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DESCRIPCION
Tripsindgeno humano con una autoactivacion reducida y su uso en un inmunoensayo

El tripsindgeno humano (PRSS1) es el precursor inactivo de la enzima tripsina. La enteropeptidasa humana activa el
tripsindgeno mediante la escision de un péptido de activaciéon. Sin embargo, la tripsina o incluso el tripsinégeno
también pueden escindir este péptido de activacion del tripsindgeno, de forma que el tripsinégeno puede ser
activado incluso por minimas cantidades de tripsina activa o por el propio tripsindgeno. Este proceso se denomina
autoactivacion.

Una aplicacion del tripsinogeno se refiere a ensayos de tipo ELISA, en los que la enteropeptidasa es acoplada
covalentemente a un anticuerpo y activa el tripsindgeno inactivo en tripsina activa. Entonces la tripsina escinde una
molécula de colorante acoplada por FRET (transferencia de energia por resonancia de Forster) portadora de un
péptido mas o menos en el sitio de escisién, dando lugar a un cambio en la sefial 6ptica del colorante. La
anteriormente mencionada autoactivacion del tripsindgeno puede provocar una sefial de fondo, que afecta
negativamente al limite de deteccién, al intervalo lineal, etc. Por lo tanto, seria deseable una disminucién en la
autoactivacion del tripsindgeno.

El registro de la base de datos TRY_1, Uniprot: PO7477 & MITSURU E ET AL: "Cloning, characterization and
nucleotide sequences of two cDNAs encoding human pancreatic trypsinogens”, GENE, ELSEVIER, AMSTERDAM,
NL, val. 41, n° 2-3, 1 de enero de 1986, divulga la secuencia del TRY1 humano, tripsinégeno catiénico o tripsindgeno
1. En el registro de la base de datos se hace referencia a numerosos mutantes, tales como mutaciones en la
posicion 122 del TRP1, la R122C, y mutaciones en la posicion 79, a saber, la E79K.

P. SIMON: "Hereditary Pancreatitis Caused by a Novel PRSS1 Mutation (Arg-122 right-arrow Cys) That Alters
Autoactivation and Autodegradation of Cationic Trypsinogen", JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY, vol. 277, n°
7, 8 de febrero de 2002 (2002-02-08), paginas 5404-541002, desvela que el mutante R122C del tripsindgeno
humano era mas resistente a la autolisis que el natural y se autoactivaba mas rapidamente a pH 8. Las tripsinas Cys
122 e His 122 eran expresadas de forma recombinante en E. coli.

El documento EP2045321 desvela variantes de proteasas de serina, incluyendo algunas variantes de la tripsina
catiénica humana que tiene sustituciones de aminoacidos que incluyen el E de la posicion 56 por G o R, la R de la
posicion 99 por H, la K de la posicién 115 por M, la Y de la posicién 131 por F, N o H, y el D de la posicion 139 por
N.

Las isoformas o los precursores de tipo tripsina 1 con unas elevadas identidades con los polipéptidos de la SEQ ID
NO: 1 o 3 de la presente solicitud se conocen, por ejemplo, a partir de Pan troglodytes (véase la
URL:http://www.ncbi.nim.nih.gov/protein/XP001160583); Pongo abelii (véase la
URL:http://www.ncbi.nIm.nih.gov/protein/XP0028186171) y Macaca mulatta (véase la
URL:http://www.ncbi.nim.nih.gov/protein/NP_001040586).

TEICH ET AL: "Hereditary chronic pancreatitis”", BAILLIERE'S BEST PRACTICE AND RESEARCH. CLINICAL
GASTROENTEROLOGY, BAILLIERE TINDALL, LONDRES, US, val. 22, n° 1, 17 de enero de 2008, paginas 115-
130 desvelan mutaciones en el PRSS1 asociadas con pancreatitis; la mayoria de estas aumentan la conversion
autocatalitica del tripsindgeno en tripsina activa. Algunas mutaciones incluyen la A16V, la 022G, la K23R, la N291,
la N29T, la R122C. Se divulga una caracterizacion bioquimica de las mutaciones R122H y N291 usando
tripsinégeno recombinante. La R122H da como resultado un aumento en la estabilidad y una autoactivacion. La
N291 aumenta la autoactivacion del tripsindgeno.

THOMAS ZAUNER ET AL: "Highly Adaptable and Sensitive Protease Assay Based on Fluorescence Resonance
Energy Transfer", ANALYTICAL CHEMISTRY, val. 83, n° 19, 5 de septiembre de 2011, paginas 7356-7363, notifican
el establecimiento de un ensayo simple de proteasa por transferencia de la energia de resonancia de fluorescencia
(pro-FRET) para la determinacion de las actividades de proteasa. En resumen, este ensayo se basa en la escision
de un sustrato peptidico de FRET, que da como resultado un drastico aumento en la fluorescencia del donante. Este
ensayo era muy sensible y rapido para ambas proteasas.

El objetivo de la presente invencion es proporcionar medios y métodos para la determinacion o la cuantificacion de
un analito con un aumento en el limite de deteccién o de cuantificacién, particularmente mediante una disminucién
en la autoactivacion del tripsindgeno.

El objetivo se alcanza mediante el asunto en cuestion de las reivindicaciones independientes de la presente
invencion.

La presente invencion se basa en el hallazgo de que una modificacion en la superficie del tripsinégeno humano
puede dar lugar a la creacién de una variante del tripsindgeno humano con una menor autoactivacion.
Particularmente, esta variante o mutante (tripsindgeno supercargado [sc]) se basa en unas cargas superficiales



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2670532 T3

modificadas en el sitio de la secuencia de activacion. Este sitio esta alejado del bolsillo de unién del sustrato para
evitar cualquier efecto no deseado sobre la especificidad de sustrato.

Sin desear estar ligados a ninguna teoria, los inventores creen que la modificacion de la carga superficial del
tripsinégeno impide la union de otra molécula de tripsindgeno, o de una tripsina, en el sitio de activacion del
tripsinégeno debido a la repulsion electrostatica entre el tripsindgeno y la tripsina.

Segun un primer aspecto de la invencion, se proporciona un polipéptido que tiene una identidad de al menos el 90 %
en la secuencia con el polipéptido de la SEQ ID NO 03, en el que el polipéptido comprende las sustituciones: el
residuo de aminoacido E64 es sustituido por un residuo de aminoacido que comprende una cadena lateral con carga
positiva, particularmente un residuo de lisina o de arginina; el residuo de aminoacido K123 es sustituido por un
residuo de aminoacido que comprende una cadena lateral alifatica, los residuos de aminoacido Y139 y/o D147 son
sustituidos por un residuo de glutamina o de asparagina, y en el que el polipéptido se caracteriza adicionalmente por
que un residuo de aminoacido seleccionado entre E16, E17 y/o E142 es sustituido por un residuo de aminoacido que
comprende una cadena lateral alifatica, y/o el residuo de aminoacido N18 es sustituido por un residuo de histidina,
y/o el residuo de aminoacido R107 es sustituido por un residuo de lisina, y/o el residuo de aminoacido D138 es
sustituido por un residuo de lisina o de arginina, y en el que las posiciones de las sustituciones de aminoacido se
refieren a la secuencia de aminoacidos del tripsinégeno 1 natural humano segun la SEQ ID NO: 3; dicho polipéptido
es escindible en un polipéptido que tiene una actividad similar a la natural cuando se compara con la tripsina 1
humana, que es la forma madura del tripsindgeno 1 humano (SEQ ID NO 3), dicho polipéptido no muestra una
autoactivacion significativa.

Una actividad enzimatica similar a la natural en el contexto de la presente memoria descriptiva se refiere a una
actividad enzimatica que iguala en al menos el 80 %, el 90 % o el 95 % a la actividad enzimatica de la tripsina
natural humana, particularmente con una especificidad de sustrato similar cuando se compara con la tripsina natural
humana.

En algunas realizaciones, el E16 y el E17 son cada uno independientemente sustituidos por un residuo de
aminoacido que comprende una cadena lateral alifatica. En algunas realizaciones, el E16 y el E142 son cada uno
independientemente sustituidos por un residuo de aminoacido que comprende una cadena lateral alifatica.

En algunas realizaciones, el E17 y el E142 son cada uno independientemente sustituidos por un residuo de
aminoacido que comprende una cadena lateral alifatica.

En algunas realizaciones, el E16 es sustituido por un residuo de aminoacido que comprende una cadena lateral
alifatica, y la N18 es sustituida por un residuo de histidina. En algunas realizaciones, el E16 es sustituido por un
residuo de aminoacido que comprende una cadena lateral alifatica, y la R107 es sustituida por un residuo de lisina.
En algunas realizaciones, el E16 es sustituido por un residuo de aminoacido que comprende una cadena lateral
alifatica y el D138 es sustituido por un residuo de lisina o de arginina.

En algunas realizaciones, el E17 es sustituido por un residuo de aminoacido que comprende una cadena lateral
alifatica, y la N18 es sustituida por un residuo de histidina. En algunas realizaciones, el E17 es sustituido por un
residuo de aminoacido que comprende una cadena lateral alifatica, y la R107 es sustituida por un residuo de lisina.
En algunas realizaciones, el E17 es sustituido por un residuo de aminoacido que comprende una cadena lateral
alifatica y el D138 es sustituido por un residuo de lisina o de arginina.

En algunas realizaciones, el E142 es sustituido por un residuo de aminoacido que comprende una cadena lateral
alifatica, y la N18 es sustituida por un residuo de histidina. En algunas realizaciones, el E142 es sustituido por un
residuo de aminoacido que comprende una cadena lateral alifatica, y la R107 es sustituida por un residuo de lisina.
En algunas realizaciones, el E142 es sustituido por un residuo de aminoacido que comprende una cadena lateral
alifatica y el D138 es sustituido por un residuo de lisina o de arginina.

En algunas realizaciones, la N18 es sustituida por un residuo de histidina, y la R107 es sustituida por un residuo de
lisina. En algunas realizaciones, la N18 es sustituida por un residuo de histidina y el D138 es sustituido por un
residuo de lisina o de arginina.

En algunas realizaciones, la R107 es sustituida por un residuo de lisina y el D138 es sustituido por un residuo de
lisina o de arginina.

En algunas realizaciones, todos los E16, E17 y E142 son cada uno independientemente sustituidos por un residuo
de aminoacido que comprende una cadena lateral alifatica.

En algunas realizaciones, el E16 y el E17 son cada uno independientemente sustituidos por un residuo de
aminoacido que comprende una cadena lateral alifatica, y la N18 es sustituida por un residuo de histidina. En
algunas realizaciones, el E16 y el E17 son cada uno independientemente sustituidos por un residuo de aminoacido
que comprende una cadena lateral alifatica, y la R107 es sustituida por un residuo de lisina. En algunas
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realizaciones, el E16 y el E17 son cada uno independientemente sustituidos por un residuo de aminoacido que
comprende una cadena lateral alifatica, y el D138 es sustituido por un residuo de lisina o de arginina.

En algunas realizaciones, el E16 y el E142 son cada uno independientemente sustituidos por un residuo de
aminoacido que comprende una cadena lateral alifatica, y la N18 es sustituida por un residuo de histidina. En
algunas realizaciones, el E16 y el E142 son cada uno independientemente sustituidos por un residuo de aminoacido
que comprende una cadena lateral alifatica, y la R107 es sustituida por un residuo de lisina. En algunas
realizaciones, el E16 y el E142 son cada uno independientemente sustituidos por un residuo de aminoacido que
comprende una cadena lateral alifatica y el D138 es sustituido por un residuo de lisina o de arginina.

