ES 2686141 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA

@NUmero de publicacion: 2 686 141
GDint. Ci.;

C12Q 1/37 (2006.01)

T3

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud internacional: ~ 24.10.2014  PCT/US2014/062260

Fecha y nimero de publicacién internacional:

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud europea:

30.04.2015 WO15061738
24.10.2014  E 14805702 (9)

Fecha y nimero de publicacién de la concesion europea: 04.07.2018  EP 3060677

Tl’tulo: Ensayo enzimatico con fluoréforos duplicados

Prioridad:

25.10.2013 US 201361895533 P
30.10.2013 US 201361897352 P
19.06.2014 US 201462014586 P
01.10.2014 US 201462058532 P

Fecha de publicacién y mencion en BOPI de la
traduccion de la patente:
16.10.2018

@ Titular/es:

BIOMADISON, INC. (100.0%)
1568 Luneta Drive
Del Mar, CA 92014, US

@ Inventor/es:
TUCKER, WARD C.

Agente/Representante:
PONS ARINO, Angel

AViso:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin Europeo de Patentes, de
la mencion de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del

Convenio sobre Concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2686 141 T3

DESCRIPCION
Ensayo enzimatico con fluoréforos duplicados
Campo de la invencion

El campo de la invencion es el de los ensayos de proteasas, especialmente los relacionados con neurotoxinas de
Clostridium botulinum.

Antecedentes

Las neurotoxinas botulinicas (BoNT) son producidas por Clostridium botulinum, y se encuentran entre las toxinas
mas potentes conocidas. Estas toxinas son una fuente bien reconocida de intoxicacion alimentaria, que resulta
frecuentemente en dafios graves o incluso la muerte de las victimas. Existen una serie de neurotoxinas botulinicas o
serotipos estructuralmente similares (BoNT/A-G, y un BoNT/H propuesto), cada uno de los cuales se compone de
una cadena pesada (~100 kD) y una cadena ligera (~50 kD). La cadena pesada media la entrada de la toxina en
una célula objetivo a través de endocitosis mediada por receptor. Una vez internalizada, la cadena ligera se
transloca del lumen de la vesicula endosomal al citosol, y actia como una proteasa dependiente de zinc para
escindir las proteinas especificas de sustrato que median la fusién de membrana objetivo a vesicula, un proceso que
es clave para liberar neurotransmisores.

Las proteinas sustratos de BoNT incluyen la proteina de membrana celular sintaxina, la proteina de membrana
periférica SNAP-25, y la proteina de membrana vesicular sinaptobrevina (Syb). Estas proteinas se denominan en
conjunto proteinas SNARE (receptor de proteina de unién a factor sensible a N-etilmaleimida soluble). La escision
de las proteinas SNARE bloquea la fusion de las vesiculas con la membrana celular y anula la liberacién de
neurotransmisores a las uniones neuromusculares. Entre las proteinas SNARE, la sintaxina y la SNAP-25 residen
usualmente en la membrana objetivo y por lo tanto se denominan t-SNARE, mientras que la sinaptobrevina se
asocia exclusivamente con vesiculas sinapticas dentro de la sinapsis y se denomina v-SNARE. Juntas, estas tres
proteinas forman un complejo que se piensa que sea la maquinaria minima necesaria para mediar la fusién entre la
membrana de la vesicula y la membrana plasmatica. BONT/A, E, y C escinden SNAP-25, mientras que BoNT/B, D,
F, y G escinden sinaptobrevina (Syb) en sitos separados y distintos. BONT/C también escinde sintaxina ademas de
SNAP-25. Ya que las BoNT actian como enzimas, incluso cantidades minimas pueden tener un efecto devastador
en un individuo afectado.

Mientras que la toxina botulinica es una fuente de intoxicacién alimentaria y tiene potencial para su uso como un
arma para el terrorismo biolégico, existen aplicaciones terapéuticas. Recientemente, la toxina botulinica se ha
utilizado para tratar afecciones asociadas con contracciones musculares no deseadas (tales como estrabismo) y en
el tratamiento de migrafas persistentes. También se usa ampliamente para fines cosméticos, donde la paralisis
selectiva de musculos pequefios debajo de la piel reduce temporalmente la aparicion de arrugas relacionadas con la
edad. Con tal uso generalizado existe la necesidad de caracterizar sensiblemente y rapidamente las proteinas
BoONT. Este proceso se complica por la necesidad de cuantificar con precision la actividad de BoNT en lugar de
simplemente cuantificar la cantidad de proteina BoNT presente, ya que los procesos de purificacion utilizados para
aislar estas proteinas pueden conducir a un grado significativo de desnaturalizacion y la resultante inactivacion de
estas proteinas.

Actualmente, un método cominmente usado para detectar las BoNT y cuantificar su actividad es realizar ensayos de
toxicidad mediante el uso de ratones. Dichos métodos requieren el uso de grandes cantidades de ratones,
consumen mucho tiempo y no pueden usarse para estudiar la cinética catalitica de la toxina. También se han
desarrollado varios sistemas de inmunoensayo basados en anticuerpos desarrollados contra proteinas BoNT, pero
aungue dichos ensayos pueden ser Utiles para cuantificar la cantidad de proteina BoNT presente no pueden usarse
para determinar la actividad enzimatica de la toxina. Se han desarrollado métodos para detectar productos de
reaccion de BoNT para medir las actividades enziméticas de estas toxinas, por ejemplo, mediante el uso de HPLC o
inmunoensayos dirigidos a productos de escision. Estos métodos, sin embargo, generalmente son complejos,
consumen tiempo, y pueden ser caros (por ejemplo, utilizan anticuerpos especializados), lo que los hace dificiles de
automatizar e inaplicables para el tamizaje a gran escala.

Recientemente, los investigadores han comenzado a explorar el uso de los métodos de transferencia de energia por
resonancia de fluorescencia (FRET) para cuantificar las actividades enzimaticas. Los métodos de FRET implican el
uso de dos porciones fluorescentes, un fluoréforo donor y un fluoréforo aceptor. El espectro de emision del fluoréforo
donor se solapa con el espectro de excitacion del fluoréforo aceptor, y bajo condiciones definidas y a una separacion
y orientacién apropiada de los fluoréforos la excitacién del fluoréforo donor puede conducir a la emision del fluoréforo
aceptor. La eficiencia de esta transferencia de energia es altamente dependiente de la distancia entre el fluor6foro
donor y el fluoréforo aceptor, y se han desarrollado varios ensayos de fluorescencia para explotar este fendmeno.
Para su aplicacion en los ensayos basados en células, tales sondas FRET pueden generarse dentro de la célula
mediante manipulacién genética. En un enfoque de proteinas fluorescentes, en particular la Proteina Fluorescente
Verde y variantes de esta como se describe en la solicitud de patente internacional WO2008/145301A1 (otorgada a
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Tasdemir y Corazza), se usan frecuentemente ya que estas proteinas no necesitan la adicion de un cofactor o
sustrato para fluorescer. Algunos de estos ensayos son capaces de detectar la actividad enzimatica. Por ejemplo, la
patente de los Estados Unidos nim. 7,749,759 (otorgada a Fernandez-Salas, Steward, y Aoki) describe el uso de
células que contienen un sustrato para una toxina de Clostridium, donde el sustrato (que se expresa a partir de un
constructo genético) incluye un fluoréforo donor y un fluoréforo aceptor separados por un péptido que es escindido
por la toxina de Clostridium. La exposicion a la toxina de Clostridium da como resultado la escisién del sustrato, y la
posterior separacion entre el fluor6foro donor y el fluor6foro aceptor da como resultado los cambios en la
fluorescencia observada. Tales ensayos basados en FRET, sin embargo, tienen limitaciones. El espectro de
excitacion del fluoréforo donor y del fluor6foro aceptor frecuentemente se solapan, lo que resulta en una sefial de
fondo inherentemente alta del fluoréforo aceptor incluso en ausencia de FRET. De manera similar, en algunos
constructos reporteros los fluoréforos pueden auto agregar, formar complejos de fluoréforos dentro de y/o entre
constructos agregados que no se disocian en la escisién de un sitio objetivo. Ademads, el uso de secuencias
peptidicas mas grandes como sitios de escisién para acomodar sitios mas complejos de unién a enzimas y de
escision (por ejemplo, los de neurotoxinas de Clostridial) puede reducir dramaticamente la eficiencia de la
transferencia de energia entre fluor6foros separados por tales secuencias peptidicas.

Como un resultado de esta baja eficiencia y alta fluorescencia de fondo, los constructos basados en FRET se
sobreexpresan frecuentemente dentro de las células, lo que resulta en toxicidad celular y agregacion de constructos
indeseables. La patente de los Estados Unidos num. 6,936,428 (otorgada a Davis y Vellencourt) describe un
enfoque en el cual la fluorescencia de fondo en los constructos de FRET que utilizan proteinas fluorescentes
donoras y aceptoras se reduce mediante el uso de constructos en los que los pares de fluor6foros de proteina
multimérica se ubican para formar homodimeros intramoleculares, lo que reduce de esta manera la formacién de
heterodimeros de donores/aceptores que generan la fluorescencia de fondo. Alternativamente, la patente de los
Estados Unidos 8,067,231 (otorgada a Fernandez-Salas y otros) describe un ensayo basado en células en el que se
observa un cambio en la distribucion de la fluorescencia observable desde una membrana celular al espacio
citoplasmatico celular, sin embargo tal caracterizacién necesita instrumentos Opticos sofisticados y analisis de
imagenes.

