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DESCRIPCION
Variantes de hemolisina alfa con caracteristicas alteradas
LISTADO DE SECUENCIAS

Se adjunta a esto un listado de secuencias que comprende SEQ ID NO: 1-8. Cada secuencia proporcionada en el
listado de secuencias se incorpora en el presente documento por referencia, en su totalidad, para todos los propdsitos.
Dicha copia ASCII, creada el 26 de octubre de 2015, se llama 20—-04338.P519WO1_SL.ixt y tiene un tamafio de 20.325
bytes.

CAMPO TECNICO

Se divulgan composiciones y procedimientos relativos a variantes de hemolisina alfa de Staphylococcal aureaus. Las
variantes de hemolisina alfa (a-HL) son dutiles, por ejemplo, como nanoporo en un dispositivo para determinar la
informacién de la secuencia polimérica. Los nanoporos, procedimientos y sistemas descritos en el presente documento
proporcionan la deteccion cuantitativa de acidos nucleicos monocatenarios, tales como ADN, ARN, etc., empleando
tecnologia de molécula unica basada en nanoporos con caracteristicas mejoradas.

ANTECEDENTES

Las hemolisinas son miembros de una familia de toxinas proteicas que se producen por una amplia variedad de
organismos. Algunas hemolisinas, por ejemplo hemolisinas alfa, pueden romper la integridad de una membrana celular
(por ejemplo, una membrana de célula huésped) formando un poro o canal en la membrana. Los poros o canales que
se forman en una membrana por proteinas formadoras de poros se pueden usar para transportar determinados
polimeros (por ejemplo, polipéptidos o polinucleétidos) de un lado de una membrana al otro.

La hemolisina alfa (a-HL, a-HL o alfa-HL) es una toxina autoensamblable que forma un canal acuoso en la membrana
de una célula huésped. La alfa-HL se ha convertido en un componente principal para la comunidad de secuenciacion
de nanoporos. Tiene muchas propiedades ventajosas incluyendo alta estabilidad, autoensamblaje y un diametro de
poro que es lo suficientemente ancho como para alojar ADN monocatenario pero no ADN bicatenario (Kasianowicz et
al., 1996).

El trabajo previo sobre deteccion de ADN en el poro de a-HL se ha centrado en analizar la firma de corriente ionica a
medida que el ADN se transloca a través del poro (Kasianowicz et al., 1996, Akeson et al., 1999, Meller et al., 2001),
una tarea muy dificil dada la tasa de translocacion (~ 1 nt/us a 100 mV) y el consiguiente ruido en la sefial de corriente
idnica. Se ha logrado una mayor especificidad en sensores basados en nanoporos por la incorporacion de moléculas
de sonda atadas permanentemente al interior del poro (Howorka et al., 2001a y Howorka et al., 2001b; Movileanu et
al., 2000).

La a-HL natural da como resultado un namero significativo de errores de delecién, es decir, no se miden las bases.
Por lo tanto, se desean nanoporos de a-HL con propiedades mejoradas.

BREVE SUMARIO DE LA INVENCION

La invencion presenta un polipéptido de hemolisina alfa (aHL) estafilocécica mutante que contiene una variacion
aminoacidica que potencia el tiempo de enhebrado, por ejemplo, disminuye el tiempo de captura de la molécula de
interés.

Las variantes actualmente divulgadas reducen el tiempo de enhebrado de la molécula de interés, por ejemplo, diversos
nucledtidos marcados o un nucledétido que se va a secuenciar.