En algunas realizaciones, el E142 y el E17 son cada uno independientemente sustituidos por un residuo de
aminoacido que comprende una cadena lateral alifatica, y la N18 es sustituida por un residuo de histidina. En
algunas realizaciones, el E142 y el E17 son cada uno independientemente sustituidos por un residuo de aminoacido
que comprende una cadena lateral alifatica, y la R107 es sustituida por un residuo de lisina. En algunas
realizaciones, el E142 y el E17 son cada uno independientemente sustituidos por un residuo de aminoacido que
comprende una cadena lateral alifatica y el D138 es sustituido por un residuo de lisina o de arginina.

En algunas realizaciones, la N18 es sustituida por un residuo de histidina, la R107 es sustituida por un residuo de
lisina y el E16 es sustituido por un residuo de aminoacido que comprende una cadena lateral alifatica. En algunas
realizaciones, la N18 es sustituida por un residuo de histidina, la R107 es sustituida por un residuo de lisinay el E17
es sustituido por un residuo de aminoacido que comprende una cadena lateral alifatica. En algunas realizaciones, la
N18 es sustituida por un residuo de histidina, la R107 es sustituida por un residuo de lisina y el E142 es sustituido
por un residuo de aminoacido que comprende una cadena lateral alifatica. En algunas realizaciones, la N18 es
sustituida por un residuo de histidina, la R107 es sustituida por un residuo de lisina y el D138 es sustituido por un
residuo de lisina o de arginina.

En algunas realizaciones, la R107 es sustituida por un residuo de lisina, el D138 es sustituido por un residuo de
lisina o de arginina y el E16 es sustituido por un residuo de aminoacido que comprende una cadena lateral alifatica.
En algunas realizaciones, la R107 es sustituida por un residuo de lisina, el D138 es sustituido por un residuo de
aminoacido que comprende una cadena lateral con carga positiva y el E17 es sustituido por un residuo de
aminoacido que comprende una cadena lateral alifatica. En algunas realizaciones, la R107 es sustituida por un
residuo de lisina, el D138 es sustituido por un residuo de lisina o de arginina y el E142 es sustituido por un residuo
de aminoacido que comprende una cadena lateral alifatica.

En algunas realizaciones, la N18 es sustituida por un residuo de histidina, el D138 es sustituido por un residuo de
aminoacido que comprende una cadena lateral con carga positiva y el E16 es sustituido por un residuo de
aminoacido que comprende una cadena lateral alifatica. En algunas realizaciones, la N18 es sustituida por un
residuo de histidina, el D138 es sustituido por un residuo de lisina o de arginina 'y el E17 es sustituido por un residuo
de aminoacido que comprende una cadena lateral alifatica. En algunas realizaciones, la N18 es sustituida por un
residuo de histidina, el D138 es sustituido por un residuo de lisina o de arginina y el E142 es sustituido por un
residuo de aminoacido que comprende una cadena lateral alifatica.

En algunas realizaciones, el E16, el E17 y el E142 son cada uno independientemente sustituidos por un residuo de
aminoacido que comprende una cadena lateral alifatica, y la N18 es sustituida por un residuo de histidina. En
algunas realizaciones, el E16, el E17 y el E142 son cada uno independientemente sustituidos por un residuo de
aminoacido que comprende una cadena lateral alifatica, y la R107 es sustituida por un residuo de lisina.

En algunas realizaciones, el E16, el E17 y el E142 son cada uno independientemente sustituidos por un residuo de
aminoacido que comprende una cadena lateral alifatica y el D138 es sustituido por un residuo de lisina o de arginina.

En algunas realizaciones, el E16 y el E17 son cada uno independientemente sustituidos por un residuo de
aminoacido que comprende una cadena lateral alifatica, la N18 es sustituida por un residuo de histidina, y la R107 es
sustituida por un residuo de lisina. En algunas realizaciones, el E16 y el E17 son cada uno independientemente
sustituidos por un residuo de aminoacido que comprende una cadena lateral alifatica, la N18 es sustituida por un
residuo de histidina y el D138 es sustituido por un residuo de lisina o de arginina.

En algunas realizaciones, el E16 y el E142 son cada uno independientemente sustituidos por un residuo de
aminoacido que comprende una cadena lateral alifatica, la N18 es sustituida por un residuo de histidina, y la R107 es
sustituida por un residuo de lisina. En algunas realizaciones, el E16 y el E142 son cada uno independientemente
sustituidos por un residuo de aminoacido que comprende una cadena lateral alifatica, la N18 es sustituida por un
residuo de histidina y el D138 es sustituido por un residuo de lisina o de arginina.

En algunas realizaciones, el E142 y el E17 son cada uno independientemente sustituidos por un residuo de
aminoacido que comprende una cadena lateral alifatica, la N18 es sustituida por un residuo de histidina, y la R107 es
sustituida por un residuo de lisina. En algunas realizaciones, el E142 y el E17 son cada uno independientemente
sustituidos por un residuo de aminoacido que comprende una cadena lateral alifatica, la N18 es sustituida por un
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residuo de histidina y el D138 es sustituido por un residuo de lisina o de arginina.

En algunas realizaciones, la N18 es sustituida por un residuo de histidina, la R107 es sustituida por un residuo de
lisina, el D138 es sustituido por un residuo de aminoacido que comprende una cadena lateral con carga positiva y el
E16 es sustituido por un residuo de aminoacido que comprende una cadena lateral alifatica. En algunas
realizaciones, la N18 es sustituida por un residuo de histidina, la R107 es sustituida por un residuo de lisina, el D138
es sustituido por un residuo de aminoacido que comprende una cadena lateral con carga positiva y el E17 es
sustituido por un residuo de aminoacido que comprende una cadena lateral alifatica. En algunas realizaciones, la
N18 es sustituida por un residuo de histidina, la R107 es sustituida por un residuo de lisina, el D138 es sustituido por
un residuo de lisina o de arginina y el E142 es sustituido por un residuo de aminoacido que comprende una cadena
lateral alifatica.

En algunas realizaciones, el E16 es sustituido por un residuo de aminoacido que comprende una cadena lateral
alifatica, la R107 es sustituida por un residuo de lisina, el D138 es sustituido por un residuo de lisina o de arginina y
el E17 es sustituido por un residuo de aminoacido que comprende una cadena lateral alifatica. En algunas
realizaciones, el E16 es sustituido por un residuo de aminoacido que comprende una cadena lateral alifatica, la R107
es sustituida por un residuo de lisina, el D138 es sustituido por un residuo de lisina o de arginina y el E142 es
sustituido por un residuo de aminoacido que comprende una cadena lateral alifatica. En algunas realizaciones, el
E16 es sustituido por un residuo de aminoacido que comprende una cadena lateral alifatica, la R107 es sustituida
por un residuo de lisina, el D138 es sustituido por un residuo de lisina o de arginina, y la N18 es sustituida por un
residuo de histidina.

En algunas realizaciones, el E16, el E17 y el E142 son cada uno independientemente sustituidos por un residuo de
aminoacido que comprende una cadena lateral alifatica, la N18 es sustituida por un residuo de histidina, y la R107 es
sustituida por un residuo de lisina. En algunas realizaciones, el E16, el E17 y el E142 son cada uno
independientemente sustituidos por un residuo de aminoacido que comprende una cadena lateral alifatica, la N18 es
sustituida por un residuo de histidina y el D138 es sustituido por un residuo de lisina o de arginina.

En algunas realizaciones, el E16 y el E17 son cada uno independientemente sustituidos por un residuo de
aminoacido que comprende una cadena lateral alifatica, la N18 es sustituida por un residuo de histidina, la R107 es
sustituida por un residuo de lisina y el D138 es sustituido por un residuo de lisina o de arginina.

En algunas realizaciones, el E16 y el E142 son cada uno independientemente sustituidos por un residuo de
aminoacido que comprende una cadena lateral alifatica, la N18 es sustituida por un residuo de histidina, la R107 es
sustituida por un residuo de lisina y el D138 es sustituido por un residuo de lisina o de arginina.

En algunas realizaciones, el E142 y el E17 son cada uno independientemente sustituidos por un residuo de
aminoacido que comprende una cadena lateral alifatica, la N18 es sustituida por un residuo de histidina, la R107 es
sustituida por un residuo de lisina y el D138 es sustituido por un residuo de lisina o de arginina.

En algunas realizaciones, el E16, el E17 y el E142 son cada uno independientemente sustituidos por un residuo de
aminoacido que comprende una cadena lateral alifatica, la R107 es sustituida por un residuo de lisina y el D138 es
sustituido por un residuo de lisina o de arginina.

En algunas realizaciones, el polipéptido consiste en, o comprende, una variante del tripsinégeno 1 humano que se
caracteriza por una sustitucion de aminoacido seleccionada entre la E16A, la E17A, la N18H, la E64K, la R107K, la
K123L, la D138K, la Y139N, la E142L y la D147N.

Una sustitucion de aminoacido E16A en el contexto de la presente memoria descriptiva significa que el residuo de
glutamato en la posicion 16 en la secuencia de aminoacidos del tripsinégeno 1 natural humano (SEQ ID NO 3) es
sustituido por un residuo de alanina. Esto debe aplicarse igualmente a las otras sustituciones de aminoacido
descritas anteriormente.

En algunas realizaciones, el polipéptido consiste en una variante del tripsinégeno 1 humano que se caracteriza por
las sustituciones de aminoacido E64K, K123L, Y139N y D147N, y en el que la variante se caracteriza adicionalmente
por una sustitucién de aminoacido seleccionada entre la E16A, la E17A, la N18H, la D138K, la E142L y la R107K.

En algunas realizaciones, el polipéptido consiste en una variante del tripsinégeno 1 humano que se caracteriza por
las sustituciones de aminoacido E64K, K123L, Y139N y D147N, y en el que la variante se caracteriza adicionalmente
por las sustituciones de aminoacido E16A y E17A. En algunas realizaciones, el polipéptido consiste en una variante
del tripsinégeno 1 humano que se caracteriza por las sustituciones de aminoacido E64K, K123L, Y139N y D147N, y
en el que la variante se caracteriza adicionalmente por las sustituciones de aminoacido E16A y E142L. En algunas
realizaciones, el polipéptido consiste en una variante del tripsindgeno 1 humano que se caracteriza por las
sustituciones de aminoacido E64K, K123L, Y139N y D147N, y en el que la variante se caracteriza adicionalmente
por las sustituciones de aminoacido E17A y E142L.
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En algunas realizaciones, el polipéptido consiste en una variante del tripsindgeno 1 humano que se caracteriza por
las sustituciones de aminoacido E64K, K123L, Y139N y D147N, y en el que la variante se caracteriza adicionalmente
por las sustituciones de aminoacido E16A y N18H. En algunas realizaciones, el polipéptido consiste en una variante
del tripsinégeno 1 humano que se caracteriza por las sustituciones de aminoacido E64K, K123L, Y139N y D147N, y
en el que la variante se caracteriza adicionalmente por las sustituciones de aminoacido E16A y R107K. En algunas
realizaciones, el polipéptido consiste en una variante del tripsindgeno 1 humano que se caracteriza por las
sustituciones de aminoacido E64K, K123L, Y139N y D147N, y en el que la variante se caracteriza adicionalmente
por las sustituciones de aminoacido E16A y D138K.

En algunas realizaciones, el polipéptido consiste en una variante del tripsinégeno 1 humano que se caracteriza por
las sustituciones de aminoacido E64K, K123L, Y139N y D147N, y en el que la variante se caracteriza adicionalmente
por las sustituciones de aminoacido E17A y N18H. En algunas realizaciones, el polipéptido consiste en una variante
del tripsinégeno 1 humano que se caracteriza por las sustituciones de aminoacido E64K, K123L, Y139N y D147N, y
en el que la variante se caracteriza adicionalmente por las sustituciones de aminoacido E17A y R107K. En algunas
realizaciones, el polipéptido consiste en una variante del tripsindgeno 1 humano que se caracteriza por las
sustituciones de aminoacido E64K, K123L, Y139N y D147N, y en el que la variante se caracteriza adicionalmente
por las sustituciones de aminoacido E17A y D138K.