La solicitud de patente internacional WO 00/26408 A2 describe unos sistemas y un método para el analisis de
sistemas Opticos de células para determinar rapidamente la distribucion, ambiente o actividad de moléculas
reporteras etiquetadas con fluorescencia en células para el propésito de tamizar grandes cantidades de compuestos
para los que afectan especificamente las funciones bioldgicas particulares. Esta incluye un ejemplo que usa
multiples fluoréforos reporteros y describe un constructo con multiples insertos de una "segunda secuencia sefial"
gue sirve como un "dominio de direccionamiento de reactivo". De acuerdo con la descripcion de WO 00/26408 A2 un
dominio de direccionamiento de reactivo sirve para dirigir el reactivo (un constructo intacto) a una porcion diferente
de la célula; la liberacion de la porcion diferente de la célula es un indicio de la escisidon que libera la primera
secuencia sefial.

La solicitud de patente de los Estados Unidos US 2013/065259 Al describe ensayos convencionales de
inmunocaptura, que utilizan anticuerpos inmovilizados dirigidos a neurotoxinas botulinicas para capturar dichas
neurotoxinas y la caracterizacién de la actividad proteolitica de neurotoxinas sobre la fase sélida después de una
etapa de lavado.

Cuando una definicion o uso de un término en una referencia es inconsistente o contrario a la definicion de ese
término proporcionado en la presente, se aplica la definicion de ese término proporcionado en la presente y la
definicion de ese término en la referencia no se aplica.

Por lo tanto, se necesitan composiciones y métodos mejorados para proporcionar una caracterizacion rapida y
precisa de las BONT y las actividades de BONT.

Breve descripcion de la invencion

La presente invencion proporciona un constructo reportero de acuerdo con la reivindicaciéon 1 y un método de
acuerdo con la reivindicacion 10. El constructo o método puede usarse en ensayos que detectan neurotoxinas
botulinicas (BoNT). El constructo de acuerdo con la reivindicacion 1 incluye al menos dos ejemplos del mismo
reportero, tal como un fluoréforo o croméforo. El constructo incluye un sitio de anclaje que une el constructo a una
membrana celular y/o vesicular, que a su vez proporciona proteccion del reportero de una actividad degradativa en
el citosol. El constructo también incluye un sitio de escision que separa el sitio de anclaje de al menos uno de los
reporteros y también sirve como un sustrato para una actividad enzimatica (por ejemplo, actividad proteasa). La
actividad enzimatica en el sitio de escision libera el reportero del constructo; la degradacién posterior de los
reporteros en el citosol da como resultado un cambio medible a partir de una sefial de linea base que es
proporcional a la actividad enziméatica.

Las modalidades del concepto de la invencion incluyen un constructo reportero que puede usarse para caracterizar
una actividad enzimatica (por ejemplo, la actividad de una neurotoxina botulinica), y las células que incluyen un
acido nucleico que codifica un constructo reportero tal. El constructo reportero incluye un dominio de anclaje a
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membrana que interactia con una membrana de una célula (por ejemplo, una membrana plasmatica o una
membrana vesicular), un dominio reportero que incluye dos o mas apariciones de un péptido generador de sefial
(por ejemplo, una secuencia peptidica que corresponde a una proteina fluorescente o que tiene al menos 80 % de
identidad de secuencia con la Proteina Fluorescente Verde), y un sitio de escision que se localiza entre el sitio de
anclaje a membrana y el dominio reportero. Los péptidos generadores de sefial producen sefiales indistinguibles, y
la sefial total producida por el dominio reportero es un agregado de estas sefiales individuales aun indistinguibles. El
sitio de escision incluye un péptido que es susceptible a escision por la actividad enzimatica (por ejemplo una
proteina SNARE o un fragmento de esta), y tal escision da como resultado la liberacién del dominio reportero en el
citoplasma. Tales sitios de escision pueden seleccionarse para que sean susceptibles a la escisién por mas de una
enzima (por ejemplo, BoNT/A y BoNT/E). El dominio reportero experimenta eventos degradativos después de la
liberacion en el citoplasma, con eventos degradativos separados que provocan una pérdida de sefial de cada uno de
los péptidos generadores de sefial y que dan como resultado una pérdida gradual de la sefial agregada del dominio
reportero. En algunas modalidades un péptido enlazador se interpone entre los péptidos generadores de sefial. En
una modalidad preferida del concepto de la invencion, el constructo puede escindirse por mas de una enzima, y
muestra un sesgo reducido con respecto a la susceptibilidad de la escision por una actividad enzimatica (por ejemplo
BoNT/A) sobre una segunda actividad enzimatica (por ejemplo BoNT/E) en relacién con un constructo analogo que
tiene un dominio reportero con un péptido generador de sefial Unico. En algunas modalidades el constructo reportero
incluye un dominio reportero auxiliar que proporciona una sefial que es distinguible de la del dominio reportero.

De acuerdo con la presente invencién, se proporciona un método de acuerdo con la reivindicacion 10 para
caracterizar una actividad enzimatica proporcionando una célula que expresa el constructo reportero de acuerdo con
la reivindicacion 1, poniendo en contacto la célula con una muestra con sospecha de incluir la actividad enzimatica, y
observando una disminucién de una sefal generada por el constructo reportero en presencia de la actividad
enzimatica. El constructo reportero incluye un dominio de anclaje a membrana que interactla con una membrana de
una célula (por ejemplo, una membrana plasmética o una membrana vesicular), un dominio reportero que incluye
dos 0 més apariciones de un péptido generador de sefial (por ejemplo, una secuencia peptidica que corresponde a
una proteina fluorescente y/o que tiene al menos 80 % de identidad de secuencia con la Proteina Fluorescente
Verde), y un sitio de escisién que se localiza entre el sitio de anclaje a membrana y el dominio reportero. Los
péptidos generadores de sefial producen sefiales indistinguibles, de manera que la sefial total producida por el
dominio reportero es un agregado de estas sefiales individuales aun indistinguibles. El sitio de escision incluye un
péptido que es susceptible a escisién por la actividad enzimatica (por ejemplo una proteina SNARE o un fragmento
de esta), y tal escisién da como resultado la liberacion del dominio reportero en el citoplasma. EI dominio reportero
experimenta eventos degradativos después de la liberacion en el citoplasma, con eventos degradativos separados
que provocan una pérdida de sefial de cada uno de los péptidos generadores de sefial y que dan como resultado
una pérdida gradual de la sefial agregada del dominio reportero. En algunas modalidades la sefial agregada del
dominio reportero es observable después de la pérdida de la sefial de uno de los péptidos generadores de sefial a
partir de un evento degradativo. En una modalidad preferida del concepto de la invencion, el constructo puede
escindirse por mas de una enzima, y muestra un sesgo reducido con respecto a la susceptibilidad de la escision por
una actividad enzimatica (por ejemplo BoNT/A) sobre una segunda actividad enzimatica (por ejemplo BoNT/E) en
relaciéon con un constructo analogo que tiene un dominio reportero con un péptido generador de sefial Unico.

En algunos métodos del concepto de la invencién se proporciona una sefial de referencia que es distinguible de la
sefial proporcionada por el dominio reportero y puede utilizarse para la normalizacion de la sefial a partir del dominio
reportero del constructo reportero. En algunas modalidades se proporciona la sefial de referencia mediante la
inclusién de un reportero auxiliar con el constructo, donde el reportero auxiliar produce una sefial distinguible a partir
del dominio reportero y no se afecta por la actividad enzimatica. En otras modalidades se proporciona la sefial de
referencia mediante poniendo en contacto la célula con un colorante de células (por ejemplo un colorante de
membranas o un colorante de nucleo/nuclear). Tal colorante de células puede ponerse en contacto con la célula
antes, durante, o después de poner en contacto la célula con la actividad enzimatica.

Breve Descripcion de los Dibujos

Las figuras 1A a ID representan esquematicamente los constructos del concepto de la invencion y muestran los
resultados tipicos. Las figuras 1A a 1C representan esquematicamente los constructos del concepto de la invencion
que tienen dos péptidos reporteros idénticos en varias configuraciones. La figura ID muestra los resultados tipicos de
un ensayo basado en células para dos neurotoxinas botulinicas diferentes (BoNT/A, BoNT/E), utilizando un reportero
configurado como se muestra en la figura 1A. Los resultados también se muestran para células que expresan un
constructo analogo que porta un reportero Unico. Sorprendentemente, el sesgo entre la sensibilidad de BoNT/A 'y de
BoNT/E se reduce dramaticamente en células que expresan el constructo del concepto de la invencion.

Las figuras 2A a 2K representan esquematicamente constructos del concepto de la invencién que incluyen dos
reporteros idénticos y un tercer reportero, idéntico.

La figura 3 representa un ensayo basado en células de la invencion en el que el constructo incluye un dominio de
anclaje a membrana celular.
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La figura 4 representa un ensayo basado en células de la invencion en el cual el constructo incluye un dominio de
anclaje a membrana vesicular.

La figura 5 muestra una metodologia de ensayo de la invencion.
La figura 6 muestra una metodologia de ensayo alternativa de la invencion.

La figura 7 muestra los espectros de excitacion y emisiéon de una proteina fluorescente(eYFP) y un colorante
secundario,

La figura 8 representa esquematicamente un método de ensayo del concepto de la invencién que incorpora el uso
de un colorante secundario.

Las figuras 9A y 9B muestran los datos ilustrativos de un ensayo del concepto de la invencion, en ausencia de la
correccion y con la normalizacion de los datos mediante el uso de un colorante secundario, respectivamente.

La figura 9C muestra las fotomicrografias producidas mediante el uso de microscopia fluorescencia y de campo claro
de células que expresan un constructo del concepto de la invencidén, en ausencia y en presencia de una toxina
botulinica correspondiente.

Descripcion detallada

Las modalidades del concepto de la invencion utiliza una o méas células que incluyen un constructo (por ejemplo
introducido mediante la expresion después de la transfeccion y/o la microinyeccién) que incluye los componentes
gue secuestran una porcion o region reportera observable en una regién protegida y una regién sensible a analito.
La porcidn reportera puede incluir dos o méas reporteros idénticos. Tales regiones protegidas pueden estar cerca de
una membrana celular y/o una membrana vesicular. La interaccion de la regién sensible a analito con el analito da
como resultado la liberacion del reportero de la region protegida mediante un evento de escision, que - de acuerdo
con la presente invencion - da como resultado la degradacion del reportero y un cambio observable en la sefial del
reportero. Los ejemplos de analitos pueden incluir enzimas proteoliticas, y en tales casos la region sensible a analito
puede ser un sitio de escision que puede servir como un sustrato enzimatico.