En el presente documento se divulgan variantes de hemolisina a (aHL). Las variantes de hemolisina a (aHL) se derivan
de un polipéptido de a-HL original o una secuencia que tiene al menos un 80 %, 90 %, 95 %, 98 % o mas de identidad
de secuencia con SEQ ID NO: 8, y comprende una sustitucion en una posicioén correspondiente a la posicion 12 o0 17
de SEQ ID NO:3 (a-HL madura). En algunos modos de realizacion, la variante comprende ademas H144A. En algunos
modos de realizacion, la sustitucién comprende una o mas cargas positivas. En algunos modos de realizacion, la
variante comprende una sustituciéon en una posicidon correspondiente a uno o mas de los residuos T12 y/o N17. En
algunos modos de realizacion, la variante comprende una sustitucion seleccionada de T12K, T12R, N17K, N17R y
combinaciones de las mismas. En algunos modos de realizacién, la variante tiene un tiempo de enhebrado (TTT)
alterado relativo a la hemolisina a original. En algunos modos de realizacion, el TTT se disminuye. En algunos modos
de realizacion, la variante comprende una sustitucion en una posicién correspondiente a un residuo seleccionado del
grupo que consiste en T12R o K, y/o N17R o K en hemolisina a (aHL) de Staphylococcus aureus (SEQ ID NO: 1). En
algunos modos de realizacion, la sustitucion es T12K. En algunos modos de realizacion, la sustitucion es T12R. En
algunos modos de realizacion, la sustitucién es N17K. En algunos modos de realizacién, la sustitucién es N17R. En
algunos modos de realizacion, la variante de a-HL que tiene una caracteristica alterada en comparacién con una
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hemolisina a original (por ejemplo, AAA26598) comprende H144A y al menos una mutacion adicional seleccionada de
a. T12K/R;

b. N17K/R;
o0 combinaciones de las mismas.

En todos los modos de realizacién, la hemolisina alfa tiene una secuencia que tiene al menos un 90 %,
preferentemente un 95 %, 98 % o mas de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 8.

En algunos modos de realizacion, la sustitucion aminoacidica permite la adicion de moléculas heterdlogas, por
ejemplo, PEG. En algun modo de realizacion, la variante de a-HL tiene modificaciones postraduccionales.

En algunos modos de realizacion, la sustitucion es un aminoacido no natural que es basico o positivamente cargado
a un pH de aproximadamente 5 a aproximadamente 8,5.

En algunos casos, una polimerasa se asocia con el nanoporo (por ejemplo, se une covalentemente al nanoporo) y la
polimerasa realiza acontecimientos de incorporacién de nucledtidos.

En un aspecto, se proporciona un ensamblaje de poros heptomérico que comprende al menos una variante de
hemolisina a (aHL) como se describe en el presente documento. En un modo de realizacion, la invencion proporciona
un ensamblaje de poros heteromérico que contiene un polipéptido de aHL mutante (M), por ejemplo, un ensamblaje
de poros que contiene un polipéptido de aHL estafilocécico natural (WT) y un polipéptido de aHL mutante en el que
una variante aminoacidica (como se proporciona en el presente documento) del polipéptido de aHL mutante ocupa
una posicién en un canal transmembranario de la estructura de poros. Por ejemplo, la proporcion de polipéptidos de
aHL WT y variantes se expresa por la férmula WT7.\Mn, donde n es 1, 2, 3, 4, 5, 6 o 7; preferentemente la proporcion
de polipéptidos de aHL en el heteroheptamero es WT7.nMn; lo mas preferentemente, la proporcién es WTsM1. Los
poros homomeéricos en los que cada subunidad del heptémero es un polipéptido de aHL mutado (es decir, donde n=7)
también se engloban por la invencion.

En un aspecto, se proporciona un acido nucleico que codifica una variante de a-HL como se describe en el presente
documento.

En un aspecto, se proporciona un vector que comprende un acido nucleico que codifica una variante de hemolisina
alfa como se describe en el presente documento.

En un aspecto, se proporciona una célula huésped transformada con el vector que comprende un acido nucleico que
codifica una variante de hemolisina alfa como se describe en el presente documento.

En un aspecto, se proporciona un procedimiento de produccién de una variante de hemolisina alfa que comprende las
etapas de: (a) cultivar una célula huésped que comprende un acido nucleico que codifica una variante de hemolisina
alfa como se describe en el presente documento en un medio de cultivo adecuado en condiciones adecuadas para
producir la variante de hemolisina alfa; y (b) obtener dicha variante de hemolisina alfa producida.