En algunas realizaciones, el polipéptido consiste en una variante del tripsinégeno 1 humano que se caracteriza por
las sustituciones de aminoacido E64K, K123L, Y139N y D147N, y en el que la variante se caracteriza adicionalmente
por las sustituciones de aminoacido E142L y N18H. En algunas realizaciones, el polipéptido consiste en una variante
del tripsinégeno 1 humano que se caracteriza por las sustituciones de aminoacido E64K, K123L, Y139N y D147N, y
en el que la variante se caracteriza adicionalmente por las sustituciones de aminoacido E142L y R107K. En algunas
realizaciones, el polipéptido consiste en una variante del tripsindgeno 1 humano que se caracteriza por las
sustituciones de aminoacido E64K, K123L, Y139N y D147N, y en el que la variante se caracteriza adicionalmente
por las sustituciones de aminoacido E142L y D138K.

En algunas realizaciones, el polipéptido consiste en una variante del tripsinégeno 1 humano que se caracteriza por
las sustituciones de aminoacido E64K, K123L, Y139N y D147N, y en el que la variante se caracteriza adicionalmente
por las sustituciones de aminoacido N18H y R107K. En algunas realizaciones, el polipéptido consiste en una
variante del tripsindgeno 1 humano que se caracteriza por las sustituciones de aminoacido E64K, K123L, Y139N y
D147N, y en el que la variante se caracteriza adicionalmente por las sustituciones de aminoacido N18H y D138K.

En algunas realizaciones, el polipéptido consiste en una variante del tripsindgeno 1 humano que se caracteriza por
las sustituciones de aminoacido E64K, K123L, Y139N y D147N, y en el que la variante se caracteriza adicionalmente
por las sustituciones de aminoacido R107K y D138K.

En algunas realizaciones, el polipéptido consiste en una variante del tripsinégeno 1 humano que se caracteriza por
las sustituciones de aminoacido E64K, K123L, Y139N y D147N, y en el que la variante se caracteriza adicionalmente
por las sustituciones de aminoacido E16A, E17A y E142L.

En algunas realizaciones, el polipéptido consiste en una variante del tripsinégeno 1 humano que se caracteriza por
las sustituciones de aminoacido E64K, K123L, Y139N y D147N, y en el que la variante se caracteriza adicionalmente
por las sustituciones de aminoacido E16A, E17A y N18H. En algunas realizaciones, el polipéptido consiste en una
variante del tripsindgeno 1 humano que se caracteriza por las sustituciones de aminoacido E64K, K123L, Y139N y
D147N, y en el que la variante se caracteriza adicionalmente por las sustituciones de aminoacido E16A, E17A y
R107K. En algunas realizaciones, el polipéptido consiste en una variante del tripsindgeno 1 humano que se
caracteriza por las sustituciones de aminoacido E64K, K123L, Y139N y D147N, y en el que la variante se caracteriza
adicionalmente por las sustituciones de aminoacido E16A, E17A y D138K.

En algunas realizaciones, el polipéptido consiste en una variante del tripsinégeno 1 humano que se caracteriza por
las sustituciones de aminoacido E64K, K123L, Y139N y D147N, y en el que la variante se caracteriza adicionalmente
por las sustituciones de aminoacido E16A, E142L y N18H. En algunas realizaciones, el polipéptido consiste en una
variante del tripsindgeno 1 humano que se caracteriza por las sustituciones de aminoacido E64K, K123L, Y139N y
D147N, y en el que la variante se caracteriza adicionalmente por las sustituciones de aminoacido E16A, E142L y
R107K. En algunas realizaciones, el polipéptido consiste en una variante del tripsindgeno 1 humano que se
caracteriza por las sustituciones de aminoacido E64K, K123L, Y139N y D147N, y en el que la variante se caracteriza
adicionalmente por las sustituciones de aminoacido E16A, E142L y D138K.

En algunas realizaciones, el polipéptido consiste en una variante del tripsinégeno 1 humano que se caracteriza por
las sustituciones de aminoacido E64K, K123L, Y139N y D147N, y en el que la variante se caracteriza adicionalmente
por las sustituciones de aminoacido E17A, E142L y N18H. En algunas realizaciones, el polipéptido consiste en una
variante del tripsindgeno 1 humano que se caracteriza por las sustituciones de aminoacido E64K, K123L, Y139N y
D147N, y en el que la variante se caracteriza adicionalmente por las sustituciones de aminoacido E17A, E142L y
R107K. En algunas realizaciones, el polipéptido consiste en una variante del tripsindgeno 1 humano que se
caracteriza por las sustituciones de aminoacido E64K, K123L, Y139N y D147N, y en el que la variante se caracteriza
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adicionalmente por las sustituciones de aminoacido E17A, E142L y D138K.

En algunas realizaciones, el polipéptido consiste en una variante del tripsinégeno 1 humano que se caracteriza por
las sustituciones de aminoacido E64K, K123L, Y139N y D147N, y en el que la variante se caracteriza adicionalmente
por las sustituciones de aminoacido N18H, R107K y E16A. En algunas realizaciones, el polipéptido consiste en una
variante del tripsindgeno 1 humano que se caracteriza por las sustituciones de aminoacido E64K, K123L, Y139N y
D147N, y en el que la variante se caracteriza adicionalmente por las sustituciones de aminoacido N18H, R107K y
E17A. En algunas realizaciones, el polipéptido consiste en una variante del tripsinégeno 1 humano que se
caracteriza por las sustituciones de aminoacido E64K, K123L, Y139N y D147N, y en el que la variante se caracteriza
adicionalmente por las sustituciones de aminoacido N18H, R107K y E142L. En algunas realizaciones, el polipéptido
consiste en una variante del tripsinégeno 1 humano que se caracteriza por las sustituciones de aminoacido E64K,
K123L, Y139N y D147N, y en el que la variante se caracteriza adicionalmente por las sustituciones de aminoacido
N18H, R107K y D138K.

En algunas realizaciones, el polipéptido consiste en una variante del tripsinégeno 1 humano que se caracteriza por
las sustituciones de aminoacido E64K, K123L, Y139N y D147N, y en el que la variante se caracteriza adicionalmente
por las sustituciones de aminoacido R107K, D138K y E16A. En algunas realizaciones, el polipéptido consiste en una
variante del tripsindgeno 1 humano que se caracteriza por las sustituciones de aminoacido E64K, K123L, Y139N y
D147N, y en el que la variante se caracteriza adicionalmente por las sustituciones de aminoacido R107K, D138K 'y
E17A. En algunas realizaciones, el polipéptido consiste en una variante del tripsinégeno 1 humano que se
caracteriza por las sustituciones de aminoacido E64K, K123L, Y139N y D147N, y en el que la variante se caracteriza
adicionalmente por las sustituciones de aminoacido R107K, D138K y E142L.

En algunas realizaciones, el polipéptido consiste en una variante del tripsinégeno 1 humano que se caracteriza por
las sustituciones de aminoacido E64K, K123L, Y139N y D147N, y en el que la variante se caracteriza adicionalmente
por las sustituciones de aminoacido N18H, D138K y E16A. En algunas realizaciones, el polipéptido consiste en una
variante del tripsindgeno 1 humano que se caracteriza por las sustituciones de aminoacido E64K, K123L, Y139N y
D147N, y en el que la variante se caracteriza adicionalmente por las sustituciones de aminoacido N18H, D138K y
E17A. En algunas realizaciones, el polipéptido consiste en una variante del tripsinégeno 1 humano que se
caracteriza por las sustituciones de aminoacido E64K, K123L, Y139N y D147N, y en el que la variante se caracteriza
adicionalmente por las sustituciones de aminoacido N18H, D138K y E142L.

En algunas realizaciones, el polipéptido consiste en una variante del tripsinégeno 1 humano que se caracteriza por
las sustituciones de aminoacido E64K, K123L, Y139N y D147N, y en el que la variante se caracteriza adicionalmente
por las sustituciones de aminoacido E16A, E17A, E142L y N18H. En algunas realizaciones, el polipéptido consiste
en una variante del tripsinégeno 1 humano que se caracteriza por las sustituciones de aminoacido E64K, K123L,
Y139N y D147N, y en el que la variante se caracteriza adicionalmente por las sustituciones de aminoacido E16A,
E17A, E142L y R107K. En algunas realizaciones, el polipéptido consiste en una variante del tripsindgeno 1 humano
que se caracteriza por las sustituciones de aminoacido E64K, K123L, Y139N y D147N, y en el que la variante se
caracteriza adicionalmente por las sustituciones de aminoacido E16A, E17A, E142L y D138K.

En algunas realizaciones, el polipéptido consiste en una variante del tripsinégeno 1 humano que se caracteriza por
las sustituciones de aminoacido E64K, K123L, Y139N y D147N, y en el que la variante se caracteriza adicionalmente
por las sustituciones de aminoacido E16A, E17A, N18H y R107K. En algunas realizaciones, el polipéptido consiste
en una variante del tripsindbgeno 1 humano que se caracteriza por las sustituciones de aminoacido E64K, K123L,
Y139N y D147N, y en el que la variante se caracteriza adicionalmente por las sustituciones de aminoacido E16A,
E17A, N18H y D138K.

En algunas realizaciones, el polipéptido consiste en una variante del tripsinégeno 1 humano que se caracteriza por
las sustituciones de aminoacido E64K, K123L, Y139N y D147N, y en el que la variante se caracteriza adicionalmente
por las sustituciones de aminoacido E16A, E142L, N18H y R107K. En algunas realizaciones, el polipéptido consiste
en una variante del tripsinégeno 1 humano que se caracteriza por las sustituciones de aminoacido E64K, K123L,
Y139N y D147N, y en el que la variante se caracteriza adicionalmente por las sustituciones de aminoacido E16A,
E142L, N18H y D138K.

En algunas realizaciones, el polipéptido consiste en una variante del tripsinégeno 1 humano que se caracteriza por
las sustituciones de aminoacido E64K, K123L, Y139N y D147N, y en el que la variante se caracteriza adicionalmente
por las sustituciones de aminoacido E17A, E142L, N18H y R107K. En algunas realizaciones, el polipéptido consiste
en una variante del tripsinégeno 1 humano que se caracteriza por las sustituciones de aminoacido E64K, K123L,
Y139N y D147N, y en el que la variante se caracteriza adicionalmente por las sustituciones de aminoacido E17A,
E142L, N18H y D138K.

En algunas realizaciones, el polipéptido consiste en una variante del tripsinégeno 1 humano que se caracteriza por
las sustituciones de aminoacido E64K, K123L, Y139N y D147N, y en el que la variante se caracteriza adicionalmente
por las sustituciones de aminoacido N18H, R107K, D138K y E16A. En algunas realizaciones, el polipéptido consiste
en una variante del tripsinégeno 1 humano que se caracteriza por las sustituciones de aminoacido E64K, K123L,
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Y139N y D147N, y en el que la variante se caracteriza adicionalmente por las sustituciones de aminoacido N18H,
R107K, D138K y E17A. En algunas realizaciones, el polipéptido consiste en una variante del tripsinégeno 1 humano
que se caracteriza por las sustituciones de aminoacido E64K, K123L, Y139N y D147N, y en el que la variante se
caracteriza adicionalmente por las sustituciones de aminoacido N18H, R107K, D138K y E142L.

En algunas realizaciones, el polipéptido consiste en una variante del tripsinégeno 1 humano que se caracteriza por
las sustituciones de aminoacido E64K, K123L, Y139N y D147N, y en el que la variante se caracteriza adicionalmente
por las sustituciones de aminoacido E16A, R107K, D138K y E17A. En algunas realizaciones, el polipéptido consiste
en una variante del tripsinégeno 1 humano que se caracteriza por las sustituciones de aminoacido E64K, K123L,
Y139N y D147N, y en el que la variante se caracteriza adicionalmente por las sustituciones de aminoacido E16A,
R107K, D138K y E142L. En algunas realizaciones, el polipéptido consiste en una variante del tripsinégeno 1 humano
que se caracteriza por las sustituciones de aminoacido E64K, K123L, Y139N y D147N, y en el que la variante se
caracteriza adicionalmente por las sustituciones de aminoacido E16A, R107K, D138K y N18H.