Varios objetos, caracteristicas, aspectos y ventajas de la materia de la invencion se haran mas evidentes a partir de
la siguiente descripcién detallada de modalidades preferidas, junto con las figuras de los dibujos adjuntas en las que
los mismos nimeros representan los mismos componentes.

Las modalidades del concepto de la invencion incluyen los métodos en los que tales constructos se expresan en
células, que se exponen posteriormente a un analito de interés (por ejemplo, una toxina de Clostridium botulinum y/o
de Clostridium tetani). Tales células pueden ser células con division bloqueada. Deberia apreciarse que la
disposicién y la composicion de constructos novedosa del concepto de la invencion tienen un impacto directo en el
mecanismo y en las caracteristicas de rendimiento de tales ensayos. En modalidades preferidas de la descripcion, la
exposicion al analito de interés da como resultado un evento de escision en una region o dominio del constructo
sensible al analito, que da como resultado la liberacion de un fragmento de constructo que incluye una region
reportera que porta dos o mas regiones generadoras de sefiales idénticas (por ejemplo un par de fluoréforos
idénticos) cada uno de los cuales genera una sefial detectable. A diferencia de constructos y métodos que utilizan
fluoréforos dispuestos como pares FRET (por ejemplo, diferentes fluoréforos dispuestos como pares hetero-FRET
y/o fluoréforos similares o idénticos dispuestos como pares homo-FRET), cada una de las regiones generadoras de
sefial de un reportero liberado como un fragmento de constructo contribuye directamente a una sefial agregada
detectable tanto antes como inmediatamente después del evento de escision. Por ejemplo, en algunas modalidades
una sefial agregada tal puede ser una suma aproximada (u otra funcion) de la sefial observada a partir de cada una
de las regiones generadoras de sefial. En constructos y ensayos del concepto de la invencién el cambio de la sefial
detectable que forma la base de la deteccion es el resultado de multiples eventos de degradacion que se producen
en el citosol después del evento de escision, como la pérdida de uno de un par de regiones generadoras de sefial
idénticas (por ejemplo, un par de fluor6foros esencialmente idénticos) que todavia proporcionan un fragmento de
reportero emisor. En un constructo que utiliza un Unico reportero, un Unico evento de degradacion que se produce en
un fragmento de constructo liberado puede dar como resultado la fragmentacion del Unico reportero y la pérdida de
la sefial detectable. De manera similar, en constructos que utilizan reporteros duplicados en los que la sefal
detectable es un resultado de la interaccion entre los reporteros (por ejemplo, un constructo que utiliza un par de
fluoréforos dispuestos para formar hetero-FRET y/o homo-FRET) la fragmentacion de una regidon generadora de
sefial Unica debido a un evento de degradacion Unico también da como resultado una pérdida de la sefial detectable
a partir de ese constructo.

Por el contrario, un fragmento que contiene reportero generado por un evento de escision dirigido a un constructo
del concepto de la invencion que se configura para liberar dos o mas regiones generadoras de sefial
idénticas/indistinguibles después del evento de escisién puede continuar para proporcionar una sefial detectable
después de un evento de degradacion Unico que se produce en una de las apariciones de la region generadora de
sefial. Ya que se necesitan multiples eventos de degradacion para detener la generacion de sefial detectable por el
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fragmento de escision de constructos, la sefial detectable disminuye con el aumento de la concentraciéon de analitos
pero persiste (en relacion con los constructos reporteros Unicos o los constructos que dependen de reporteros
emparejados para la generacion de sefial) a altas concentraciones de analito. Esto puede dar como resultado un
intervalo dinamico mejorado para ensayos basados en los constructos del concepto de la invencion.

Los componentes de un constructo del concepto de la invenciéon pueden disponerse en una variedad de formas. La
siguiente descripcion incluye una serie de ejemplos en los que los dominios funcionales de un constructo reportero,
por ejemplo, un ancla de membrana (A), un sitio de escision (B), multiples apariciones de una regidén/reportero
primario generador de sefial (C, C'), y en algunos ejemplos un reportero secundario (D) se representan como unidos
en varias disposiciones por las regiones enlazadoras o enlazadores (-). Deberia apreciarse que, en las siguientes
figuras y sus descripciones, la presencia de estos enlazadores puede considerarse opcional. Como tal, en las
modalidades de la descripcién, pueden omitirse una o mas porciones descritas como un enlazador. En algunas
modalidades las regiones enlazadoras del concepto de la invencién también pueden incluir porciones de una region
funcional que no estan implicadas en la funcién de esa region. Por ejemplo, si un reportero es un fluoréforo de
proteina un enlazador puede ser una porcioén de la secuencia del fluor6foro de proteina que no esta implicada
directamente en la fluorescencia. De manera similar, un enlazador puede ser una porcién de la secuencia del sitio de
escision que no sirve directamente como un sustrato de proteasa. Alternativamente, en otras modalidades de la
descripcién un enlazador puede ser una secuencia peptidica sintética o modificada genéticamente, que puede
disefiarse, por ejemplo, para reducir FRET (es decir, homo-FRET y/o heter-FRET) entre las regiones generadoras de
sefial a niveles no Utiles (por ejemplo, menos de aproximadamente 5 %). Una secuencia peptidica sintética tal puede
ser una secuencia flexible, una secuencia rigida, o una secuencia con porciones tanto flexibles como rigidas. Las
sec. con num. de ident. 1, sec. con num. de ident. 2, sec. con nim. de ident. 3, sec. con nim. de ident. 4, sec. con
nam. de ident. 5, sec. con nim. de ident. 6, sec. con nim. de ident. 7, sec. con nim. de ident. 8, y sec. con nim. de
ident. 9 muestran secuencias enlazadoras sintéticas ilustrativas. En algunos aspectos descritos una region
enlazadora puede incluir apariciones repetidas de tales secuencias enlazadoras (por ejemplo, en una disposicion de
tipo concatenadora) para proporcionar la longitud deseada, flexibilidad, y/u otras caracteristicas estructurales
deseadas. Debe apreciarse que, como se usa en la presente descripcion, el término "enlazador" no denota un sitio
de escisién que es escindido por un analito enzimatico, sino mas bien una regioén estructural que se une a otras
regiones funcionales de un constructo reportero.

En algunos aspectos descritos la region que contiene reportero puede contener al menos dos ejemplos de un
reportero primario que es un fluoréforo y/o un croméforo. En algunas modalidades de la descripcion dos ejemplos de
un reportero primario tienen la misma secuencia aminoacidica. En otras modalidades, dos ejemplos de un reportero
primario pueden tener diferentes composiciones pero tener espectros de excitacién y emision sustancialmente
similares (es decir, que exhiben un solapamiento mayor que o igual a 80 %). En modalidades preferidas un reportero
primario puede ser una proteina fluorescente, por ejemplo la Proteina Fluorescente Verde (sec. con nim. de ident.
10) o un péptido que tiene al menos 80 % de identidad de secuencia con la secuencia de la Proteina Fluorescente
Verde. Los fluoréforos de proteinas fluorescentes adecuados incluyen la Proteina Fluorescente Amarilla (por ejemplo
eYFP, sec. con nim. de ident. 11), la Proteina Fluorescente Roja, la Proteina Fluorescente Ciano (sec. con nim. de
ident. 12), mBanana, mStrawberry, mCherry, tdTomato, J-Red, monémero DsRed, mCitrine, Venus (sec. con nim.
de ident. 13), proteina YPet, Emerald, EGFP, CyPet, mCFPm, Cerulean, mPlum, mOrange, mKO, T-Sapphire, un
derivado de la Proteina Fluorescente Amarilla, un derivado de mCitrine, un derivado de Venus, un derivado de
proteina YPet, y/o la variante de Proteina Fluorescente Verde. En una modalidad especialmente preferida, un
reportero primario puede ser un derivado monomérico de proteina fluorescente de la Proteina Fluorescente Verde de
Aequorea victoria, tal como Sirius, Azurite, EBFP2, TagBFP, mTurqoise, ECFP, Cerulean, TagCFP, mTFP1, mUKG1,
mAG1, AcGFP1, TagGFP2, EDFP, mWasabi, EmMGFP, TagYFP, eYFP (sec. con nim. de ident. 11), Topaz, SYFP2,
Venus, Citrine, mKO, mKO2, mOrange, mOrange2, TagRFP, TagRFP-T, mStrawberry, mRuby, mCherry,
mRaspberry, mKate2, mPlum, mNeptune, T-Sapphire, mAmetrine, y/o mKeima (ver "Fluorescent Proteins and Their
Applications in Imaging Living Cells and Tissues" (Chudakov, D.M. y otros, Physiol. Rev. 90:1103-1163,2010). De
manera similar, los reporteros primarios adecuados pueden ser fluoréforos de proteinas derivados de la Proteina
Fluorescente Verde de Aequorea victoria que incluyen una mutacion A206K. Alternativamente, un reportero primario
puede ser un no-fluoréforo y/o un no-cromoéforo, por ejemplo un apagador de la fluorescencia.

