSIPKSASTLEKFVDAL. Un procedimiento similar
también puede mostrarse para el péptido ECT2, por ejemplo, con un conjunto de tres aminoacidos distrubuidos
de forma aleatoria en el extremo de la proteina mutante.

Zimogenos Anclados y su Uso en Deteccién y Diagndstico

En algunas realizaciones de referencia, la presente invencion presenta el uso de una enzima sefial
anclada a una superficie sélida (por ejemplo, una perla) con un péptido. Algunos ejemplos de enzimas sefial
adecuadas incluyen proteina verde fluorescente (GFP), luciferasa, lacasa (CotA) y peroxidasa de rabano
rusticano (HRP). El péptido funciona como un sustrato para una proteina microbiana (por ejemplo, una enzima
bacteriana, tal como una proteasa bacteriana). Cuando el péptido interacciona con la proteina microbiana de
interés, el péptido se escinde o hidroliza por la proteina microbiana. Esta interaccion libera la enzima sefial y la
enzima sefial es entonces libre de interaccionar con un sustrato indicador o marcado de forma detectable y
producir una sefial detectable que indica la presencia del microbio de interés. Los ejemplos de sustratos
indicadores adecuados incluyen ABTS y naftol.

En realizaciones de referencia adicionales, el sustrato de enzima sefial puede unirse o anclarse a una
superficie, tal como una perla 0 membrana de flujo lateral (por ejemplo, una hecha de nitrocelulosa). Una parte
de la membrana puede comprender la enzima sefial anclada, mientras que otra parte de la membrana puede
comprender un sustrato marcado de forma detectable. Una muestra de ensayo liquida se introduce en la parte
de la membrana que comprende la enzima sefial anclada. Si la muestra de ensayo liquida incluye la proteina
microbiana de interés; la proteina microbiana escinde el péptido y se libera la enzima activada. La enzima
activada migra después hacia la parte de la membrana en la que se localiza el sustrato marcado de forma
detectable. Una vez que la enzima sefial activada alcanza la parte de la membrana que incluye el sustrato
marcado de forma detectable, la enzima sefial interacciona con el sustrato marcado de forma detectable y
produce una sefial visible.

Pueden detectarse multiples patégenos de enzimas en series en la misma membrana de flujo lateral
mediante la formacién de un canal en la membrana con cera u otro material o materiales que hacen al material
de membrana impermeable a proteinas y sustratos pero permiten que fluya liquido o tampén. Como un
ejemplo, puede disolverse una cera de parafim en hexano y usarse para repartir la muestra en multiples
camaras (por ejemplo, canales o carriles). Esto seria una forma poco costosa de tener mltiples ensayos de
flujo lateral para detectar la presencia de bacterias patégenas dentro de una membrana de flujo lateral sencilla,
reduciendo de este modo el coste de cada ensayo.

La Figura 15 ilustra un diagrama de una realizacién de una membrana de flujo lateral multicanal. La
cera (por ejemplo, cera de parafilm) se disuelve en hexano y se deposita en una membrana de flujo lateral
POREX® (disponible de Porex Techonologies Corp., Fairbum Georgia) usando una punta de pipeta. Se sitla
una muestra a ensayar en o cerca de los puntos de HRP de 10 ng localizados en el extremo inferior de la
membrana. La muestra interacciona con el zimégeno anclado y comienza a fluir hacia la linea de sustrato
mediante las lineas de cera o carriles. Si la proteina microbiana de interés esta presente en la muestra de
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ensayo, la enzima sefial se liberara y la enzima ahora activa migrara a la linea de sustrato junto con la muestra
de ensayo. Una vez que la enzima sefial activa alcanza la linea de sustrato, la enzima interaccionara con el
sustrato marcado de forma detectable y producird una sefial visible (por ejemplo, una linea visible).

Ademas del diagnéstico de flujo lateral y de fase liquida, los zimdgenos anclados también pueden
usarse en una exploracion de alto rendimiento (HTS) para dianas de diagndstico nuevas. Por ejemplo, una
exploracion puede usar proteina verde fluorescente (por ejemplo, GFP) fusionada de forma sintética con una
region de 10 aminoacidos aleatoria unida a un marcador de epitopo C terminal (por ejemplo, polihistidina). El
marcador de epitopo permite al sistema indicador anclarse en una superficie hasta que un acontecimiento de
hidrolisis de enzima de una proteina microbiana (por ejemplo, una proteasa bacteriana) desencadene la
liberacion de la enzima indicadora.