En algunas realizaciones, el polipéptido consiste en una variante del tripsinégeno 1 humano que se caracteriza por
las sustituciones de aminoacido E64K, K123L, Y139N y D147N, y en el que la variante se caracteriza adicionalmente
por las sustituciones de aminoacido E16A, E17A, E142L, N18H y R107K. En algunas realizaciones, el polipéptido
consiste en una variante del tripsindgeno 1 humano que se caracteriza por las sustituciones de aminoacido E64K,
K123L, Y139N y D147N, y en el que la variante se caracteriza adicionalmente por las sustituciones de aminoacido
E16A, E17A, E142L, N18H y D138K.

En algunas realizaciones, el polipéptido consiste en una variante del tripsinégeno 1 humano que se caracteriza por
las sustituciones de aminoacido E64K, K123L, Y139N y D147N, y en el que la variante se caracteriza adicionalmente
por las sustituciones de aminoacido E16A, E17A, N18H, R107K y D138K.

En algunas realizaciones, el polipéptido consiste en una variante del tripsinégeno 1 humano que se caracteriza por
las sustituciones de aminoacido E64K, K123L, Y139N y D147N, y en el que la variante se caracteriza adicionalmente
por las sustituciones de aminoacido E16A, E142L, N18H, R107K y D138K.

En algunas realizaciones, el polipéptido consiste en una variante del tripsinégeno 1 humano que se caracteriza por
las sustituciones de aminoacido E64K, K123L, Y139N y D147N, y en el que la variante se caracteriza adicionalmente
por las sustituciones de aminoacido E17A, E142L, N18H, R107K y D138K.

En algunas realizaciones, el polipéptido consiste en una variante del tripsinégeno 1 humano que se caracteriza por
las sustituciones de aminoacido E64K, K123L, Y139N y D147N, y en el que la variante se caracteriza adicionalmente
por las sustituciones de aminoacido E16A, E17A, E142L, R107K y D138K.

En algunas realizaciones, el polipéptido consiste en una variante del tripsinégeno 1 humano que se caracteriza por
las sustituciones de aminoacido E16A, E17A, N18H, E64K, R107K, K123L, D138K, Y139N, E142L y D147N.

En algunas realizaciones, el polipéptido consiste en una variante del tripsindgeno 1 humano (SEQ ID NO 3) que
muestra una identidad en la secuencia de al menos el 70 %, el 80 %, el 90 % o el 95 % con el tripsindgeno 1
humano (SEQ ID NO 03).

En una realizacion, el polipéptido consiste en una variante caracterizada por la SEQ ID NO 01.

Segun un segundo aspecto de la invencion, se proporciona una secuencia de acidos nucleicos, en la que la
secuencia de acidos nucleicos codifica un polipéptido segun el primer aspecto de la invencion.

En una realizacion, la secuencia de acidos nucleicos consiste en, o comprende, la SEQ ID NO 02 o la SEQ ID NO
18.

Cuando se hace referencia en el presente documento a un polipéptido caracterizado por una secuencia en
particular, se entiende que dicha referencia también engloba los polipéptidos que tienen una funcién idéntica a la
secuencia en particular,y 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10 de las sustituciones de aminoacido descritas anteriormente, y
que muestra una identidad en la secuencia de al menos el 90 % o el 95 % con esa secuencia en concreto.

Asimismo, cuando se hace referencia en el presente documento a una secuencia de acidos nucleicos caracterizada
por una secuencia en particular, se entiende que dicha referencia también engloba las secuencias de acidos
nucleicos que codifican los polipéptidos que tienen una funcién idéntica a la del polipéptido codificado por la
secuencia en particular, y 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10 de las sustituciones de aminoacido descritas anteriormente.

En el contexto de las presentes especificaciones, los términos “identidad en la secuencia” y “porcentaje de identidad
en la secuencia” se refieren a los valores determinados mediante la comparacién de dos secuencias alineadas. Los
métodos de alineacion de las secuencias para su comparacion son bien conocidos en la materia. La alineacién de
secuencias para su comparacion puede llevarse a cabo mediante el algoritmo de homologia local de Smith y
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Waterman, Adv. Appl. Math. 2: 482 (1981), mediante el algoritmo de alineacion global de Needleman y Wunsch, J.
Mol. Biol. 48: 443 (1970), mediante el método de busqueda de similitud de Pearson y Lipman, Proc. Nat. Acad. Sci.
85: 2444 (1988) o mediante implementaciones informatizadas de estos algoritmos que incluyen, pero no se limitan a:
CLUSTAL, GAP, BESTFIT, BLAST, FASTA y TFASTA. Salvo que se indique de otro modo, los valores de la
identidad en la secuencia proporcionados en el presente documento se refieren al valor obtenido usando el conjunto
de programas informaticos BLAST usando los parametros por defecto (Altschul et al., J. Mol. Biol. 215: 403-410
(1990)). El soporte légico para llevar a cabo los analisis BLAST esta disponible al publico, por ejemplo, a través del
National Center for Biotechnology-Information (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/). Un ejemplo para la comparacion de
secuencias de aminoacidos es el algoritmo BLASTP, que usa los parametros por defecto tales como: umbral
esperado: 10; tamafio de palabra: 3; coincidencias maximas en un intervalo de interrogacion: 0; Matriz. BLOSUMG62;
coste por hueco: existencia 11, extension 1; ajustes de la composicion: ajuste de la matriz de puntuacion de la
composicion condicional. Uno de dichos ejemplos para la comparacion de secuencias de acidos nucleicos es el
algoritmo BLASTN, que usa los parametros por defecto: umbral esperado: 10; tamafio de palabra: 28; coincidencias
maximas en un intervalo de interrogacioén: 0; puntuaciones de coincidencia/no coincidencia: 1.-2; coste por hueco:
lineal

Segun un tercer aspecto de la invencion, se proporciona una célula hospedadora que comprende una secuencia de
acidos nucleicos segun el segundo aspecto de la invencion.

En algunas realizaciones, la secuencia de acidos nucleicos es un transgen para la célula hospedadora.

El término “transgen” en el contexto de la presente memoria descriptiva se refiere a una secuencia de acidos
nucleicos que ha sido transferida a la célula hospedadora desde otro organismo.

En algunas realizaciones, la secuencia de acidos nucleicos esta comprendida en un vector operable en la célula
hospedadora.

En algunas realizaciones, el vector consiste en, o comprende, una secuencia de acidos nucleicos caracterizada por
la SEQ ID NO 18.

El término “vector operable en la célula hospedadora” en el contexto de la presente memoria descriptiva se refiere a
una molécula de ADN que puede ser usada como vehiculo para transportar una secuencia de acidos nucleicos
foranea en la célula hospedadora, en el que dicha molécula de ADN puede ser replicada en la célula hospedadora y
en el que la secuencia de acidos nucleicos foranea comprendida en la molécula de ADN puede ser expresada en la
célula hospedadora.

En algunas realizaciones, la célula hospedadora se selecciona entre el grupo formado por un miembro del género
Escherichia tal como E. coli, un miembro del género Saccharomyces tal como S. cerevisiae, un miembro del género
Schizosaccharomyces tal como S. pombe, un miembro del género Pichia tal como P. pastoris, un miembro del
género Aspergillus tal como A. niger, un miembro del género Bacillus tal como B. subtilis y una célula de mamifero
en un cultivo celular, tal como una célula CHO (de ovario de hamster chino) o una célula HEK (de rifidn embrionario
humano) 293.

Segun un cuarto aspecto de la invencion, se proporciona un método para la elaboracion de un polipéptido segun el
primer aspecto de la invencion, en el que el método comprende el uso de una célula hospedadora segun el cuarto
aspecto de la invencion.

En algunas realizaciones, el método comprende:

- una etapa de propagacion, en la que se propaga la célula hospedadora, y
- una etapa de expresion, en la que la secuencia de acidos nucleicos es expresada en la célula hospedadora,
produciendo un polipéptido segun el primer aspecto de la invencion.

El polipéptido puede estar ubicado intracelularmente, o puede ser transportado al periplasma o el espacio
extracelular, particularmente mediante el uso de un péptido de sefializacion N- o C-terminal unido al polipéptido.

Segun un quinto aspecto de la invencion, se proporciona un método para la cuantificaciéon de un analito, en el que el
método comprende las etapas de:

- proporcionar un volumen de reaccion,

- afadir al volumen de reaccion en una primera etapa, un analito y un primer ligando que es capaz de unirse
especificamente al analito con una constante de disociacion igual o inferior a 10 molll, 107 mol/l, 10% mol/l 0 10°
o mol/l,

- afiadir al volumen de reaccion en una segunda etapa un segundo ligando capaz de unirse especificamente al
primer ligando con una constante de disociacion igual o inferior a 10 mol/l, 107 mol/l, 10® mol/l 0 10° mol/l, en
el que el segundo ligando comprende un primer polipéptido que tiene una actividad proteolitica,
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- afadir al volumen de reaccion, en una tercera etapa, un polipéptido precursor, en el que el polipéptido precursor
es escindible por el primer polipéptido en un segundo polipéptido y un sustrato peptidico del segundo polipéptido
que comprende un primer compafnero de FRET luminiscente y un segundo compafiero de FRET, en el que el
primer comparfiero de FRET y el segundo compafiero de FRET son capaces de interactuar de tal forma que la
sefial luminiscente del primer compafiero de FRET cambia con la aproximacién espacial del primer compafero
de FRET y el segundo compariero de FRET, y en el que el sustrato peptidico es escindible por el segundo
polipéptido entre el primer compafero de FRET y el segundo compafiero de FRET, en el que la escision del
sustrato peptidico da lugar a un cambio en la aproximacion espacial del primer y el segundo compariero de
FRET,

- la cuantificacion de la cantidad de analito mediante la medicién de la luminiscencia del primer compafiero de
FRET y/o del segundo compafiero de FRET,

caracterizado por que el polipéptido precursor es un polipéptido segun el primer aspecto de la invencion.

El término “un primer polipéptido que tiene una actividad proteolitica” se refiere particularmente a una proteasa o a
un polipéptido que comprende dicha proteasa, en el que el polipéptido precursor es un sustrato de la proteasa y en
el que particularmente la proteasa escinde el polipéptido precursor en un péptido de activacion y el segundo
polipéptido.

El término “sustrato peptidico escindible por el segundo polipéptido entre el primer compafiero de FRET y el
segundo compafiero de FRET” significa particularmente que el sustrato peptidico es un sustrato del segundo
polipéptido, y que el primer compafiero de FRET esta unido a un primer residuo de aminoacido del sustrato
peptidico, y el segundo compafiero de FRET esta unido a un segundo residuo de aminoacido del sustrato peptidico,
en el que el primer residuo de aminoacido y el segundo residuo de aminoacido estan conectados por al menos un
enlace peptidico, y en el que este enlace peptidico especificamente es escindido por el segundo polipéptido.

El término “sustrato” en el contexto de la presente memoria descriptiva se refiere particularmente a un compuesto
que esta unido a, y es convertido por, una enzima, por ejemplo, una proteasa, particularmente mediante el primer
polipéptido o el segundo polipéptido descrito anteriormente, con una Ky no mayor de 100 mmol/l, de 50 mmol/l, de
20 mmol/l, de 10 mmol/l, de 5 mmol/l, de 1 mmol/l de o de 0,1 mmol/l.

Una ventaja del uso del polipéptido segun la invencidon es que, debido a la disminucion en la autoactivacion del
polipéptido, la sefial de fondo del método de la invenciéon disminuye, dando como resultado una reduccién en el
limite de deteccion o de cuantificacion.