Dentro de los constructos de la descripcion la disposicion de los reporteros primarios dentro de la porcion que
contiene reportero puede ser de manera que se encuentren los suficientemente distante entre si y/o se orienten de
manera que exhiban transferencia de energia FRET (por ejemplo, homo-FRET) no (til (es decir, menos del 5 %).
Los bajos niveles contemplados de transferencia de energia homo-FRET pueden ser menores o iguales a
aproximadamente 1 %, menores que o iguales a aproximadamente 0,1 %, menores que o iguales a
aproximadamente 0,01 %, y/o menores que o iguales a aproximadamente 0,001 % de transferencia de energia entre
fluoréforos. De manera similar, los bajos niveles contemplados de transferencia de energia homo-FRET pueden ser
menores que o iguales a aproximadamente 10 %, menores que o iguales a aproximadamente 1 %, menores que o
iguales a aproximadamente 0,1 %, menores que o iguales a aproximadamente 0,01 %, y/o menores que o iguales a
aproximadamente el 0,001 % del ruido de fondo de la sefial observable. Alternativamente, en algunas modalidades
del constructo de la invencioén, los reporteros primarios 120, 130 pueden disponerse de manera que exhiban
significativa transferencia de energia homo-FRET (es decir, mayor que aproximadamente 1 %). Tales fendmenos
pueden controlarse mediante el uso de la longitud de un enlazador o regiéon enlazadora interpuesta entre tales
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reporteros primarios. En algunas modalidades del concepto de la invencion un enlazador tal puede tener una
longitud de 20, 30, 40 50 o0 mas aminoacidos. De manera similar, un enlazador tal puede tener una dimension lineal
de al menos aproximadamente 4, aproximadamente 6, aproximadamente 8, aproximadamente 10, aproximadamente
15, aproximadamente 20 o mas nandmetros cuando el constructo esta en su estado nativo, plegado.

Se contempla que un reportero primario de un constructo de la descripcion puede incluir mas de una porcion
fluorescente. Por ejemplo, un par de fluoréforos con diferentes pero solapados espectros de excitacion y emisiéon
pueden disponerse como un par FRET que actia como un ejemplo Unico de un reportero primario. De manera
similar, un par de fluoréforos idénticos podrian disponerse como un par homo-FRET que actia como un ejemplo
Unico de un reportero primario (por ejemplo, como se detecta mediante anisotropia de fluorescencia). Por ejemplo,
en una modalidad tal un constructo reportero podria incluir un par de fluoréforos primarios, donde cada fluor6foro
primario incluye dos fluoréforos con diferentes peros solapados espectros de excitacion y emision dispuestos como
un par hetero-FRET. Alternativamente, en una modalidad tal un constructo reportero podria incluir un par de
fluoréforos primarios, donde cada fluoréforo primario incluye dos fluoréforos con espectros de excitacion y emision
similares o idénticos dispuestos como un par homo-FRET.

Como se notd anteriormente, los dominios de un constructo de la descripcién pueden disponerse en una variedad de
formas. Una modalidad preferida de la descripcion que puede caracterizarse como una disposicion A-B-C-C', se
muestra esquematicamente en la Figura 1A. Un constructo reportero tal puede incluir un ancla de membrana 170
que se enlaza a un sitio de escision 160 mediante un enlazador de ancla/sitio de escision interpuesto 150. El sitio de
escision se enlaza a su vez a un primer ejemplo de un par de reporteros primarios idénticos 120 mediante un
enlazador de reportero/sitio de escisién 165. Este primer ejemplo de un par de reporteros primarios idénticos 120 se
enlaza a un segundo ejemplo de un par de reporteros primarios idénticos 130 mediante un enlazador de reportero
primario/reportero primario interpuesto 140. En una modalidad tal la regién que contiene reportero puede contener al
menos dos ejemplos de un reportero primario. Un ejemplo de un constructo reportero que tiene una estructura tal se
muestra en la sec. con num. de ident. 14.

Una disposicién alternativa del constructo reportero (que puede caracterizarse como A-C-B-C') se muestra
esquematicamente en la Figura 1B, en la que un ancla de membrana 170 se enlaza a un primer ejemplo de un par
de reporteros primarios idénticos 120 mediante un enlazador de ancla/reportero primario interpuesto 125. El primer
ejemplo de un par de reporteros primarios idénticos 120 se enlaza a un sitio de escisién 160 mediante un primer
enlazador de sitio de escision/fluoréforo 165A. El sitio de escision 160 se enlaza ademas a un segundo ejemplo de
un par de reporteros primarios idénticos 130 mediante un enlazador secundario de sitio de escisién/fluoréforo 165B.
La emisién de un reportero 120 bloqueado tal puede usarse, por ejemplo, como una sefial de linea base o de
normalizacion.

Otra disposicion alternativa del constructo reportero (que puede caracterizarse como C-A-B-C') se muestra en la
Figura 1C, en la que un primer ejemplo de un par de reporteros primarios idénticos 120 se enlaza a una porcion de
ancla de membrana 170 mediante un enlazador de ancla/reportero primario interventor 125. El ancla de membrana
170 se enlaza ademas a un sitio de escision 160 mediante un enlazador de ancla/sitio de escisién 150. El sitio de
escision 160 se enlaza, a su vez, a un segundo ejemplo de un par de reporteros primarios idénticos 130 mediante un
enlazador de sitio de escision/reportero 165. La emision de un reportero 120 tal puede usarse, por ejemplo, como
una sefial de linea base o de normalizacidn. Aunque se muestra una representacion de esta configuracion, deberia
apreciarse que el enlazador de reportero 140 puede colocarse en cualquier lado del sitio de escisiéon 160 en una
modalidad tal.

En las configuraciones del constructo mostradas en la Figura 1A, Figura 1B, y Figura 1C la hidrdlisis del sitio de
escision 160, por ejemplo mediante una proteasa, da como resultado la liberacién de uno o mas reporteros primarios
120, 130 del dominio de anclaje a membrana 170. El sitio de escision, por lo tanto, determina al menos parcialmente
la especificidad de los ensayos basados en tales constructos para actividades enzimaticas especificas, y
preferentemente incluye los sitios de hidrdlisis donde la actividad enzimética da como resultado la escision del
esqueleto peptidico del constructo y los sitios de reconocimiento que proporcionan sitios de interaccion con la
enzima y confieren al menos una porcién de especificidad a sustrato. En algunas modalidades el sitio de escisién
puede incluir regiones que interactian con exositios o sitios alostéricos de una enzima objetivo. En modalidades
preferidas del concepto de la invencion el sitio de escision es susceptible a escision por una actividad proteasa de la
neurotoxina de Botulinum BoNT, por ejemplo BoNT/A, BoNT/B, BoNT/C, BoNT/D, BoNT/E, BoNT/F, y/o BoNT/G. Se
contempla que una secuencia del sitio de escision puede seleccionarse o disefiarse para proporcionar sitios de
escision y reconocimiento durante dos o mas BoNT diferentes (por ejemplo, BONT/A y BoNT/E). En algunas
modalidades el sitio de escision puede incluir secuencias intactas o secuencias derivadas de una proteina SNARE,
tal como una proteina asociada a sinaptosomas (por ejemplo, SNAP-25; sec. con nim. de ident. 10), una proteina
de membrana asociada a vesicula (por ejemplo, VAMP o sinaptobrevina; sec. con nim. de ident. 11), y/o secuencias
derivadas de una sintaxina. Los ejemplos de secuencias adecuadas de sitio de escision incluyen la sec. con nim. de
ident. 15, sec. con ndm. de ident. 16, sec. con nim. de ident. 17, y sec. con nam. de ident. 18.

Como se notd anteriormente, la liberaciéon de un dominio de anclaje a membrana puede permitir que uno o mas
reporteros primarios difundan desde una region protegida. Tales regiones protegidas pueden incluir la proximidad a
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una membrana celular y/o a una membrana vesicular. Con ese fin, un dominio de anclaje puede incluir un péptido
que se localiza en la membrana celular y/o un péptido que se localiza en la membrana vesicular. Una regién de
anclaje tal puede incluir una region transmembrana en la que al menos una porcion de la cadena peptidica entra y/o
pasa a través de una membrana de la célula. Alternativamente, una region de anclaje puede incluir un sitio de
palmitoilacién que, después del procesamiento postraduccional por la célula, proporciona un sitio que interactia con
una membrana de la célula. Alternativamente, un sitio de anclaje a membrana puede incluir una secuencia peptidica
gue interactda con un receptor o ligando de unién a membrana. En algunas modalidades de la descripcion un
dominio de anclaje puede incluir secuencias derivadas de una sinaptobrevina (por ejemplo un péptido
transmembrana de sinaptobrevina) y/o de SNAP-25 (por ejemplo una region de palmitoilacién de SNAP-25). En otras
modalidades de la descripcion un dominio de anclaje a membrana puede ser una sintaxina o un fragmento de
sintaxina.

Como se notd anteriormente, una vez liberados de una regidon de anclaje 170, los reporteros primarios pueden
difundir en el citosol. El uso de dos o mas reporteros primarios proporciona un nimero de ventajas técnicas. Las
ventajas de los constructos que liberan dos o mas reporteros primarios tras la escision se describen anteriormente.
Otras ventajas incluyen la capacidad de utilizar niveles de expresion mas bajos del constructo (que minimiza de esta
manera el riesgo de toxicidad y/o agregacién de constructos) y/o la capacidad de utilizar muchas menos células en
un ensayo basado en células. Ademas, la sefial relativamente fuerte generada por mdltiples reporteros primarios
puede proporcionar mediciones de linea base mas estables y reproducibles, que también sirven para aumentar la
sensibilidad del ensayo al permitir una diferenciacion mas robusta de la sefial de ruido. Debe sefalarse que
investigadores anteriores (A.G. von Armin, X.W. Deng, y M.G. Stacey; Gene 221 (1998), paginas 35-43) han
utilizado constructos incorporando dos o mas conjuntos de las secuencia de la Proteina Fluorescente Amarilla como
marcadores para la expresion génica pero descubrieron fluorescencia clara en todas las células, tales constructos no
pudieron demostrar los eventos degradativos que no son solamente caracteristicos de los constructos de la
descripcién sino que son necesarios para su utilizacion en el ensayo basado en células.