Usando PCR, se ha amplificado una biblioteca de GFP de péptidos aleatorios y se ha clonado para
realizar una exploracién de alto rendimiento para detectar la presencia de acontecimientos proteoliticos
especificos. La exploracion puede usarse para identificar sustratos nuevos para patdgenos bacterianos que
podrian incorporarse en un diagnostico inmediato rapido. La Figura 16 ilustra una fotografia de un gel de ADN
(a la izquierda) junto con una fotografia de un gel de proteina (a la derecha). El gel de ADN de la izquierda
demuestra una muestra de diez clones de la biblioteca que tienen todos GFP y el gel de proteina de la derecha
indica que todos los clones estan expresando GFP. Puesto que los clones pueden unirse a una resina o a
perlas que se unen al marcador de epitopo, estos productos proteicos son adecuados para exploraciones de
alto rendimiento usando placas de microtitulacion en los formatos de 96, 386 o mas pocillos que posibilitan el
rapido procesamiento de células.

El procedimiento mediante el que se pueden identificar clones individuales usando este procedimiento
se ilustra en la Figura 5. Brevemente, las células se cultivan y después se lisan en una placa de microtitulacién
gue contiene 50 ug de lisozima y 100 U de DNAsa |. Los residuos celulares se retiran por centrifugacion y se
unen los sobrenadantes de GFP a placas que contienen resina de NTA para unirse especificamente a la
proteina. Después de lavar la proteina, cada pocillo se incuba con un cultivo bacteriano y después se centrifuga
a través de un filtro de centrifugacion para separar la GFP unida de la GFP libre. Las muestras que liberan
especificamente la GFP se vuelven a ensayar con otras bacterias para ver si son especificas y después se
secuencia su ADN para identificar el clon. Uno de los clones se identifica. El péptido puede sintetizarse y
después unirse de forma covalente o introducirse por ingenieria genética en CotA o HRP para el desarrollo de
nuevos ensayos de diagnéstico rapidos.

Ejemplo 1: Clonacion y Expresion de Variantes de CotA Naturales y Mutantes

Se disefiaron cebadores oligonucleotidicos (ilustrados en la Tabla 1) para incorporar un sitio de
restriccion de Nhel en el extremo 5’ y un sitio de Xhol en el extremo 3’ del gen durante la amplificaciéon de
variantes de CotA de Bacillus subtilis (los sitios de restriccion estan subrayados en la Tabla 1). El
fragmento amplificado por PCR se clono en el sitio Nhel/Xhol del vector de expresién pET24a (Novagen,
San Diego, Calif.) para generar plasmidos recombinantes de SSM (Tabla 2).

Una PCR de colonia empleando un conjunto de cebadores T7 disponibles en el mercado
confirmé la presencia del inserto en las construcciones recombinantes de SSM. La Figura 9 ilustra una
fotografia del gel de PCR resultante, que confirma la insercion de CotA de tipo silvestre de 1,7 kb
mediante PCR. El vector es pET24A, el inserto es CotA de tipo silvestre y el conjunto de cebadores usado
fue un conjunto de cebadores T7 disponibles en el mercado. El carril 7 muestra el Clon JS6, que indica un
tamafio de inserto de ~1,542 kb.

Tabla 1: Cebadores oligonucleotidicos

Cebador Secuencia

CotADir CATATGGCTAGCACACTTGAAAAATTTGTGGATGCTCTC

CotADIRMutante CTAGCTAGCNNNNNNNNNGAAGGA GCA ATGTTC CTA
GAA GCAATACCAATG TCAATACCAAAAACACTT

GAA AAATTTGTGGAT GCT CTC

CTAFE1 CTAGCTAGCNNNNNNNNNTCA GCA TCA GAGA GCA

ATGTTC CTA GAA GCA ATA CCA ATG TCA ATA CCA
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AAA ACA CTT GAA AAATTTGTGGAT GCT CTC

CTAFE2 CTAGCTAGCNNNNNNNNNGAAGGAGCAATGTTCCTAGA
AGCAATACCAATGTCA ATA CCA AAATCAGCA TCA ACA

CTT GAA AAATTTGTGGATGCTCTC

CMFNuevo CTAGCTAGCGAAGGA GCA ATGTTC CTA GAA GCA ATA
CCA ATG TCA ATA CCA AAA ACA CTT GAA AAA

TTTGTGGAT GCT CTC

CotA Inv. CCGCTCGAGTTATTTATGGGGATCAGTTATATCC

(CotADIr también se denomina en el presente documento “SEC ID N°: 15”; cotADIRMutante
también se denomina en el presente documento “SEC ID N°: 16”"; CTAFE 1 también se denomina en el
presente documento “SEC ID N°: 17”; CTAFE2 también se denomina en el presente documento “SEC ID
N°: 18”"; CMFNuevo también se denomina en el presente documento “SEC ID N°: 19”; y CotA Inv también
se denomina en el presente documento “SEC ID N°: 20").