Un ligando segun cualquier aspecto o realizacion de la invencion puede ser cualquier molécula que se une a una
molécula objetivo o analito con una elevada afinidad y especificidad. Dicho ligando puede ser un anticuerpo, un
fragmento de anticuerpo, una molécula similar a un anticuerpo o una molécula de aptamero de un acido nucleico de
entre 10 y 75 nucledtidos de longitud, cualquiera de los cuales se une a la molécula objetivo.

Elevada afinidad en el contexto de la presente memoria descriptiva se refiere a la constante de disociacion de la
union del ligando con la molécula objetivo, en la que la constante de disociacion es de 10 mol/l, 107 mol/l, 108 mol/l
de 0 10° mol/l de o menos, Yy en la que el ligando no se une a las moléculas de control, por ejemplo, proteinas, con
unas caracteristicas estructurales no relacionadas. Las moléculas de control son, a modo de ejemplo no limitante,
proteinas plasmaticas tales como albuminas, globulinas, lipoproteinas, fibrinégenos, protrombina, proteinas en fase
aguda, marcadores tumorales tales como CEA, CA19-9 o AFP y transferrina.

Elevada especificidad en el contexto de la presente memoria descriptiva se refiere a la proporcion entre los objetivos
o analitos apropiadamente detectados y la suma de todos los compuestos o sustancias detectadas, en la que la
proporcion es del 80 %, del 85 %, del 90 %, del 95 %, del 99 % o del 99,9 %.

Un fragmento de anticuerpo puede ser un fragmento Fab, que es el fragmento de uniéon al antigeno de un
anticuerpo, un fragmento variable de cadena unica, que es una proteina de fusion de las regiones variables de la
cadena pesada y ligera de un anticuerpo conectadas por un péptido conector. Una molécula similar a un anticuerpo
puede ser una proteina repetitiva, tal como una proteina repetitiva de anquirina disefiada (Molecular Partners,
Zurich).

Los ligandos adecuados segun el anterior aspecto de la invencion también pueden ser desarrollados mediante
métodos evolutivos tales como una expresion en fago, una expresion en ribosoma o un SELEX, en los que el
polipéptido o los oligonucleétidos se seleccionan segun su capacidad de unién a un objetivo de interés.

Adicionalmente, la afinidad de unién de un ligando identificado puede mejorarse mediante ciclos de evolucion de la

secuencia de aminoacidos o de la secuencia de nucledtidos, y la seleccion de los inhibidores evolucionados puede
efectuarse basandose en la afinidad requerida.
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El término “analito” en el contexto de la presente memoria descriptiva se refiere particularmente a un compuesto o a
una sustancia de interés que es el objetivo de un analisis.

En algunas realizaciones, el primer polipéptido se caracteriza por un valor de Ky no mayor de 10 mmol/l para el
polipéptido precursor como sustrato.

En algunas realizaciones, el primer compafiero de FRET se acopla al N terminal o al C terminal del sustrato
peptidico. En algunas realizaciones, el segundo compariero de FRET se acopla al N terminal o al C terminal del
sustrato peptidico. En algunas realizaciones, el primer compariero de FRET se acopla al N terminal del sustrato
peptidico y el segundo compariero de FRET se acopla al C terminal del sustrato peptidico. En algunas realizaciones,
el primer compariero de FRET se acopla al C terminal del sustrato peptidico y el segundo compariero de FRET se
acopla al N terminal del sustrato peptidico.

En algunas realizaciones, el analito se selecciona entre un péptido, un polipéptido, un acido nucleico y una molécula
pequefia tal como un lipido, un azucar o un metabolito.

En algunas realizaciones, el primer y/o el segundo ligando se selecciona entre un anticuerpo, un fragmento de
anticuerpo, una molécula similar a un anticuerpo y una molécula de aptamero de un acido nucleico de entre 10 y 75
nucledtidos de longitud.

En algunas realizaciones, el sustrato peptidico es o comprende un péptido caracterizado por una secuencia de
aminoacidos seleccionada entre la SEQ ID NO 06, la SEQ ID NO 07, la SEQ ID NO 08, la SEQ ID NO 09, la SEQ ID
NO 10, la SEQ ID NO 11, la SEQ ID NO 12, la SEQ ID NO 13, la SEQ ID NO 14, la SEQ ID NO 15, la SEQ ID NO 16
y la SEQ ID NO 17.

En algunas realizaciones, el primer polipéptido que tiene una actividad proteolitica es o comprende la cadena ligera
catalitica de la enteropeptidasa humana (Uniprot EQPG70) o un polipéptido caracterizado por la SEQ ID NO 05
(variante supercargada de la enteropeptidasa humana).

En algunas realizaciones, el primer comparfiero de FRET es un colorante que comprende un atomo de un lantanido.
En algunas realizaciones, el primer compafiero de FRET es un colorante que comprende un atomo de europio o un
atomo de terbio.

En algunas realizaciones, el primer compafiero de FRET se selecciona entre la fluoresceina (CAS n° 2321-07- 5) y
EuL[H] ([2-[2-[bis(carboximetil)amino]etil-[2-[carboxi-metil-[2-0x0-2-[4-[2-(1,10-fenantrolin-2-
il)etinilJanilino]etillamino]etillamino] acetato] de Eu (lll)).

En algunas realizaciones, el segundo compafiero de FRET es Atto612Q, Cy5 (acido 6-[3,3-dimetil-2-[(1E,3E,5E)-5-
(1,3,3-trimetilindolin-2-iliden)penta-1,3-dienillindol-1-io-1-illhexanoico) o TAMRA (carboxi-tetrametilrodamina).

En algunas realizaciones, el segundo compariero de FRET no es luminiscente.

En una realizacion, el segundo compafiero de FRET es un inactivador oscuro, particularmente un inactivador de
agujero negro tal como BHQ-O (Biosearch Technologies, Estados Unidos), BHQ-1 (Biosearch Technologies,
Estados Unidos), BHQ-2 (Biosearch Technologies, Estados Unidos), BHQ-3 (Biosearch Technologies, Estados
Unidos) o] BHQ-10 (2-[(E)-[4-[(4-hidroxi-4-oxo-butil)-metil-amino]fenil]azo]-5-[(E)-(4-
oxoniosulfonilfenil)azo]bencensulfonato), Dabysyl (acido dimetilaminoazobencensulfénico), un inactivador Qxl tal
como QXL 490 (AnaSpec, Inc., Estados Unidos), QXL 570 (AnaSpec, Inc., Estados Unidos), QXL 610 (AnaSpec,
Inc., Estados Unidos), QXL 670 (AnaSpec Inc., Estados Unidos) o QXL 680 (AnaSpec, Inc., Estados Unidos), lowa
black FQ (Integrated DNA Technologies, Inc., Estados Unidos), lowa black RQ (Integrated DNA Technologies, Inc.,
Estados Unidos), IRDye QC-1 (LI-COR Biosciences GmbH, Alemania) o un Eclipse Dark Quencher (Eurogentec
Deutschland GmbH, Alemania).

En algunas realizaciones, el primer compafiero de FRET es EuL[H] y el segundo compafiero de FRET es BHQ-10.
En algunas realizaciones, el EuL[H] se acopla al N terminal del sustrato péptido y el BHQ-10 se acopla al C terminal
del sustrato péptido.

En algunas realizaciones, el primer compafiero de FRET es fluoresceina y el segundo compafiero de FRET es la
TAMRA. En algunas realizaciones, la TAMRA se acopla al N terminal del sustrato péptido y la fluoresceina se acopla
al C terminal del sustrato péptido.

La invencion se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos y figuras, a partir de las cuales pueden

extraerse realizaciones y ventajas adicionales. Se entiende que estos ejemplos ilustran la invencién, pero no limitan
su ambito.
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Siempre que en el presente documento se planteen alternativas para caracteristicas separables individuales tales
como, por ejemplo, una variante o una secuencia de acidos nucleicos que codifica una variante, como
“realizaciones”, debe entenderse que dichas alternativas pueden ser combinadas libremente para formar las
realizaciones de la invencion individuales divulgadas en el presente documento.

Descripcion de las figuras

La Fig. 1 muestra el principio de un método de la invencion.

La Fig. 2 muestra una variante esquematica del tripsinégeno humano con una menor autoactivacion.

La Fig. 3 muestra una comparacion de las secuencias de aminoacidos del polipéptido de la invencién y el
tripsinégeno natural humano, en la que los aminoacidos modificados estan destacados en negrita.

La Fig. 4 muestra una comparacion de las secuencias de acidos nucleicos del polipéptido de la invencion y el
tripsinégeno natural humano, en la que los acidos nucleicos modificados estan destacados en negrita.

La Fig. 5 muestra la cinética de la autoactivacion del PRSS1 sc en comparacion con el PRSS1 natural, en la
que la actividad de la tripsina esta representada frente al tiempo de incubacion.

La Fig. 6 muestra la cinética de la activacion del PRSS1 sc- y del PRSS1 natural después de la incubacion con

enteropeptidasa humana (hEPI-Sc-C112S), en la que la actividad de la tripsina esta representada
frente al tiempo de incubacion.
La Fig. 7 muestra los geles de SDS-PAGE de la autoactivacion del PRSS1-WT y del PRSS1-sc.

La Fig. 8 muestra la cinética de la autoactivacion del PRSS1 sc en comparacion con el PRSS1 natural, en la
que la intensidad de la fluorescencia esta representada frente al tiempo de incubacion.
La Fig. 9 muestra la cinética de la activacion del PRSS1 sc- y del PRSS1 natural después de la incubacion con

enteropeptidasa humana (hEPI-Sc-C112S), en la que la intensidad de la fluorescencia esta
representada frente al tiempo de incubacion.

La Fig. 10 = muestra un ELISA indirecto contra la interleucina 6 humana (IL-6), en el que la intensidad de la
fluorescencia esta representada frente a la concentracién de interleucina 6.

La Fig. 11 muestra la cinética de la autoactivacion del PRSS1 E64K en comparacién con el PRSS1 natural, en la
que la actividad de la tripsina esta representada frente al tiempo de incubacion.

Ejemplos
Ejemplo 1: elaboracion de la variante supercargada del tripsindgeno humano

Variante supercargada del tripsindgeno 1 humano elaborada en E coli BL21. En resumen, se propagaron células de
E coli BL21 que comprenden un vector de expresion caracterizado por la SEQ ID NO 17 en un medio TB con
30 pg/ml de kanamicina a 37 °C hasta que se alcanzé una DO600 de entre 0,8 y 1. A continuacion, se indujo la
expresion mediante la adicion de IPTG 1 mM. Paralelamente a esto se afiadioé glucosa a una concentracion final del
1% (p/v). Después, las células se incubaron durante 18 h a 25 °C. Después de la incubacion, las células se
recogieron, y los sedimentos celulares resultantes se almacenaron a -20 °C.

Para la preparacion, las células se resuspendieron en tampon de lisis celular (1 mmol/l de EDTA; 100 mmol/l de
Tris/HCI; pH 7,0). A la suspension celular se afiadieron 5 mg de lisozima. Después de esto, la concentracion de
MgCl; de la suspension se ajustd a 3 mmol/l y se afiadi6 DNAsa | a una concentracion final de 10 yg/ml. La
suspension se incubd después a 24 °C durante 30 min.

Después, las células se rompieron mecanicamente en un homogeneizador a alta presion, en el que la ruptura celular
se llevd a cabo tres veces a una presion de aproximadamente 1000 bar. Las células rotas se incubaron durante 30
min a 24 °C y se centrifugaron.

Los cuerpos de inclusion que comprenden la variante supercargada se prepararon como sigue a partir de la fraccion
insoluble de la ruptura celular: los cuerpos de inclusiéon se resuspendieron en tampén de lavado IB | (20 mmol/l de
EDTA a pH 8,0; 500 mmol/l de NaCl; Triton X-100 al 2 %), se agitaron durante 30 min a la temperatura ambiente y
se centrifugaron 30 min a 20.000 g. El sedimento resultante se lavd de nuevo con tampén de lavado IB | y dos veces
con lavado IB (20 mmol/l de EDTA; 100 mmol/l de Tris/HCI; pH 7,0) consecuentemente, pero sin agitacion.