Sorprendentemente, los inventores han descubierto que los constructos con regiones reporteras que incluyen
multiples reporteros primarios pueden proporcionar una selectividad diferente entre objetivos enzimaticos en
comparacion con constructos analogos en los que la region reportera contiene una aparicion Unica de un reportero
primario. Un ejemplo de esto se encuentra en la Figura 1D, que muestra datos comparativos para la respuesta de los
ensayos basados en células a BoNT/A y a BoNT/E, donde las células incluyen un constructo de la descripciéon que
incluye dos fluoréforos de proteina eYFP en una disposicion A-B-C-C' o un constructo analogo que incluye un
fluoréforo de proteina eYFP Unico en una disposicion A-B-C. Tanto BoONT/A como BoNT/E reconocen y escinden el
sitio de escision de ambos constructos, sin embargo, el constructo de fluoréforo Unico tiene un sesgo de
aproximadamente 80 veces (es decir, aproximadamente 80 veces mejor sensibilidad, como se expresa en términos
de ECsp) para la neurotoxina BoNT/A sobre la neurotoxina BoNT/E (ver la figura 1D, 37 °C). EI mismo estudio
realizado mediante el uso de células que expresan el constructo reportero "fluoréforo dual” (es decir, el constructo
que porta dos fluoréforos de eYFP) mostro sensibilidad similar a BONT/A, pero sensibilidad aumentada a BoNT/E, lo
gue reduce el sesgo del ensayo a 26 veces. Esta reduccion del sesgo del ensayo permite ventajosamente que el
mismo constructo se use para ensayos dirigidos a mas de un analito enzimatico. Sin pretender unirse a ninguna
teoria, los inventores creen que el uso de secuencias peptidicas fluorescentes adicionales imparte una estructura
terciaria al constructo que proporciona un acceso mejorado a un mayor numero de sitios de reconocimiento dentro
del dominio de escision del constructo.

En algunas modalidades de la descripcién un constructo reportero puede incluir, ademas de dos o mas reporteros
primarios, un reportero secundario que difiere de los reporteros primarios. El reportero secundario puede tener una
estructura quimica distinta o diferente a la de los reporteros primarios. Un reportero secundario tal puede tener un
espectro de emision que solapa el espectro de excitaciéon de un reportero primario. En una modalidad tal el
constructo puede disponerse de manera que se produce una FRET significativa (es decir, mayor que
aproximadamente 1 %) entre un reportero secundario y un reportero primario. En una modalidad preferida el
reportero secundario es una proteina fluorescente, tal como la Proteina Fluorescente Amarilla, la Proteina
Fluorescente Roja, la Proteina Fluorescente Ciano, la Proteina Fluorescente Verde, mBanana, mStrawberry,
mCherry, tdTomato, J-Red, monémero de DsRed, mCitrine, Venus, proteina YPet, Emerald, EGFP, CyPet, mCFPm,
Cerulean, mPlum, mOrange, mKO, T-Sapphire, un derivado de la Proteina Fluorescente Amarilla, un derivado de
mCitrine, un derivado de Venus, un derivado de proteina YPet, y/o a la variante de Proteina Fluorescente Verde.

Preferentemente, el constructo reportero puede disponerse de manera que no se produce una FRET significativa o
util (es decir, el grado de FRET que se produce es menor que o igual a 5 %) entre el reportero secundario y un
reportero primario. La disposicion del reportero secundario y al menos uno de los reporteros primarios dentro del
constructo reportero puede ser de manera que estén lo suficientemente distantes entre si que muestren una FRET
esencialmente no (til (es decir, menor que o igual a 5 %). Los niveles no Utiles contemplados de la transferencia de
energia FRET puede ser menor que o igual a aproximadamente 10 %, menor que o igual a aproximadamente 5 %,
menor que o igual a aproximadamente 1 %, o menor que o igual a aproximadamente 0,1 % de la fluorescencia de
fondo asociada. Esto puede lograrse al seleccionar un enlazador que proporciona una distancia suficiente entre el
reportero secundario y un reportero primario. En algunas modalidades de la descripcion un enlazador tal puede tener
una longitud de 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65 0 mas aminoacidos. De manera similar, el un enlazador entre
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dos reporteros primarios tiene una longitud de al menos aproximadamente 4, aproximadamente 6, aproximadamente
8, aproximadamente 10, aproximadamente 15, aproximadamente 20 o mas nandmetros cuando el constructo se
encuentra en su estado nativo, plegado. Los enlazadores adecuados pueden incluir péptidos sintéticos, y tales
péptidos pueden ser péptidos flexibles, péptidos rigidos o pueden incluir porciones tanto flexibles como rigidas.

En algunas modalidades de la descripcion una sefial o emision de un reportero secundario puede utilizarse como
una referencia o como datos de normalizacién Utiles para ajustar o normalizar una sefial observada de uno o mas
reporteros de la porcidon que contiene reportero, mejorando de esta manera la precision y/o la sensibilidad de un
ensayo que utiliza un constructo tal. En otras modalidades una sefial o emisién de un reportero secundario puede
utilizarse mediante un sistema de reconocimiento de imagenes para identificar la ubicacion dentro de una imagen
adquirida en donde una reaccién del ensayo puede tener lugar, simplificando de esta manera la adquisicion de
datos.

Un ejemplo de una modalidad que incluye un reportero secundario tal (que puede caracterizarse por tener la
estructura A-D-B-C-C', donde "D" representa el reportero secundario) se muestra esquematicamente en la Figura
2A. En un constructo reportero tal un ancla de membrana 270 se enlaza a un reportero secundario 280 mediante un
enlazador de ancla/reportero secundario intermedio 285. El reportero secundario 280 se enlaza ademés a un sitio de
escision 260 mediante un enlazador de reportero secundario/sitio de escision 255. El sitio de escision 260 se enlaza,
a su vez, a un primer ejemplo de un par de reporteros primarios idénticos 220 mediante un enlazador de sitio de
escisién/reportero primario 265, y el primer ejemplo de un par de reporteros primarios idénticos 220 y el segundo
ejemplo de un par de reporteros primarios idénticos 230 se unen mediante un enlazador de reportero
primario/reportero primario intermedio 240.

Una modalidad alternativa de un constructo reportero con dos o mas reporteros primarios y al menos un reportero
secundario (que puede describirse como D-A-B-C-C') se representa esquematicamente en la Figura 2B. En esta
modalidad un reportero secundario 280 se acopla a un ancla de membrana 270 mediante un enlazador de
ancla/reportero secundario intermedio 285. El ancla de membrana 270 se enlaza a su vez a un sitio de escision 260
mediante un enlazador de ancla/sitio de escision 250. El par de reporteros primarios idénticos 220, 230, que se unen
mediante un enlazador de reportero primario/reportero primario 240 se unen a su vez al sitio de escision 260
mediante un enlazador de sitio de escision/reportero primario 265.

La Figura 2C representa esquematicamente una modalidad de un constructo reportero (que puede describirse como
C-D-A-B-C') en la que un primer ejemplo de un par de reporteros primarios idénticos 220 se une a un reportero
secundario 280 mediante un enlazador de reportero primario/reportero secundario 275. El reportero secundario 280
se acopla a su vez a un ancla de membrana 270 mediante un enlazador de ancla/reportero secundario intermedio
275. El ancla de membrana 270 se une ademas a un sitio de escision 260, con un enlazador de ancla/sitio de
escision 250 interpuesto entre ellos. Un segundo ejemplo de un par de reporteros primarios idénticos 230 se acopla
ademas al sitio de escision 260 mediante un enlazador de sitio de escision/reportero primario 265.

La Figura 2D representa esquematicamente una modalidad de un constructo reportero (que puede describirse como
D-C-A-B-C') en la que un reportero secundario 280 se une a un primer ejemplo de un par de reporteros primarios
idénticos 220 mediante un enlazador de reportero primario/reportero secundario 275. El primer ejemplo de un par de
reporteros primarios idénticos 220 se acopla a su vez al ancla de membrana 270, con un enlazador de
ancla/reportero primario 245interpuesto entre ellos. El ancla de membrana 270 se une ademas a un sitio de escision
260 mediante un enlazador de ancla/sitio de escision 250. Un segundo ejemplo de un par de reporteros primarios
idénticos 230 se acopla al sitio de escision 260 mediante un enlazador de sitio de escision/reportero primario
interpuesto 240.

La Figura 2E representa esquematicamente una modalidad de un constructo reportero (que puede describirse como
A-D-C-B-C') en la que un ancla de membrana 270 se une a un reportero secundario 280 mediante un enlazador de
ancla/reportero secundario 285. El reportero secundario 280 se acopla ademés a un primer ejemplo de un par de
reporteros primarios idénticos 220 mediante un enlazador de reportero primario/reportero secundario intermedio 275.
El primer ejemplo de un par de reporteros primarios idénticos 220 se acopla a su vez a un sitio de escision 260
mediante un enlazador de sitio de escision/reportero primario 265A. El segundo ejemplo de un par de reporteros
primarios idénticos 230 se une ademas a este sitio de escision 260 mediante otro enlazador de sitio de
escision/reportero primario 265B.

La Figura 2F representa esquematicamente una modalidad de un constructo reportero (que puede describirse como
A-C-D-B-C") en la que un ancla de membrana 270 se une a un primer ejemplo de un par de reporteros primarios
idénticos 220 mediante un enlazador de ancla/reportero primario interpuesto 245. Un reportero secundario 280 se
acopla ademas al primer ejemplo de un par de reporteros primarios idénticos 220 mediante un enlazador de
reportero primario/reportero secundario 275. Este reportero secundario 280 se enlaza a un sitio de escision
260mediante un enlazador de reportero secundario/sitio de escision 255. Posteriormente, el sitio de escision 260 se
une a un segundo ejemplo de un par de reporteros primarios idénticos 230 mediante un enlazador de sitio de
escision/reportero primario 265.
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La Figura 2G representa esquematicamente una modalidad de un constructo reportero (que puede describirse como
A-C-B-C'-D) en la que un ancla de membrana 270 se acopla a un primer ejemplo de un par de reporteros primarios
idénticos 220 mediante un enlazador de ancla/reportero primario 245. Este primer ejemplo de un par de reporteros
primarios idénticos 220 se une a un sitio de escision 260 mediante un primer enlazador de sitio de escision/reportero
primario 265A. El sitio de escision 260 se une ademas a un segundo ejemplo de un par de reporteros primarios
idénticos 230 mediante un segundo enlazador de sitio de escision/reportero primario 265B. Un reportero secundario
280 se acopla ademas al segundo ejemplo de un par de reporteros primarios idénticos 230 mediante un enlazador
de reportero primario/reportero secundario intermedio 275.