En un aspecto, se proporciona un procedimiento para detectar una molécula diana, que comprende: (a) proporcionar
un chip que comprende un nanoporo como se describe en el presente documento en una membrana que se dispone
adyacente o préxima a un electrodo sensor; (b) dirigir una molécula de acido nucleico a través de dicho nanoporo, en
el que dicha molécula de acido nucleico se asocia con una molécula indicadora, en el que dicha molécula de acido
nucleico comprende una regién de direccion y una regién de sonda, en el que dicha molécula indicadora se asocia
con dicha molécula de acido nucleico en dicha regién de sonda, y en el que dicha molécula indicadora se acopla a
una molécula diana; (c) secuenciar dicha regién de direccidon mientras dicha molécula de acido nucleico se dirige a
través de dicho nanoporo para determinar una secuencia de acido nucleico de dicha regién de direccion; y (d)
identificar, con la ayuda de un procesador informatico, dicha molécula diana en base a una secuencia de acido nucleico
de dicha region de direccion determinada en (c).

Otros objetivos, rasgos caracteristicos y ventajas de la presente invencion seran evidentes a partir de la siguiente
descripcion detallada.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Las figuras 1-5 comprenden cada una dos figuras, por ejemplo, figura 1A'y 1B. La figura A para cada figura es un
histograma del numero de acontecimientos de captura que tuvieron un "tiempo de enhebrado" igual al intervalo de
tiempo mostrado en el eje x. La figura B para cada figura es una parte de los datos brutos para la correspondiente
figura A.

La figura 1 muestra los resultados para el nanoporo de hemolisina a natural. La figura 1A (panel superior) muestra
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datos de "tiempo de enhebrado". Estos datos se combinan de muchos poros que capturaron los nucleétidos marcados
lo que indica que el poro tuvo una molécula tanto de ADN molde como polimerasa. Los valores de media y mediana,
junto con la desviacion estandar para aHL natural son 20,7 ms, 16,1 ms y 1,5 ms respectivamente, y el numero total
de ondas cuadradas usadas para los calculos es de 41910.

La figura 1B (panel inferior) muestra algunos datos brutos con cinco ondas cuadradas consecutivas mostradas. Los
puntos de datos entre las lineas verdes representan el canal abierto (donde no se enhebra ningin nucleétido marcado
en el poro) y los datos entre las lineas rojas representan cuando el nucleétido marcado se ha enhebrado en el poro y
esta bloqueando los iones que se mueven a través del canal. El electrodo se cicla entre 100 mV positivo y negativo, y
en el presente sistema los puntos de datos no se registran cuando se aplica un voltaje negativo. Por tanto, todos los
puntos de datos se recopilan del potencial aplicado positivamente, y el tiempo donde existe una ausencia de puntos
de datos (entre 1716,9-1717 s, por ejemplo) es cuando los electrodos tienen un voltaje negativo aplicado a estos. En
este ejemplo, la medicion del "tiempo de enhebrado" se calcula a partir de ondas cuadradas que tienen un nivel
enhebrado observable y la onda cuadrada previa tuvo un nivel enhebrado al final del voltaje positivo (lo que indica que
la marca se enhebré en el poro y se unio por la polimerasa).

La figura 2 muestra los resultados para el nanoporo hemolisina a que comprende una mutacion T12K. La figura 2A
(panel superior) son datos combinados de muchos poros que capturaron los nucleétidos marcados lo que indica que
el poro tuvo una molécula tanto de ADN molde como polimerasa. Los valores de media y mediana, junto con la
desviacion estandar para T12K aHL son 19,7 ms, 14,5 ms y 1,5 ms respectivamente, y el numero total de ondas
cuadradas usadas para los calculos es 4311.