Los cuerpos de inclusion se solubilizaron en 4 mmol/l de guanidinio, 100 mmol/l de TRIS HCl y 5 mmol/l de EDTA, a
pH 8,0, se redujeron con 3 mmol/l de ditiotreitol y se replegaron a través de un método de dilucién rapida en un
tampon de replegado (0,7 mmol/l de arginina, 1 mmol/l de EDTA, 3 mmol/l de glutatién reducido, 3 mmol/l de
glutation oxidado, a pH 8,6). La variante supercargada replegada se purifico posteriormente a través de una columna
de afinidad con ecotina.

Ejemplo 2: caracterizacion de la variante supercargada del tripsinégeno humano
El tripsinégeno humano mutante con una menor autoactivacion se basa en la introduccién de aminoacidos cargados

en la superficie de la proteina cerca del sitio de activacion (fig. 2). El PRSS1 sc (SEQ ID NO 01) no muestra una
autoactivacion significativa, segin se muestra en la fig. 3 (la activacién del tripsindgeno (2 uM) se produjo con 10
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nmol/l de tripsina en 100 mmol/l de Tris/HCI a pH 8, 1 mmol/l de CaCl,. El sustrato CBZ (carbobenzoxi)-GPR-pNA
(para-nitroanilina) se incubd durante 5 min a 25 °C) y en la figura 6 se incubé tripsinégeno (100 nmol/l) en 100 mmol/l
de Tris a pH 8,0 durante 2 horas a 37 °C. Como sustrato se usd un péptido con la secuencia TAMRA-GSRC
(Fluoresceina)-NH2 (péptido 7, SEQ ID NO 10).

Un analisis mediante una electroforesis en gel con SDS mostré unos resultados similares, segin se muestra en la
fig. 5 (SDS-PAGE de la autoactivacion del PRSS1-WT y del PRSS1-sc. La activacion del tripsinégeno (2 ymol/l) se
produjo con 10 nmol/l de tripsina en 100 mmol/I de Tris/HCI a pH 8, 1 mmol/l de CaCl,. Se usé una tincion de plata
para la visualizacion).

Ambas versiones del PRSS1 pueden ser activadas a unos niveles similares, aunque el PRSS1 sc muestra un perfil
reactivacion ligeramente mas lento segin se muestra en la fig. 4 (la activacion del tripsinogeno (2 umol/l) se produjo
con 1 nmol/l de hEPI-sc-C112S en 100 mmol/I de Tris/HCI a pH 8, 1 mmol/l de CaCl,. El sustrato CBZ-GPR-pNA se
incubd durante 5 min a 25 °C) y fig. 7 (la activacion del tripsinégeno (100 nmol/l) se produjo con 100 pmol/l de hEPI-
sc-C112S en 100 mmol/l de Tris a pH 8,0 durante 2 horas a 37 °C. Como sustrato se usd un péptido con la
secuencia TAMRA-GSRC (Fluoresceina)-NH; (péptido 7, SEQ ID NO 10)).

La Tabla 1 muestra la cinética enzimatica (Ku, Kcat) del PRSS1 sc en comparacion con el RSS1 natural. Ambas
enzimas fueron activadas por la enteropeptidasa humana (hEPI-Sc-C112S) durante 200 min a 37 °C en 100 mmol/I
de Tris-HCI (pH 8,0), 1 mmol/l de CaCl.. Los ensayos se llevaron a cabo en 100 mmol/l de Tris-HCI (pH 8,0) 1
mmol/l de CaCl; y entre 10 umol/l y 1000 umol/l de CBZ-GPR-pNA a la temperatura ambiente. La reaccién se inicio
mediante la adicion de las variantes del PRSS1 (12,5 ng) y se monitorizé de forma continua durante 5 min mediante
el aumento de la absorbancia a 405 nm (coeficiente de extincién para la p-nitroanilina, € = 10092 I/mol/cm).

Vinax [umol/l/min] (K [umol/] Keat [S-1] Kcat/Km [I/umol/s]
PRSS1-WT [100,8 +4,4 78,0+12,2 324,1+13,8 4,7+0,5
PRSS1-sc 152,3+5,9 129,8 + 8,4 489,0 + 18,9 3,7+0,3
Tabla 1.

La cinética de autoactivacion del PRSS1 E64K no es significativamente diferente de la del PRSS1 natural. Esto
significa que la mutacién E64K por si sola no es responsable de la reducida autoactivacion del scPRSS1, pero
contribuye al cambio global en la carga superficial de la proteina, y por lo tanto contribuye a la reducida
autoactivacion observada en el PRSS1-sc (Fig. 11).

Ejemplo 3: ensayo en sandwich con la variante supercargada del tripsinégeno humano

La Fig. 1 muestra el principio de un ensayo de la invencion. En este ensayo se une un analito mediante un
anticuerpo primario, que es especifico para el analito. Después de una etapa de lavado, el anticuerpo primario es
unido por un anticuerpo secundario que esta acoplado covalentemente a la enteropeptidasa (E1). Entonces, de
nuevo después de una etapa de lavado adicional, se afiade al ensayo una mezcla de tripsindgeno inactivo y un
péptido de FRET (el péptido 7, SEQ ID NO 10, con fluoresceina como colorante donante y TAMRA como colorante
aceptor), en el que la enteropeptidasa unida al anticuerpo activa el tripsindgeno inactivo (E2 inactivo) en tripsina
activa, y la tripsina escinde después el péptido FRET, dando como resultado un aumento en la sefial del colorante
donante (la fluoresceina).

La Fig. 10 muestra los resultados de dicho ELISA. Se detect6 un anticuerpo primario contra la IL-6 con un anticuerpo
secundario que estaba marcado con la cadena ligera de la enteropeptidasa humana sc C112S. El sustrato peptidico
FRET fue escindido por el PRSS1-WT o por el PRSS1-sc. El limite de deteccién con el PRSS1-sc es al menos cinco
veces menor que con el PRSS1-WT. Esto es debido a la menor sefial de fondo del PRSS1-sc. El ensayo se llevé a
cabo en 100 mmol/l de TRIS a pH 8,0. Después de la unién del anticuerpo secundario, se anadieron 100 nmol/l de
tripsinégeno (WT o sc) y 100 nmol/l del sustrato peptidico 7 [TAMRA-GSRC (Fluoresceina)-NH; (el péptido 7, SEQ
ID NO 10)) y se incub6 durante 60 min a 37 °C. Después se registrd la intensidad de la fluorescencia resultante.
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Thr

Asp

Val

20

Ser

Ser

Gly

Tyr

Ser

100

Ala

Thr

Ala

Ile

Ser

180

Gln

Gly

Ile

Asp

Pro

Arg

Asn

Asp

85

Arg

Pro

Ala

Pro

Thr

165

Cys

Gly

Val

Ala

ES 2670532 T3

Asp

Tyr

Ile

Ile

Glu

70

Arg

Ala

Pro

Ser

Val

150

Ser

Gln

Val

Tyr

Ala
230

Asp

Gln

Asn

Gln

55

Gln

Lys

Val

Ala

Ser

135

Leun

Asn

Gly

Val

Thr

215

Asn

Lys

Val

Glu

40

Val

Phe

Thr

Ile

Thr

120

Gly

Ser

Met

Asp

Ser

200

Lys

Ser

16

Ile

Ser

25

Gln

Arg

Ile

Asn

105

Gly

Ala

Gln

Phe

Ser
185

Trp

Val

Val

10

Trp

Leu

Asn

Asn

90

Ala

Thr

Asp

Ala

Cys

170

Gly

Gly

Tyr

Gly

Asn

Val

Gly

Ala

15

Asn

Arg

Lys

Tyr

Lys

155

Val

Gly

Asp

Asn

Gly

Ser

Val

Glu

60

Ala

Asp

Val

Cys

Pro

140

Cys

Gly

Pro

Gly

Tyr
220

Tyr

Gly

Ser

45

His

Lys

Ile

Ser

Leu

125

Asp

Glu

Phe

Val

Cys

205

Val

Asn

Tyr

30

Ala

Asn

Ile

Met

Thr

110

Ile

Glu

Ala

Leu

Val

190

Ala

Lys

Cys

15

His

Gly

Ile

Ile

Leu

95

Ile

Ser

Leu

Ser

Glu

175

Cys

Gln

Trp

Glu

Phe

His

Glu

Arg

80

Ile

Ser

Gly

Gln

Tyr

160

Gly

Asn

Lys

Ile



10

15

<213> Homo sapiens

<400> 4

atgggctttg
ccctaccagg
cagtgggtgg
cacaacatcg
cacccccaat
cgtgecagtaa
ggcacgaagt
gacgagctgc
cctggaaaga
tgtcagggtg
tggggtgatyg

gtgaaatgga

<210>5
<211> 235
<212> PRT

atgatgatga
tgtcecctgaa
tatcagcagg
aagtcctgga
acgacaggaa
tcaacgeoecy
gecteatete
agtgcctgga
ttaccagcaa
attctggtgg

getgtgecca

ttaagaacac

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2670532 T3

caagatcgtt
ttctggctac
ccactgctac
ggggaatgag
gactctgaac
cgtgtceace
tggetgggge
cgctcctgtg
catgttctgt
coctgtggtce
gaagaacaaq

catagetgec

gggggctaca

cacttctgtg
aagtcccgeca
cagttcatca
aatgacatca
atctctctge
aacactgega
ctgagccagg
gtgggcttec
tgcaatggac
cetggagtet

aatagctaa

actgtgagga
gtggctcecct
tccaggtgag
atgcagccaa
tgttaatcaa
ccacegeccec
gctetggege
ctaagtgtga
ttgagggagg
agctccaagqg

acaccaaggt

<223> hEPI-sc-C112S, una variante supercargada de la enteropeptidasa humana

<400> 5

Ile

Gly

Ser

Glu

val

Leu

Asp

Pro

Gly Gly

Tyr Tyr

20

Trp Leu

Ser Lys

50

Leu
65

Asn

Thr

Pro

Ser Pro

His Tyr

Ser Asp Ala

Asp Asp Arg

Val Ser Ala

Thr Ala

55

Trp

Thr
70

Gln Val

Asn
85

Arg Arg

Lys Glu

Leu
25

Leu

Ala
40

His
Ile Leu
Pro

aArg

Arg Lys

17

Gly

10

Cys

Cys

Gly

Leu

Asp
90

Ala Trp

Gly Ala
Val

Tyr

His
60

Leu

Ile
75

Asp

Asn Asp

Pro

Ser

Gly

Met

Glu

Ile

gaattctgte
catcaacgaa
actgggagag
gatcatccge
gctcetectcea
tecagecact
cgactaceca
agcctcctac
caaggattca
agttgtctec

ctacaactat

val
15

Trp

Leu Val

30

Arg Asn

Lys Ser

Ile Val

Ala Met

95

val

Ser

Leu

Asn

Ile

80

Met

60

120

180

240

300

360

420

4380

540

600

660

699
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Hig Leu Glu Phe Lys Val Asn Tyr
100

Leu Pro Glu Glu Asn Gln Val Phe
115 120

Ala Gly Trp Gly Thr Val Val Tyr
130 135

Gln Glu Ala Asp Val Pro Leu Leu
145 150

Met Pro Glu Tyr Asn Ile Thr Glu
165

Glu Gly Gly Ile Asp Ser Cys Gln
180

Cyg Gln Glu Asn Asn Arg Trp Phe
195 200

Tyr Glu Cys Ala Leu Pro Asn Arg
210 215

Arg Phe Thr Glu Trp Ile Gln Ser
225 230

<210> 6

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido 3, un sustrato de la tripsina 1 humana

<400> 6
Gly Arg Ala Ser Cys
1 5

<210>7

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido 4, un sustrato de la tripsina 1 humana