La Figura 2H representa esquematicamente una modalidad de un constructo reportero (que puede describirse como
A-C-B-D-C") en la que un ancla de membrana 270 se acopla a un primer ejemplo de un par de reporteros primarios
idénticos 220 mediante un enlazador de ancla/reportero primario 245. Este primer ejemplo de un par de reporteros
primarios idénticos 220 se une a un sitio de escision 260 mediante un enlazador de sitio de escision/reportero
primario 265. El sitio de escision 260 se une ademas a un reportero secundario 280 mediante un enlazador de
reportero secundario/sitio de escision 255. Un segundo ejemplo de un par de reporteros primarios idénticos 230 se
acopla ademas al reportero secundario 280, mediante un enlazador de reportero primario/reportero secundario
intermedio 275.

La Figura 2| representa esquematicamente una modalidad de un constructo reportero (que puede describirse como
A-B-C-D-C") en la que un ancla de membrana 270 se acopla a un sitio de escisién 260 mediante un enlazador de
ancla/sitio de escision 250. Este sitio de escision 260 se une a un primer ejemplo de un par de reporteros primarios
idénticos 220 mediante un enlazador de sitio de escisién/reportero primario 265. Este primer ejemplo de un par de
reporteros primarios idénticos 220 se une ademas a un reportero secundario 280 mediante un primer enlazador de
reportero primario/reportero secundario 275A. Un segundo ejemplo de un par de reporteros primarios idénticos 230
se une ademés al reportero secundario 280 mediante un segundo enlazador de reportero primario/reportero
secundario 275B.

La Figura 2J representa esquematicamente una modalidad de un constructo reportero (que puede describirse como
C-A-B-D-C") en la que un primer ejemplo de un par de reporteros primarios idénticos 220 se une a un ancla de
membrana 270 mediante un enlazador de ancla/reportero primario interpuesto 245. El ancla de membrana 270 se
acopla ademas a un sitio de escision 260mediante un enlazador de ancla/sitio de escisién 250. El sitio de escision
260 se enlaza posteriormente a un reportero secundario 280 mediante un enlazador de sitio de escision/reportero
secundario 255. Un segundo ejemplo de un par de reporteros primarios idénticos 230 se enlaza ademas al reportero
secundario, mediante un enlazador de reportero primario/reportero secundario 275.

La Figura 2K representa esquematicamente una modalidad de un constructo reportero (que puede describirse como
C-A-B-C'-D) en la que un primer ejemplo de un par de reporteros primarios idénticos 220 se une a un ancla de
membrana 270 mediante un enlazador de ancla/reportero primario interpuesto 245. El ancla de membrana 270 se
acopla ademas a un sitio de escision 260mediante un enlazador de ancla/sitio de escisién 250. El sitio de escision
260 se enlaza posteriormente a un segundo ejemplo de un par de reporteros primarios idénticos 230 mediante un
enlazador de ancla/reportero primario 265. Un reportero secundario 280 se enlaza ademas al segundo ejemplo de
un par de reporteros primarios idénticos 230 mediante un enlazador de reportero primario/reportero secundario 275.

En algunas modalidades un reportero primario se conecta a un reportero secundario mediante un enlazador
intermedio. En algunas de tales modalidades, el enlazador primario/secundario se selecciona para proporcionar
FRET no significativo (es decir, menor de 5 %) entre un reportero primario y un reportero secundario. Por ejemplo,
un enlazador de reportero primario/secundario puede seleccionarse para que tengan una longitud, geometria, y/o
rigidez para mantener una distancia y/u orientacién entre un reportero primario y un reportero secundario para
reducir FRET a una cantidad insignificante (es decir, <5 %). En otras modalidades, un enlazador de reportero
primario/secundario puede configurarse para proporcionar un grado Gtil de FRET (es decir, >5 %) entre el reportero
primario y un reportero secundario.

La Figura 3 representa un esquema de un ensayo ilustrativo 300 del concepto de la invencién. Una célula con una
membrana celular 310 y el citosol 315 ha expresado un constructo que incluye una porciéon de anclaje a membrana
celular 350, un sitio de escisiéon 340, y dos reporteros idénticos 330, 335. Anclados a la membrana celular 310, los
reporteros 330, 335 producen una fuerte sefial 360, 365. Para realizar el ensayo la célula se expone a una actividad
enzimatica 320, que puede actuar en el sitio de escision 340. La hidrdlisis del esqueleto peptidico del sitio de
escision libera los reporteros en el citosol 315. Multiples eventos degradativos posteriores dan como resultado
reporteros degradados 330A, 335A que producen una sefial modificada 370, 375. En algunas modalidades del
concepto de la invencién los reporteros son proteinas fluorescentes, y se reduce la sefial de fluorescencia de las
proteinas fluorescentes degradadas.

La Figura 4 representa un ensayo alternativo 400 del concepto de la invencion. Una célula con una membrana
celular 410, citosol 415, y una vesicula 420 ha expresado un constructo que incluye una porcidon de anclaje de
membrana vesicular 450, un sitio de escision 440, y dos reporteros 430, 435. Anclados a la vesicula 420, los
reporteros 430, 435 producen una sefial fuerte 460, 465. Para realizar el ensayo la célula se expone a una actividad
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enzimatica 425, que puede actuar en el sitio de escision 440. La hidrélisis del sitio de escisién libera los reporteros,
lo que da como resultado la liberaciéon de los reporteros 430, 435. Mdltiples eventos degradativos posteriores dan
como resultado reporteros degradados 430A, 435A que producen una sefial modificada 470, 475. En algunas
modalidades del concepto de la invencion los reporteros son proteinas fluorescentes, y se reduce la sefial de
fluorescencia de las proteinas fluorescentes degradadas.

Ademas de utilizar diferentes sitios de anclajes, los ensayos del concepto de la invencién pueden usar una variedad
de diferentes protocolos de prueba. Una modalidad de un protocolo de prueba tal se muestra en la Figura 5.
Inicialmente 510, se proporciona una célula que expresa un constructo del concepto de la invencion. Una linea base
0 primera sefial se adquiere 520, después la célula se expone a la actividad enzimatica 530. Por ejemplo, una
muestra que contiene una actividad enzimatica (tal como una BoNT) puede afiadirse a medios que contienen las
células. Después de un periodo de incubacion una segunda sefial puede detectarse 540 y posteriormente
compararse con la primera sefial 550. Tales sefiales primera y segunda pueden ser mediciones inmediatas,
mediciones medias obtenidas en el tiempo, y/o mediciones de velocidad.

Una modalidad alternativa de un método de prueba del concepto de la invencién se muestra en la Figura 6.
Inicialmente 610, se proporciona una célula que expresa un constructo del concepto de la invencion. La célula se
expone después a la actividad enzimética 620. Por ejemplo, una muestra que contiene una actividad enzimatica (tal
como una BoNT) puede afiadirse a medios que contienen las células. Después de un primer periodo de incubacién
se detecta una linea base o primera sefial 630 y, después de un segundo periodo de incubacion se detecta una
segunda sefial 640 y posteriormente se compara con la primera sefial 650. Tales sefiales primera y segunda pueden
ser mediciones inmediatas, mediciones medias obtenidas en el tiempo, y/o mediciones de velocidad.

En otra modalidad del concepto de la invencion, las células que expresan constructos como se describié
anteriormente se exponen a uno o mas colorantes secundarios (por ejemplo un colorante de unién a células tal
como un colorante de membrana o un tinte/colorante nuclear), que estan separados del constructo y que pueden
generar sefiales que son independientes de la actividad de BoNT. Tales colorantes secundarios pueden asociarse a
una membrana y/o nucleo de una célula de un modo que es independiente de la presencia de un analito (por
ejemplo, una BoNT u otra actividad enzimatica), y pueden usarse para producir una linea base o sefial de referencia,
gue puede usarse para la normalizacion. Por ejemplo, una célula que expresa un constructo como se describio
anteriormente puede exponerse a un colorante que se asocia al nicleo o a la membrana plasmatica de la célula, y a
su vez proporciona una sefial fluorescente de linea base. En una modalidad preferida del concepto de la invencion
un colorante secundario tal se selecciona de manera que las longitudes de onda de emisién del colorante de
membrana son distinguibles de las de un fluoréforo reportero del constructo expresado en las células. En algunas
modalidades de la descripcidn el colorante secundario puede seleccionarse de manera que el intervalo de longitudes
de onda de excitacién eficaces se solape con las de un fluoréforo reportero del constructo, permitiendo la excitacion
simultdnea del colorante secundario y del fluoréforo reportero y de ahi la adquisicion simultanea de una sefial de
linea base y una sefial de fluoréforo reportero. En otras modalidades del concepto de la invencién un colorante
secundario puede seleccionarse de manera que el intervalo de longitudes de onda de excitacion eficaces no se
solape significativamente con las del reportero fluoréforo, permitiendo la excitacion selectiva de la fluorescencia de
linea base. Las secuencias de colorantes secundarios adecuados incluyen 4',6-diamidino-2-fenilindol, dihidrocloruro
(DAPI), el colorante actualmente conocido como tinte de membrana plasmética rojo profundo CELLMASK™, vy el
colorante de tincién de ndcleo conocido como HOECHST3342™., En una modalidad preferida de la descripcion el
colorante secundario se selecciona para proporcionar espectros de excitacion y emision que tienen poco o ningin
solapamiento con los espectros de excitacion y emision del reportero fluoréforo del constructo, de manera que no se
produce esencialmente transferencia de energia (es decir, menos de aproximadamente 5 %) debido a FRET. Las
secuencias de espectros de excitacion y emision de un colorante secundario adecuado (el colorante actualmente
conocido como tinte de membrana plasmatica rojo profundo CELLMASK™, indicado por "Cell Mask") y un fluoréforo
reportero de YFP se muestran en la Figura7. Los inventores contemplan que otros colorantes secundarios
adecuados pueden incluir una proteina (por ejemplo anticuerpos) u otras macromoléculas que tienen una afinidad
por la célula y se han conjugado o acomplejado con moléculas fluorescentes u otras facilmente detectables.