La figura 2B (panel inferior) muestra algunos datos brutos con cinco ondas cuadradas consecutivas mostradas. Los
puntos de datos entre las lineas verdes representan el canal abierto (donde no se enhebra ningun nucleétido marcado
en el poro) y los datos entre las lineas rojas representan cuando el nucleétido marcado se ha enhebrado en el poro y
esta bloqueando los iones que se mueven a través del canal. El electrodo se cicla entre 100 mV positivo y negativo, y
en el presente sistema los puntos de datos no se registran cuando se aplica un voltaje negativo. Por tanto, todos los
puntos de datos se recopilan del potencial aplicado positivamente, y el tiempo donde existe una ausencia de puntos
de datos (entre 1600,4-1601,2 s, por ejemplo) es cuando los electrodos tienen un voltaje negativo aplicado a estos.
En este ejemplo, la medicion del "tiempo de enhebrado” se calcula a partir de ondas cuadradas que tienen un nivel
enhebrado observable y la onda cuadrada previa tuvo un nivel enhebrado al final del voltaje positivo (lo que indica que
la marca se enhebré en el poro y se unio por la polimerasa).

La figura 3 muestra los resultados para el nanoporo hemolisina a que comprende una mutacién T12R. La figura 3A
son datos combinados de muchos poros que capturaron los nucleétidos marcados lo que indica que el poro tuvo una
molécula tanto de ADN molde como polimerasa. Los valores de media y mediana, junto con la desviaciéon estandar
para T12R aHL son 16,9 ms, 10,5 ms y 1,5 ms respectivamente, y el numero total de ondas cuadradas usadas para
los calculos es 4138.

La figura 3B (panel inferior) muestra algunos datos brutos con cinco ondas cuadradas consecutivas mostradas. Los
puntos de datos entre las lineas verdes representan el canal abierto (donde no se enhebra ningun nucleétido marcado
en el poro) y los datos entre las lineas rojas representan cuando el nucleétido marcado se ha enhebrado en el poro y
esta bloqueando los iones que se mueven a través del canal. El electrodo se cicla entre 100 mV positivo y negativo, y
en el presente sistema los puntos de datos no se registran cuando se aplica un voltaje negativo. Por tanto, todos los
puntos de datos se recopilan del potencial aplicado positivamente, y el tiempo donde existe una ausencia de puntos
de datos (entre 267,2 - 268,2 s, por ejemplo) es cuando los electrodos tienen un voltaje negativo aplicado a estos. En
este ejemplo, la medicion del "tiempo de enhebrado" se calcula a partir de ondas cuadradas que tienen un nivel
enhebrado observable y la onda cuadrada previa tuvo un nivel enhebrado al final del voltaje positivo (lo que indica que
la marca se enhebré en el poro y se uni6 por la polimerasa).

La figura 4 muestra los resultados para el nanoporo hemolisina a que comprende una mutacién N17R. La figura 4A
(panel superior) son datos combinados de muchos poros que capturaron los nucleétidos marcados lo que indica que
el poro tuvo una molécula tanto de ADN molde como polimerasa. Los valores de media y mediana, junto con la
desviacion estandar para N17R aHL son 17,5 ms, 10,5 ms y 1,7 ms respectivamente, y el numero total de ondas
cuadradas usadas para los calculos es 3877.

La figura 4B (panel inferior) muestra algunos datos brutos con cinco ondas cuadradas consecutivas mostradas. Los
puntos de datos entre las lineas verdes representan el canal abierto (donde no se enhebra ningin nucleétido marcado
en el poro) y los datos entre las lineas rojas representan cuando el nucle6tido marcado se ha enhebrado en el poro y
esta bloqueando los iones que se mueven a través del canal. El electrodo se cicla entre 100 mV positivo y negativo, y
en el presente sistema los puntos de datos no se registran cuando se aplica un voltaje negativo. Por tanto, todos los
puntos de datos se recopilan del potencial aplicado positivamente, y el tiempo donde existe una ausencia de puntos
de datos (entre 344 - 344,9 s, por ejemplo) es cuando los electrodos tienen un voltaje negativo aplicado a estos. En
este ejemplo, la medicion del "tiempo de enhebrado" se calcula a partir de ondas cuadradas que tienen un nivel
enhebrado observable y la onda cuadrada previa tuvo un nivel enhebrado al final del voltaje positivo (lo que indica que
la marca se enhebré en el poro y se unio por la polimerasa).
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La figura 5 muestra los resultados para el nanoporo hemolisina a que comprende una mutacion N17K. La figura 5A
(panel superior) muestra datos combinados de muchos poros que capturaron los nucleétidos marcados lo que indica
que el poro tuvo una molécula tanto de ADN molde como polimerasa. Los valores de media y mediana, junto con la
desviacion estandar para N17K aHL son 5,7 ms, 2,4 ms y 0,7 ms respectivamente, y el nimero total de ondas
cuadradas usadas para los calculos es 2424.