<400>7
Gly Arg Ala Ser Thr Cys
1 5

<210> 8

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

18

Thr

105

Pro

Gln

Ser

Asn

Gly

185

Leu

Pro

Phe

Asp

Pro

Gly

Asn

Met

170

Asp

Ala

Gly

Leu

Tyr

Gly

Thr

Glu

155

Ile

Ser

Gly

Val

His
235

Ile

Arg

Thr

140

Arg

Cys

Gly

Val

Tyr
220

Gln

Asn

125

Ala

Cys

Ala

Gly

Thr

205

Ala

Pro

110

Cys

Asp

Gln

Gly

Pro

190

Ser

Arg

Ile

Ser

Ile

Gln

Tyr

175

Leu

Phe

Val

Ser

Ile

Leu

Gln

160

Glu

Met

Gly

Ser
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<220>
<223> péptido 5, un sustrato de la tripsina 1 humana

<400> 8
Gly Arg Ala Ser Thr Ser Cys
1 5

<210>9

<211>3

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido 6, un sustrato de la tripsina 1 humana

<400> 9
Gly Arg Cys
1

<210> 10

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido 7, un sustrato de la tripsina 1 humana

<400> 10

Gly Ser Arg Cys
1

<210> 11

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido 8, un sustrato de la tripsina 1 humana

<400> 11

Gly Ser Arg Ala Cys
1 5

<210> 12

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido 9, un sustrato de la tripsina 1 humana

<400> 12
Gly Ser Arg Ala Ser Cys
1 5

<210> 13

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido 10, un sustrato de la tripsina 1 humana

<400> 13

19
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Gly Ser Arg Ala Ser Thr Cys
1 5

<210> 14

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido 11, un sustrato de la tripsina 1 humana

<400> 14
Gly Ser Ala Thr Arg Ala Ser Thr Glu Lys Cys
1 5 10

<210> 15

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido 12, un sustrato de la tripsina 1 humana

<400> 15

Gly Pro Ala Arg Leu Ala Ile Ser Glu Cys
1 5 1Q

<210> 16

<211>3

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido 13, un sustrato de la tripsina 1 humana

<400> 16
Gly Pro Arg
1

<210> 17

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido 14, un sustrato de la tripsina 1 humana

<400> 17
Ser Arg Ala Lys
1

<210> 18

<211> 5932

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> pET28 vector que codifica la variante supercargada del tripsinégeno 1 humano

<400> 18

20



tggegaatgg
cagcgtgacce
ctttetegee
gtteccgattt
acgtagtggy
ctttaatagt
ttttgattta
acaaaaattt
teggggaaat
tecgeteatyg
teatatecagyg
actcaccgag
gtccaacatc
aatcaccatg
agacttgtte
cgttatteat
aattacaaac
tttcacctga

tggtgagtaa

gacgcgccct
gctacacttg
acgttegecg
agtgetttac
ceategeoct
ggactcttgt
taagggattt
aacgcgaatt
gtgecgeggaa
aattaattet
attatcaata
gcagttccat
aatacaacct
agtgacgact
aacaggccag
tegtgattge
aggaatcgaa
atcaggatat

ccatgcatca
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gtagcggcge
ccagcgecect
gettteceeg
ggcacctega
gatagacggt
tccaaactgg
tgccgattte
ttaacaaaat
ccectatttyg
tagaaaaact
ccatattttt
aggatggcaa
attaatttce
gaatccggtg
ccattacget
gectgagega
tgcaacecgge
tcttctaata

tcaggagtac

attaagcgceg
agcgeccget
tecaageteta
ceccaaaaaa
ttttegecect
aacaacactc
ggcctattgg
attaacgttt
tttattttte
catecgageat
gaaaaagecq
gatcctggta
cctcgtcaaa
agaatggcaa
cgtcatcaaa
gacgaaatac
geaggaacac
cctggaatge

ggataaaatg

21

gogggtgtgg
cctttegett
aategggggce
cttgattagg
ttgacgttgg
aaccctatct
ttaaaaaatyg
acaatttcag
taaatacatt
caaatgaaac
tttetgtaat
tceggtctgeg
aataaggtta
aagtttatgc
atcactegea
gegategetg
tgeccagegea
tgttttcecey

cttgatggtc

tggttacgeg
tcttceoctte
tecetttagg
gtgatggtte
agtecacgtt
cggtctattce
agctgattta
gtggcacttt
caaatatgta
tgcaatttat
gaaggagaaa
attccgactc
tcaagtgaga
atttctttec
tcaaccaaac
ttaaaaggac
tcaacaatat
gggatcgcag

ggaagaggca

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800

960

1020

1080

1140



taaattocgt
ctttgcecatg
tcgcacctga
tgttggaatt
ccettgtatt
cgtgagtttt
gatccttttt
gtggtttgtt
agagcgcaga
aactcetgtag
agtggecgata
cagcggtogg
accgaactga
aaggcggaca
ccagggggaa
cgtegatttt
gectttttac
teccectgatt
agccgaacga
tattttctce
caatctgcte
ggtcatgget
gcteceggea
gtttteaceg
gtgaagcgat
aagcgttaat
ggtcactgat
acgagagagg
ttgtgagggt
tcaatgocag

tgcgatgecag

cagecaghtt
tttcagaaac
ttgocecgaca
taatcgeggce
actgtttatg
cgttcocactg
ttctgegegt
tgcocggatca
taccaaatac
caccgectac
agtegtgtet
gctgaacggg
gatacctaca
ggtatccggt
acgcektggta
tgtgatgete
ggtteetgge
ctgtggataa
ccgagogcag
ttacgeatet
tgatgcegea
gogoocogac
tocgettaca
tocatcacega
tcacagatgt
gtctggette
gectecgtgt
atgetecacga
aaacaactgg
cgettegtta

atccggaaca
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agtctgacca
aactetggeg
ttatcgegag
ctagagcaag
taagcagaca
agecgtcagac
aatctgectge
agagctacca
tgtccttcta
ataccteget
tacegggttg
gggttegtge
geghgagcta
aageyggcagg
tetttatagt
gtcagggggg
cttttgotgg
cegtattace
cgagtcagty
gtgeggtatt
tagttaagce
accegecaac
gacaagctgt
aacgegcegag
ctgecctgtte
tgataaagcy
aagggggatt
tacgggttac
cggtatggat
atacagatgt

taatggtgca

teteatetgt
catcgggett
cccatttata
acgtttcceg
gttttattgt
cccgtagaaa
ttgcaaacaa
actcttttte
gtgtagecgt
ctgotaateo
gactcaagac
acacagooca
tgagaaagcyg
gtcggaacag
cctgtegggt
cggagectat
cottttgote
goctttgagt
agegaggaaqg
tcacacegea
agtatacact
acccogetgac
gaccgtetcoa
geagetgegy
atccgegtoc
ggccatgtta
tctgttcaty
tgatgatgaa
gcggegggac
aggtgtteea

gggcgctgac

22

aacatcattg
cceoatacaat
cccatataaa
ttgaatatgg
tcatgaccaa
agatcaaagg
aaaaaccace
cgaaggtaac
agttaggcca
tgttaccagt
gatagttace
gcttggageg
ccacgetbtcce
gagagcegeac
ttegeocacct
ggaaaaacgce
acatgttett
gagcetgatac
cggaagagcy
tatatggtge
ccgetatege
gegcoectgac
gggagctgea
taaageteat
agctegttga
agggeggttt

ggggtaatga

catgeceggt
cagagaaaaa

caggatagee

ttcegegttt

geaacgctac
cgatagattg
tcagcatcca
ctcataacac
aatcecttaa
atcttottga
gctaccagcg
tggcttcage
ccacttcaag
ggctgotgeo
ggataaggeg
aacgacctac
cgaagggaga
gagggagctt
ctgacttgag
cageaacgeyg
tectgegtta
cgetegooge
cctgatgcgyg
actctcagta
tacgtgactyg
gggcettgtet
tgtgtcagqag
cagoegtggte
gtttetecag
tttcctgttt
taccgatgaa
tactggaacyg
tcacteaggyg
ageageatec

ccagacttta

1200

1260

13290

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

13290

1380

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000



cgaaacacgg
gecagtcgett
ccgccagect
catgeeggeg
ggcttgageyg
getocagega
gagttgcatg
ccggaaggag
atgagtgagc
cetgtegtge
tgggcgecag
cegoectggoc
aatcctgttt
atcccactac
cgcccagege
geatttgeat
teggetgaat
agacagaact
gctccacgec
ggtcagagac
catcctggtce
tgtgcacoge
tggeacccag
gggocagact
ccacgcggtt
tcgcagaaac
catactctgce
ctteocgggeg
tetogacget
cegttgagea
ccggocacgyg

cgagcccgat

aaaccgaaga
cacgttcget
agecgggtcec
ataatggect
agggcgtgea
aagcggtect
atasagaaga
ctgactgggt
taacttacat
cagctgeatt
ggtggttttt
ctgagagagt
gatggtggtt
cgagatatcc
catctgatcg
ggtttgttga
ttgattgega
taatgggece
cagtcgegta
atcaagaaat
atccagcgga
cgetttacag
ttgateggeg
ggaggtggea
gggaatgtaa

gtggctggee

gacatcgtat
ctatcatgee
ctecettatg
cagecgecge
ggecotgceoac

cttcoccceatce
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ccattcatgt
cgcgtategy
tcaacgacag
gettetegee
agattccgaa
cgccgaaaat
cagtcataag
tgaaggectct
taattgogtt
aatgaategy
cttttcacea
tgcagcaage
aacggcggga
gcaccaacgc
ttggcaacca
aaaccggaca
gtgagatatt
gctaacageg
ccgtctteat
aacgccggaa
tagttaatga
gettogacge
cgagatttaa
acgecaatca
ttcagctceg
tggttcacca
aacgttactg
ataccgegaa
cgactectge
aaggaatggt

catagccacg

ggtgatgtcy

tgttgoctcag
tgattcattc
gagcacgatc
gaaacgtttg
tacogcaage
gacccagage
tgeggogacyg
caagggcatc
gcgctcactg
ccaacgogeyg
gtgagacggg
ggtccacget
tataacatga
gcagcccgga
gcatcgcagt
tggeacteca
tatgocagee
cgatttgetg
gggagaaaat
cattagtgca
tcagcccact
cgettegtte
tegecgegac
gcaacgactyg
ccatcgccge
cgcgggaaac
gtttcacatt
aggttttgeg
attaggaage
gcatgcaagg
ccgaaacaag

gcgatatagg

23

gtogocagacyg
tgctaaccag
atgcgcaccce
gtggegggac
gacaggccga
goetgaoggea
atagtcatgc
ggtcgagatc
cccgecttteoe
gggagaggcg
caacagcetga
ggtttgocce
gctgtctteg
cteoggtaatg
gggaacgatg
gtegecttee
agdeagacge
gtgacccaat
aatactgttyg
ggcagcttcc
gacgcgttge
taccatcgac
aatttgegac
tttgdocgee
ttocactttt
ggtctgataa
caccaccctyg
ccattegatg
agcccagtag
agatggegec
cgotocatgag

cgccagcaac

ttttgcageca
taaggcaacc
gtggggcege
cagtgacgaa
tcategtege
cctgtactac
ccecgegecca
ccggtgecta
agtcgggaaa
gtttgagtat
ttgeeettea
agcaggcgaa
gtatcgtcgt
gcgogcattyg
ccctcattca
cgttecgeta
agacgdgoeg
gocgaccagat
atgggtgtct
acagcaatgg
gcgagaagat
accaccacge
ggegegtgea
agttgttgtg
tcccgogttt
gagacaccgg
aattgactct
gtgtceggga
taggttgagy
caacagtcece

cccgaagtgg

cgcacctgtg

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

444

4500

4560

4620

4680

474()