Ya que la asociaciéon de los colorantes secundarios con las células es dependiente de la presencia del analito o la
actividad de interés, pueden proporcionar una sefial de linea base que es una medida independiente del namero,
densidad, y/o distribucion celular. Una sefial de linea base tal tiene considerable utilidad en la normalizacién de la
sefial de reportero obtenida de las células durante la realizacion de un ensayo del concepto de la invencién. Por
ejemplo, expresando un resultado de un ensayo tal como una relacién entre la sefial de reportero medida de un
constructo reportero que responde al analito o actividad de interés y la sefial de linea base medida en la forma de
fluorescencia de un colorante de membrana proporciona la correccion para la variacion en la intensidad de la sefial
de reportero de un sitio de prueba debido a diferencias en el nUmero, densidad y/o distribucién celular. Esto mejora
ventajosamente la precision de tales ensayos, lo que a su vez conduce a una mejora en la sensibilidad eficaz.
Deberia apreciarse que una sefial de linea base tal puede utilizarse para proporcionar tal normalizaciéon de las
sefiales de reportero diferentes a fluorescencia.

EJEMPLO
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1. Como se muestra esquematicamente en la Figura 8, las células transformadas con un vector de expresién que
codifica un constructo como se describe en la Figura 1A se siembran 810 en placas de 96 pocillos y se incuban
durante toda la noche a 37 °C con CO; al 5 %.

2. Las células se lavan después con medios de cultivo celular y después se someten inmediatamente a BONT 820
diluida en medios de cultivo celular a 100 pl por pocillo (tipicamente).

3. Las células se incuban después durante 48 horas (tipicamente) a 37 °C con CO; al 5 %.

4. Al final del periodo de incubacién de 48 horas, las células se tifien 830 con un colorante secundario. Pueden
aplicarse diferentes colorantes secundarios mediante el uso de diferentes protocolos.

Protocolo A: (til para DAPI y el colorante actualmente conocido como HOECHST3342™,

1. Se afiaden 25 pl de DAPI 5 uM o 25 pg/ml del colorante actualmente conocido como HOECHST3342™ en medios
de cultivo celular a cada pocillo de la placa de 96 pocillos para obtener una concentracion final de DAPI 1 pM o 5
pa/ml del colorante actualmente conocido como HOECHST3342™. Concentraciones finales Gtiles del colorante de
nacleo en el intervalo de 0,001 - 10 uM o 0,1 - 50 pg/ml. Las concentraciones de la solucidon de trabajo pueden
ajustarse apropiadamente.

2. Las células se incuban a 37 °C, CO; al 5 % durante 30 minutos (tipicamente).

Protocolo B: util para el colorante actualmente conocido como tinte de membrana plasmatica rojo profundo
CELLMASK™.,

1. Se prepara una solucion de trabajo de 0,625 - 10 pg/ml en solucién salina tamponada con fosfato de Dulbecco (5
pag/ml es tipico).

2. Los medios de cultivo celular que contienen BoNT se eliminan de cada pocillo.
3. Se afiaden 50 pl de la solucién de trabajo del colorante de membrana directamente a cada pocillo.
4. Las células se incuban a 37 °C, CO; al 5 % durante 20 minutos (tipicamente).

Después de la exposicion al colorante de membrana, las placas de prueba se lavan con solucién salina tamponada
con fosfato mediante el uso de un lavador de placas automatizado. Las placas se leen después en un lector de
microplacas de fluorescencia mediante el uso de filtros con las longitudes de onda de excitacion y emision
aproximadas para el fluoréforo del constructo y el colorante secundario usado 840. Por ejemplo, DAPI y el colorante
actualmente conocido como HOECHST3342™ puede caracterizarse mediante el uso de una longitud de onda de
excitacion de aproximadamente 345 nm y una longitud de onda de emisidon de aproximadamente 485 nm, mientras
que el colorante actualmente conocido como tinte de membrana plasmética rojo profundo CELLMASK™ puede
caracterizarse mediante el uso de una longitud de onda de excitacién de aproximadamente 650 nm y una longitud de
onda de emisibn de aproximadamente 680 nm. Las mediciones del fluor6foro del constructo se hacen
independientemente de las del colorante de membrana, mediante el uso de longitudes de onda de excitacion y
emision caracteristicas del fluoréforo. Para analisis de datos, la emision del fluor6foro del constructo excitado
directamente (es decir, el componente sensible a BoNT) se normaliza 850, por ejemplo mediante la division de la
emision del fluoréforo del constructo por la emision del colorante secundario (es decir, el componente insensible a
BONT).

Los resultados tipicos de los ensayos realizados con constructos reporteros como se describié anteriormente en
combinacién con colorantes secundarios se muestran en las Figuras 9A, 9B, y 9C. La Figura 9A muestra los
resultados no corregidos tipicos a partir del contacto de células que contienen un constructo reportero con una
proteasa (en este ejemplo, la proteasa es BoNT/A y el constructo incluye un sitio de escision para BoNT/A. El limite
de deteccion (LOD) en este ejemplo es BoNT/A 10 pM, y el limite de cuantificacion (LOQ) es 100 pM. La Figura
9Bmuestra el impacto de la normalizacion de los datos de fluorescencia de la Figura 9A mediante el uso de los datos
de emisién de un colorante secundario aplicado a las mismas células como se describe en el procedimiento anterior.
El LOD para los datos mostrados en la Figura 9B se reduce a 3 pM y el LOQ se reduce a 10 pM. La Figura 9C
muestra fotomicrografias de dos pocillos que contienen células que contienen constructos sensibles a BoNT/A
mediante microscopia de fluorescencia, de campo claro (de izquierda a derecha) a la longitud de onda de emision de
un fluoréforo del constructo, y microscopia de fluorescencia a la longitud de onda de emisién del colorante
secundario aplicado a las células. El pocillo en la serie superior de fotomicrografias no se expuso a BoNT/A; el
pocillo en la serie inferior de fotomicrografias se expuso a BONT/A 1 nM. La pérdida de fluorescencia del fluoréforo
del constructo es evidente en el pocillo con BoNT/A 1 nM (es decir, la serie inferior). Por el contrario, la emision del
colorante secundario se mantiene a un nivel y distribucién similar, aunque distinta y diferente a la del pocillo que no
se expuso a BoNT/A (es decir, la serie superior)
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Las variaciones de estos protocolos también pueden ser eficaces. Por ejemplo, los colorantes secundarios pueden
aplicarse antes del contacto las células con la BoNT, esencialmente de manera simultanea con el contacto de las
células con la BoNT, o a un intervalo de tiempo de menos de 48 horas después del contacto de las células con la
BoNT. De manera similar, se contemplan etapas de lavado adicionales antes y después de la exposicion de las
células a los colorantes secundarios.

Deberia apreciarse que los ensayos del concepto de la invencion se basan en mediciones de fluorescencia directas
de volimenes de fluido en lugar de imagenes y/o andlisis de células individuales. Como tal, pueden realizarse
mediante el uso de un fluorometro simple (por ejemplo, un fluorémetro de microplacas) y son ventajosamente
altamente susceptibles de adaptacion a la automatizacion y procesos de tamizaje de alta resolucién. El andlisis de
datos es similarmente sencillo, ya que no implica tareas de procesamiento de imagenes intensivas en el procesador,
como la enumeracion de células, la identificacion de células individuales y la identificacion de fluorescencia
localizada en regiones o compartimentos subcelulares especificos.

Ademas de proporcionar una sefial de linea base para propositos de normalizacion de datos, tales colorantes
secundarios pueden servir para otros propdsitos. Por ejemplo, puede establecerse un valor de sefial de linea base
por debajo del cual los nimeros de células se consideran insuficientes para proporcionar un resultado de ensayo
preciso, permitiendo que los datos de dicho sitio de prueba sean marcados o descartados. De manera similar, puede
establecerse un valor de sefial de linea base por encima del cual los numeros de célula se consideran demasiado
altos para proporcionar un resultado de ensayo preciso (por ejemplo, debido a limitaciones épticas en los sistemas
utilizados para caracterizar la fluorescencia). La inclusién de tales colorantes secundarios con reactivos especificos
gue se agregan durante el transcurso de un ensayo también puede usarse para verificar que tales reactivos se
suministraron realmente en un sitio de prueba durante el proceso de ensayo, por ejemplo para verificar que los
sistemas de ensayo automatizados funcionan correctamente.