Tabla 2: Plasmidos recombinantes

Plasmidos recombinantes Descripcién

JS6 COTA

SSM1 COTA-CPI2-XXX
SSM2 COTA-CPI2-SAS-XXX
SSM3 COTA-SAS-CPI2-XXX
SSM4 COTA-CPI2

Ejemplo 2: Expresion de Variantes de CotA y de Tipo Silvestre

Para expresar las variantes de CotA, se transformaron las construcciones de SSM en la cepa de
expresion de E. coli BL21DE3. A una densidad 6ptica a 550 nm de 0,4, las células se indujeron mediante
la adicion de isopropil-p-D-tiogalactopiranésido 1 mM (IPTG; Sigma, St. Louis, Mo.) y continu6 el
crecimiento a 37°C durante 3 horas. Después de la induccion, 1 ml de las células se centrifugd y
resuspendié en 50 ul de PSB (tampdn de muestra proteica), se hirvié durante 10 min y se sometid a
electroforesis a 200 V durante 1 h. La expresion se confirmé mediante la ejecuciéon de una muestra de
proteina en un gel de SDS PAGE al 12%. La sobreexpresion de CotA en el clon JS6 también se demostro.
La Figura 10 ilustra una fotografia del gel que muestra la sobreexpresion de CotA en el clon JS6.

La Figura 11 ilustra una fotografia de un gel que demuestra una exploracion por PCR de
mutantes de CotA usando un conjunto de cebadores T7. La Figura 12 ilustra una fotografia de un gel que
muestra la sobreexpresion de CotA mutante usando clones de SSM1.

Ejemplo 3: Ensayo de ABTS de Variantes de Tipo Silvestre y Mutantes de CotA

La actividad de las variantes de tipo de silvestre y mutante de CotA se determiné usando un
ensayo de 2,2'-azinobis(3-etilbenztiazolin-6-sulfonato) (ABTS). Brevemente, se incubaron 45 pl de los
lisados de CotA natural y mutante con 10 ul de sustrato ABTS (2,0 mM) y 4,5 ul de solucién salina
tamponada con fosfato 1X (PBS). La reaccion se siguio en un lector de placas de microtitulacion de 96
pocillos usando una longitud de onda de 415 nm a 37°C. La reaccion se control6 durante un periodo de 1
hora (h) y se representé usando el software KaleidaGraph. Como se esperaba, el tipo silvestre tuvo la
mayor reactividad con el sustrato ABTS en comparacion con las variantes de mutante de CotA. La Figura
13 ilustra una grafica que muestra que las variantes de CotA (SSM4-1, SSM1-1, SSM1-3, SSM2-4 y
SSM2-6) se inhibieron parcialmente mediante las extensiones y modificaciones de CotA. En la Figura 13,
“wt” se refiere a natural, “1-1” se refiere a SSM1-1, “1-3" se refiere a SSM1-3, “2-4” se refiere a SSM2-4,
“2-6" se refiere a SSM2-6, “3-1" se refiere a SSM3-1, “3-2" se refiere a SSM3-2 y “4-1" se refiere a SSM4-
1.

La actividad de mutante de CotA, SSM4-1 se inhibid parcialmente como se determind por el
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ensayo de ABTS, como se muestra en el gréfico ilustrado en la Figura 14. Sin embargo, la presencia de
sobrenadantes bacterianos de Streptococcus pyogenes y Enterococcus faecalis en ensayos similares
facilitd las reactivaciones del mutante SSM4-1 aproximadamente tres veces. Las proteasas especificas de
los sobrenadantes bacterianos escinden el dominio CPI2 del mutante SSM4-1, dando como resultado una
desrepresion del fenotipo inhibidor. Los ensayos de ABTS se realizaron como se ha descrito previamente.
Brevemente, la mezcla de control consiste en 10 ng de ABTS, CuSO,4 2 mM, glicerol al 10%, detergente
HECAMEG al 0,1% en solucion salina tamponada con fosfato 1x. La mezcla de reactivacion consiste en
10 ul de ABTS (2,0 mM), 20 ul de sobrenadante bacteriano cultivado, CuSO, 0,2 mM, glicerol al 10%,
detergente HECAMEG al 0,1% en solucion salina tamponada con fosfato 1x. Los cultivos bacterianos (S.
pyogenes y E. faecalis) usados en este ensayo se dejaron crecer durante una noche en caldo de soja
triptico (TSB).