4800

4860

4920



gegeeggtga
aattaatacg
ttttgtttaa
gggggctaca
cacttetgtyg
aagtecegea
cagttcatca
aatgacatca
atctctctge
aacactgcoga
ctgagecagg
gtgggetteg
tgcaatggac
cctggagtct
aatagctaac
aaggaagcetyg

tetaaacgygg

tgcecggeocac
actcactata
ctttaagaag
actgtgegge
gtggctecct
tecaggtgag
atgcagccaa
tgttaatcaa
ccaccgcocce
getetggege
ctaagtgtga
ttgagggagy
agctccaagg
acaccaaggt
tcgagcacca
agttggetge

tettgagggg
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gatgcgtccg
ggggaattgt
gagatatacc
geattetgte
catcaacgaa
actgggagag
gatcatccge
gctctcctca
toccageccact
caaaaaccea
agectectac
caaggatteca
agttgtctce
ctacaactat
ccaccaccac
tgecaceget

ttttttgetg

gcgtagagga
gagcggataa
atgggectttg
ccctaccagg
cagtgggtgg
cacaacatca
cacccccaat
cgtgcagtaa
ggcacgctgt
gacetgetge
cetggaaaga
tgtcagggty
tggggtgaty
gtgaaatgga
cactgagatc
gagcaataac

aaaggaggaa

24

tcocgagatcte
caattccecct
atgatgatga
tgtecctgaa
tatcageagyg
aagtectgga
acgacaggaa
tcaacgccaa
goctcatcte
agtgectgaa
ttaccageaa
attetggtgg
gctgtgccca
ttaagaacac
cggctgctaa
tageataacce

ctatatcecgg

gatcccgcega
ctagaaataa
caagatcgtt
ttetggetae
ccactgetac
ggggaatgag
gactctgaac
agtgtccacc

tggctggggce

cgetectgtyg
catgttetgt
coctgtggte
gaagaacaag
catagctgcc
caaagcccga
cettggggee

at

49880

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5932
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REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido que tiene al menos una identidad en la secuencia del 90 % con el polipéptido de la SEQ ID NO 03,
y que comprende las sustituciones:

- el residuo de aminoacido E64 es sustituido por un residuo de aminoacido que comprende una cadena lateral
con carga positiva,

- el residuo de aminoacido K123 es sustituido por un residuo de aminoacido que comprende una cadena lateral
alifatica y

- los residuos de aminoacido Y139 y D147 son sustituidos por un residuo de glutamina o de asparagina, y

en el que dicho polipéptido esta caracterizado por que:

- un residuo de aminoacido seleccionado entre E16, E17 y/o E142 es sustituido por un residuo de aminoacido
que comprende una cadena lateral alifatica, y/o

- el residuo de aminoacido N18 es sustituido por un residuo de histidina, y/o

- el residuo de aminoacido R107 es sustituido por un residuo de lisina, y/o

- el residuo de aminoacido D138 es sustituido por un residuo de lisina o de arginina, y

en el que

* las posiciones de las sustituciones de aminoacido se refieren a la secuencia de aminoacidos del
tripsindgeno 1 natural humano segun la SEQ ID NO: 3;

« dicho polipéptido es escindible en un polipéptido que tiene una actividad enzimatica similar a la natural
cuando se compara con la tripsina 1 humana; y

» dicho polipéptido no muestra una autoactivacion significativa.

2. El polipéptido segun la reivindicacion 1, en el que todos los E16, E17 y E142 son cada uno independientemente
sustituidos por un residuo de aminoacido que comprende una cadena lateral alifatica.

3. El polipéptido segun la reivindicacion 1 o 2, en el que dicho polipéptido se caracteriza por una sustitucion de
aminoacido seleccionada entre la E16A, la E17A, la N18H, la E64K, la R107K, la K123L, la D138K, la Y139N, la
E142L y la D147N.

4. El polipéptido de la reivindicacion 1, que tiene una identidad en la secuencia de al menos el 90 % con la SEQ ID
NO 01 y que contiene las sustituciones de aminoacido E16A, E17A, N18H, E64K, R107K, K123L, D138K, Y139N,
E142L y D147N.

5. Una secuencia de acidos nucleicos que codifica un polipéptido segun se reivindica en cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4.

6. La secuencia de acidos nucleicos segun la reivindicacion 5, que consiste en, o que comprende, la SEQ ID NO 02
ola SEQID NO 18.

7. Una célula hospedadora que comprende una secuencia de acidos nucleicos que codifica un polipéptido segun se
reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4.

8. Un método para la elaboracion de un polipéptido segun se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4,
que comprende el uso de una célula hospedadora segun la reivindicacion 7.

9. Un método para la cuantificacién de un analito, que comprende las etapas de:

- proporcionar un volumen de reaccion,

- afiadir a dicho volumen de reacciéon en una primera etapa, un analito y un primer ligando capaz de unirse
9especificamente al analito con una constante de disociacion igual o inferior a 10™ molll, 107 mol/l, 10® mol/l 0 10°

mol/l,

- afadir a dicho volumen de reaccién, en una segunda etapa, un segundo ligando capaz de unirse
especificamente a dicho primer ligando con una constante de disociacion igual o inferior a 10 moll/l, 107 moll/l,
10" mol/l 0 10 mol/l, en el que el segundo ligando comprende un primer polipéptido,

- afadir a dicho volumen de reaccién, en una tercera etapa, un polipéptido precursor, en el que dicho polipéptido
precursor es escindible por dicho primer polipéptido en un segundo polipéptido y un sustrato peptidico de dicho
segundo polipéptido que comprende un primer compariero de FRET luminiscente y un segundo compafiero de
FRET, en el que dicho primer compafiero de FRET y dicho segundo compafiero de FRET son capaces de
interactuar de tal forma que la sefial luminiscente de dicho primer compafero de FRET cambia con la
aproximacion espacial de dicho primer compafiero de FRET y dicho segundo compariero de FRET, y en el que
dicho sustrato es escindible por dicho segundo polipéptido entre dicho primer compariero de FRET y dicho
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segundo compariero de FRET,
- la cuantificacion de la cantidad de dicho analito mediante la mediciéon de la luminiscencia de dicho primer
compafiero de FRET y/o de dicho segundo compariero de FRET,

caracterizado por que
dicho polipéptido precursor es un polipéptido segun se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4.

10. El método segun la reivindicacion 9, en el que dicho sustrato es o comprende un péptido caracterizado por una
secuencia de aminoacidos seleccionada entre la SEQ ID NO 06, la SEQ ID NO 07, la SEQ ID NO 08, la SEQ ID NO
09, la SEQ ID NO 10, la SEQ ID NO 11, la SEQ ID NO 12, la SEQ ID NO 13, la SEQ ID NO 14, la SEQ ID NO 15, la
SEQ ID NO 16y la SEQ ID NO 17.

11. El método segun la reivindicacion 9 o 10, caracterizado por que dicho primer polipéptido que tiene una actividad
proteolitica es o comprende la cadera ligera catalitica de la enteropeptidasa humana o un polipéptido caracterizado
por la SEQ ID NO 05.

12. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 11, caracterizado por que dicho primer compariero
de FRET se selecciona entre fluoresceina y [EuL]H.

13. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 12, en el que dicho segundo compafiero de FRET se

selecciona entre Atto612Q, Cy5, TAMRA, BHQ-0, BHQ-1, BHQ-2, BHQ-3 BHQ-10, Dabysilo, QXL 490, QXL 570,
QXL 610, QXL 670, QXL 680, lowa black FQ, lowa black RQ, IRDye QC-1 y Eclipse Dark Quencher.
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Fig. 1
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Fig. 2
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Fig. 3
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Fig. 4
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ATGGGCTITIGATGATGATGACRAGARTCGTIGEGEECTACAACTEIGCGEEC
SRR AR IR R AR R R AR AR
ATGGGCTTIGAT GATGAT GACAAGATCETIGEGEGITACRACTGTGAGGA

GCATTCTGICCCCTACCAGGTGTCCCTGAATICT GEGCTACCACTICTGIG
[N R R R R R R R S AR R R R R RR R AR RRRRRE R R R RE R
GARTICTGTCCCCTACCAGGIGTCCCTGRAATICTGGCTIACCRCTICIGIG

GIGGCTCCCTCRTICARCGRARCAGTIGGGTIGETAICAGCRGGCCACTGCTRC
R RN R R R R R R R R RN AR RN ERER IR RN RN
GTGECTCCCICATCAACGRACAGTIGEETIGS féquuCAGGCCACIGC?AC

AAG?CCSGC&TCCAGGTGRGAC*GGGABﬁECﬁEﬁA”A*ﬁ STCCIGGA
AR RN R NN R R R R RN RN RN R AR AR
RAGTGQ”GCRIC”%UGTGAERCTGHGhuhwCAQRA»RTCGAKGTECTG@R

GEEEAATGRGLAGT TCATCRATGCAGCCARGRICAT COGUCACCCCCART
SRR RN R R R R R R RN R R AR R RER 1R
GoGEAATGAGIARGT TCATCRATGCAGCCARGAT CATCCGUCRCCUCCAART

ACGAC&GGAAG&CiCIGAACAEIG&CAICAI”TTAATCAAGCICICCTCA
N R R R R R R AR R R RN R R R R R AR AR ARRRERERERER

ECGACAGGRAGACTCTGRACART GE"AICA”“ITAATCA&GCTCTC TCA

ORI GCAGTARTCARCGCCAAAGTGTCCACCATICT CICIGUCCRCCGLCCC
R SR RN RN R R R R R R AR R R R RN AR AR IR NSRRI
CGTGCAGTRATCRAACGCCCGCGTGTCCACCATCICTICTGLCCRCCGLCCC

TCCAGCCACZGGCASGCTGIGCCIFA’ CICIGGCTGGEGCARCACTGCGA
A R R R R T R R R R AR RN RS R R R AN AR EE R RN R R

TCCAGC AC" CACGAAGTGCCTCATCTCIGGCTGGGGCAACACTGOGA

CICTGEUECCARAARCCCAGRCCTECIGCAGT GCCTGARCGLITCCTGIG
IR R A R R R R AR R A E R R R R R L AR AR R AR R
GLTCTGGCCCOEACTACCCAGACGAGCTGCAGT GCCTGGACGLTCCTGIG

CTGAGCCAGGCTAAGTOTIGAAGCCTCCTACCCIGGRARGATTACCAGCAA
?E%E?Eli-ﬁTf%?*%‘fs RERERER SRR R RR AR RN SRR ERE ]
CIGAGCCAGGCTAAGTGTGRAGCCT CCTACCCT GGRARGAT TACCAGCAR

CARIGIICIGIGIGEELITCCIIGAGEGAGGLARGGATICATEICAGGETG
SRR R R R R RN R RN R0
CRTGTTHMG:GTHGUETrcCZTGAGGGEGGCEASGATT:AIGTCRGGGTG

ATICTGGTEG0CCTOTG6TCTGCAATGEACAGCT CEARGEAGTTBTCTC
S I R I R R TR LR R AR IR NN R RN AR Y
ATTCTGGTGGCCCTGTGETCTGCAATGGACAGCTCCARGGAGTTETCTCE

TEEEETGATGECIGTGUCCAGAAGRACARGCCTGGAGTCTACACCAAGET
SR R R RN N R R R R R R R R R R RN R R E R R R R RN AR RRRRRRRRRRRE
TEEEETGATIGECTIGIGUCCAGRAGRALAAGCCTGEAGTCTACALCARGET

CTRCARCTATOIGARAT GGATTALGARCACCATAGETGCCARTAGCTAS
RS R R R R R R R R S R R R R RN RN R IR RN R
CTARCRACT “G“uAﬁATGuA?IAAGAR;A»CEIAG»TGVCQﬁIaECTAA
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Fig. 5
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Fig. 6
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Fig. 7
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Fig. 8
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Fig. 9
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Fig. 10
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Fig. 11
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