En modalidades preferidas, la actividad enzimatica que se caracteriza se asocia con la toxina botulinica, y la
secuencia de escision se corresponde apropiadamente. Dentro del contexto de esta solicitud, una BoNT puede
definirse como una BoNT nativa o modificada que es capaz de escindir una secuencia de proteina SNARE o una
porcion de una secuencia de proteina SNARE. Por ejemplo, BoNT/A, E y C escinden SNAP-25 y BoNT/B, D, F, G
escinden sinaptobrevina (Syb), en sitios Unicos pero diferentes. BoNT/C también escinde sintaxina ademas de
SNAP-25. Por consiguiente, los constructos para la caracterizacion de BoNT/A, E y C pueden incluir secuencias de
sitios de escision que incluyen todo o una porcion de SNAP-25. De manera similar, los constructos para la
caracterizacion de BoNT B, D, F y G pueden incluir secuencias de sitios de escisidon que incluyen todas o partes de
las regiones susceptibles respectivas de sinaptobrevina. Alternativamente, la actividad de BoNT/C podria
caracterizarse utilizando constructos que incluyen sitios de escisidn con secuencias derivadas de toda o parte de la
sintaxina.

Las secuencias de sitios de escision contempladas pueden comprender ventajosamente una proteina, motivo, o
muteina SNARE. Las "muteinas" de una proteina deben interpretarse en la presente que tienen al menos 30 % de
identidad con una proteina nativa correspondiente, que incluyen, por ejemplo, composiciones que tienen al menos
35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 % , 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 % o0 98 % de identidad con la
proteina nativa. Las variaciones de la identidad pueden comprender una o mas adiciones, deleciones y
sustituciones. Las muteinas contempladas incluyen fragmentos, truncados y proteinas de fusion.

Se contempla ademas que las células del concepto de la invencidon pueden modificarse para expresar dos 0 mas
constructos. Tales constructos podrian, por ejemplo, distinguirse por los espectros de emision de sus respectivos
reporteros y proporcionan mediciones esencialmente independientes y simultaneas de diferentes actividades
enzimaticas. Alternativamente, tales constructos podrian medir las actividades de la misma enzima con diferentes
secuencias de sustrato. Por ejemplo, un primer constructo podria incluir un sitio de escision derivado de SNAP-25 y
un segundo constructo podria incluir un sitio de escisién derivado de sintaxina y ambos se usan para caracterizar la
actividad de BoNT/C. En una modalidad tal la comparacion de los resultados de ambos constructos puede mejorar la
precision, el intervalo dinamico y/o la especificidad.

Otra modalidad de la descripcion es un kit que incorpora un reportero secundario. Tal kit puede contener células que
expresan un constructo de deteccion apropiado, como se describié anteriormente, y un colorante secundario (por
ejemplo, un colorante de membrana). Opcionalmente, tal kit puede incluir instrucciones para que un usuario realice
el ensayo. En algunas modalidades tal kit puede incluir materiales de control o calibracién que incluyen un medio de
cultivo celular adecuado y una actividad enzimatica que corresponde a la actividad enzimatica de la muestra a
caracterizar. En este contexto, se entiende que una muestra de control es una muestra usada para verificar el
rendimiento del ensayo, y se entiende que una muestra de calibracion es una muestra usada para calibrar la salida
de un ensayo para proporcionar un resultado cuantitativo o cualitativo. Por ejemplo, debe caracterizarse una muestra
gue se sospecha que contiene una BoNT, tales muestras de control y/o calibracién podrian incluir una BoNT
correspondiente. En algunas modalidades tales muestras de control y/o calibracion pueden proporcionarse
premezcladas y esencialmente listas para su uso. En otras modalidades (por ejemplo, debido a factores de
estabilidad) tales muestras de control y/o calibrador pueden proporcionarse como un primer recipiente de un medio
de cultivo adecuado y un segundo recipiente de una solucion concentrada de la actividad enzimatica. En tales
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modalidades los recipientes primero y segundo pueden necesitar diferentes condiciones de envio y/o
almacenamiento, y como tal pueden enviarse y/o almacenarse por separado mientras permanecen como parte del
mismo Kkit.

Otras modalidades de la descripcién incluyen ensayos libres de células que utilizan los constructos descritos
anteriormente. Tal ensayo podria, por ejemplo, utilizar una suspension de vesiculas libre de células en la cual las
vesiculas portan uno o mas sitios adecuados para interactuar con una porciéon de anclaje a la membrana de un
constructo. Tales vesiculas, junto con un constructo del concepto de la invencion pueden suspenderse en un medio
que incluye una proteasa o enzima similar capaz de hidrolizar un reportero, de manera que la escisiéon de una
porcién enlazadora del constructo liberaria reporteros en los medios para la hidrélisis. Alternativamente, los sitios
reconocidos por una porcién de anclaje de un constructo pueden unirse a una microparticula de tamafio apropiado
con una quimica superficial adecuada. Tales microparticulas pueden portar bloqueadores estéricos, por ejemplo
dextranos o poliacrilatos de alto peso molecular, que permiten que las toxinas botulinicas accedan a la superficie de
microparticulas mientras que dificultan el acceso de las proteasas o enzimas similares. Con ese fin, pueden
proporcionarse proteasas o enzimas similares en formas de alto peso molecular (por ejemplo, como polimeros o
como conjugados de moléculas de alto peso molecular) para potenciar tal selectividad.
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REIVINDICACIONES

Un constructo reportero para caracterizar una actividad enzimatica comprende:

un dominio de anclaje a membrana que comprende un primer péptido que forma un complejo con una
membrana de una célula;

un dominio reportero que comprende una primera aparicion de un segundo péptido que produce una primera
sefial a una primera longitud de onda y una segunda aparicion del segundo péptido que produce una
segunda sefial a la primera longitud de onda, en donde el dominio reportero produce una sefial agregada que
es una suma de la primera sefial y la segunda sefial;

una sitio de escisién que comprende un tercer péptido, el sitio de escision interpuesto entre el dominio de
anclaje a membrana y la primera aparicién del segundo péptido,

en donde el tercer péptido se selecciona para experimentar un evento de escision tras la exposicion a la
actividad enzimatica, en donde el dominio reportero se selecciona de manera que al menos una porcion del
dominio reportero es susceptible a degradacion después del evento de escisién que da como resultado dicha
degradacion del reportero y da como resultado un cambio observable en la sefial agregada a partir del
reportero; y

en donde la sefial agregada es observable en ausencia de una de la primera sefial o la segunda sefial.

El constructo reportero de conformidad con la reivindicacién 1, en donde la primera apariciéon del segundo
péptido es susceptible a un primer evento degradativo en el citosol celular y la segunda aparicion del segundo
péptido es susceptible a un segundo evento degradativo en el citosol celular después de un evento de
escision, en donde el primer evento degradativo da como resultado la pérdida de la produccién de la primera
sefial y el segundo evento degradativo da como resultado la pérdida de la produccién de la segunda sefial.

El constructo reportero de conformidad con la reivindicacién 1, en donde el segundo péptido es una proteina
fluorescente.

El constructo reportero de conformidad con la reivindicacién 1, comprende ademas un péptido enlazador
interpuesto entre la primera aparicion del segundo péptido y la segunda aparicion del segundo péptido.

El constructo reportero de conformidad con la reivindicacion 1, en donde el segundo péptido tiene al menos
80 % de identidad de secuencia con la sec. con num. de ident. 10.

El constructo reportero de conformidad con la reivindicacion 1, en donde el tercer péptido es una proteina
SNARE o un fragmento de esta.

El constructo reportero de conformidad con la reivindicaciéon 1 comprende ademéas un dominio reportero
auxiliar que proporciona una sefial a una segunda longitud de onda, en donde la segunda longitud de onda es
distinguible de la primera longitud de onda.

El constructo reportero de conformidad con la reivindicaciéon 1, en donde el constructo reportero muestra un
sesgo de selectividad reducido entre la primera actividad enzimética y una segunda actividad enzimética con
respecto a un constructo reportero analogo que incluye una sola aparicion del segundo péptido, en donde el
tercer péptido se selecciona para experimentar un evento de escisién tras la exposicion a la primera actividad
enzimatica o la segunda actividad enziméatica

en donde la primera actividad enzimética se asocia con BoNT/A y la segunda actividad enzimatica se asocia
con BoNT/E.

El constructo reportero de conformidad con la reivindicacion 1, en donde el constructo reportero no exhibe
niveles dtiles de FRET.

Un método para caracterizar una primera actividad enzimatica comprende:

proporcionar una célula que expresa un constructo reportero de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 - 9;

poner en contacto la célula con una muestra que se sospecha que incluye la primera actividad enzimatica; y
observar una disminucién en la sefial detectable cuando la muestra incluye la primera actividad enzimatica,
en donde la sefial agregada es observable en ausencia de una de la primera sefial o la segunda sefial.

El método de conformidad con la reivindicacion 10, en donde el método muestra actividad reducida entre la
primera actividad enzimatica y una segunda actividad enzimatica en relacién con un ensayo que utiliza un
constructo reportero analogo que incluye una aparicion Unica del segundo péptido, en donde el tercer péptido
se selecciona para experimentar un evento de escision tras la exposicion a la primera actividad enzimatica o
la segunda actividad enziméatica, preferentemente en donde la primera actividad enzimatica se asocia con
BoNT/A y la segunda actividad enzimatica se asocia con BoNT/E.

26



10

15

12.

13.

14.

15.

ES 2686 141 T3

El método de conformidad con la reivindicacién 10 en donde el constructo reportero comprende ademas un
reportero de referencia que produce una sefial de referencia, en donde la sefial de referencia es distinguible
de la sefial detectable y es dependiente de la actividad enzimatica de la muestra; preferentemente

en donde la sefial de referencia se usa para normalizar la sefial agregada.

El método de conformidad con la reivindicacion 10, comprende ademas la etapa de poner en contacto la
célula con un colorante celular,

en donde el colorante celular se selecciona para proporcionar una sefial de colorante que es distinguible de la
sefial agregada.

El método de conformidad con la reivindicacién 13, en donde la célula se pone en contacto con el colorante
celular antes de poner en contacto la célula con la muestra; o en donde la célula se pone en contacto con el
colorante celular después de que la célula se pone en contacto con la muestra.

El método de conformidad con la reivindicacién 13, en donde la célula se pone en contacto con el colorante
celular y la muestra durante el mismo intervalo de tiempo.
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