Ejemplo 4: Anclaje de Zimdgenos con Péptidos

Se anclaron o conjugaron enzimas sefial en superficies solidas con una diversidad de péptidos.
Los ejemplos de péptidos que se usaron de forma exitosa para anclar las enzimas sefial incluyen:

1. SAP2, que tiene la secuencia: ETKVEENEAIQK (también denominada en el presente documento
SEC ID N°: 21)

2. C10, que tiene la secuencia: VTLENTALARC (también denominada en el presente documento
SEC ID N°: 22)

3. PAES8, que tiene la secuencia: QADALHDQASALKC (también denominada en el presente
documento SEC ID N°: 23)

4. CPI2, que tiene la secuencia indicada en SEC ID N°; 2

5. T2X, que tiene la secuencia: KVSRRRRRGGDKVSRRRRRGGD (también denominada en el
presente documento SEC ID N°: 24)

SAP2 y C10 son especificos de Staphylococcus, PAES8 es especifico de Pseudomonas, T2 es
especifico de E. coli y CPI2 es un péptido que interacciona con un amplio espectro de patégenos.
Ademas, también se usaron de forma exitosa diversos péptidos aleatorios con una secuencia variable de
10 aminoéacidos para anclar enzimas sefial a superficies sélidas.

La conjugacion de HRP con péptidos se realiz6 a través del reactivo de entrecruzamiento
bifuncional sulfo-SMCC. La reaccion es un proceso de dos etapas, que incluye 1) formacion de HRP-
maleimida, seguida de 2) reaccion con un péptido. Los conjugados de péptido-HRP proporcionaron un
visible color azul después de hidrolizarse a partir de la superficie anclada. El protocolo general para la
conjugacion fue:

Unién de Péptido a Biodina C

1 mg de péptido se disolvié en tampén de conjugacion (MES pH 4,5). 125 ul de EDC 10 mg/ml
(relacién 5:1) se afiadié y se permitié que reaccionara con membranas durante 2 horas de rotacion a
temperatura ambiente. Se realizaron lavados a temperatura ambiente durante 2 minutos con 40 ml
de PBS+glicerol al 1% y PBS.

Conjugacién de Maleimida con HRP

Se disolvieron 2,5 mg de HRP de Roche en 500 pl de fosfato de Na 1 mM (pH de 7,4). Se disolvio
Sulfo-SMCC en 50 ul de DMSO y se combind con la HRP durante 20 minutos a temperatura
ambiente. La separacion se consigui6 mediante filtracion en Gel en tampén de conjugacion de
maleimida.

Conjugacién de HRP-Péptido-Membrana

Las fracciones que estaban sin sulfo-SMCC (~1 ml) se combinaron con los discos de péptido-
Biodyne y reaccionaron a ~4°C durante una noche con rotacion. Se realizaron varios lavados,
incluyendo dos lavados de 20 minutos con 100 ml de tritén al 0,1% en PBS, seguido de dos lavados
de 20 minutos con solucién de PEG 5000 al 0,1% y un lavado de 1 h en 250 ml de una solucion de
sacarosa al 10%, seguido de aplicacion de vacio rapido durante una noche.
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Ejemplo 5: Ensayo de Zimégenos Anclados

Los zimogenos anclados pueden usarse en un enfoque de fase liquida o un enfoque de
membrana de flujo lateral. En el enfoque de membrana de flujo lateral, el sustrato marcado de forma
detectable o la enzima indicadora se captura o adhiere con nitrocelulosa liquida que se deposita en la
superficie de una membrana de flujo lateral para formar una linea visible que sigue la difusion de la
enzima indicadora.

Una linea de nitrocelulosa altamente purificada al 1% en acetato de amilo (CAT N° 12620-50 de
Electron Microscopy Science) mezclada a una relacion volumétrica de 1:1 con naftol se deposité en una
membrana. La membrana era de aproximadamente 3 centimetros de longitud. La concentracion final en la
solucion antes de la deposicion fue de 10 mg/ml de nitrocelulosa y 20 mg/ml de naftol. Tras la liberacion
de la superficie de péptido anclado, una enzima de CotA y HRP emigré por la superficie de la camara de
flujo lateral. Tras la interaccidon con el naftol unido a la nitrocelulosa depositada, se formé una linea azul
oscuro en solamente unos pocos segundos, lo que indicaba la presencia de un patégeno bacteriano.
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REIVINDICACIONES
Un dispositivo de ensayo, que comprende:

a) una membrana;

b) al menos un péptido unido a la membrana, comprendiendo el péptido un sustrato para una
enzima producida por un microorganismo;

¢) una enzima sefial unida al péptido; y

d) al menos un sustrato marcado de forma detectable unido a la membrana en una segunda
localizacién, siendo el sustrato marcado de forma detectable una diana de la enzima sefal.
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