La figura 5B (panel inferior) muestra algunos datos brutos con cinco ondas cuadradas consecutivas mostradas. Los
puntos de datos entre las lineas verdes representan el canal abierto (donde no se enhebra ningin nucleétido marcado
en el poro) y los datos entre las lineas rojas representan cuando el nucleétido marcado se ha enhebrado en el poro y
esta bloqueando los iones que se mueven a través del canal. El electrodo se cicla entre 100 mV positivo y negativo, y
en el presente sistema los puntos de datos no se registran cuando se aplica un voltaje negativo. Por tanto, todos los
puntos de datos se recopilan del potencial aplicado positivamente, y el tiempo donde existe una ausencia de puntos
de datos (entre 79,5 - 80,5 s, por ejemplo) es cuando los electrodos tienen un voltaje negativo aplicado a estos. En
este ejemplo, la medicion del "tiempo de enhebrado" se calcula a partir de ondas cuadradas que tienen un nivel
enhebrado observable y la onda cuadrada previa tuvo un nivel enhebrado al final del voltaje positivo (lo que indica que
la marca se enhebré en el poro y se unio por la polimerasa).

DESCRIPCION DETALLADA
La invencion se describira ahora en detalle a modo de referencia usando solo las siguientes definiciones y ejemplos.

A menos que se defina de otro modo en el presente documento, todos los términos técnicos y cientificos usados en el
presente documento tienen el mismo significado que se entiende cominmente por un experto en la técnica a la que
pertenece la presente invencion. Singleton, et al., DICTIONARY OF MICROBIOLOGY AND MOLECULAR BIOLOGY,
2.2 ed., John Wiley y Sons, Nueva York (1994), y Hale y Marham, THE HARPER COLLINS DICTIONARY OF
BIOLOGY, Harper Perennial, NY (1991) proporcionan a un experto un diccionario general de muchos de los términos
usados en la presente invencion. Aunque cualquier procedimiento y material similar o equivalente a los descritos en
el presente documento se puede usar en la practica o prueba de la presente invencion, se describen los procedimientos
y materiales preferentes. Los profesionales sanitarios se dirigen en particular a Sambrook et al., 1989, y Ausubel FM
et al., 1993, para definiciones y términos de la técnica. Se debe entender que la presente invencién no esta limitada a
la metodologia, protocolos y reactivos particulares descritos, ya que estos pueden variar.

Los intervalos numéricos incluyen los nimeros que definen el intervalo. El término aproximadamente en el presente
documento quiere decir mas o menos un diez por ciento (10 %) de un valor. Por ejemplo, "aproximadamente 100" se
refiere a cualquier numero entre 90 y 110.

A menos que se indique de otro modo, los acidos nucleicos se escriben de izquierda a derecha en una orientacion de
5'a 3'; las secuencias de aminoacidos se escriben de izquierda a derecha en una orientacion de amino a carboxilo,
respectivamente.

Los titulos proporcionados en el presente documento no son limitaciones de los diversos aspectos o modos de
realizacién de la invencién que se pueden tener por referencia a la memoria descriptiva como un todo. En
consecuencia, los términos definidos inmediatamente a continuacion se definen mas completamente por referencia a
la memoria descriptiva como un todo.

Definiciones

Hemolisina alfa: como se usa en el presente documento, "hemolisina alfa", "hemolisina a", "a-HL" y "a-HL" se usan
de manera intercambiable y se refieren a la proteina monomérica que se autoensambla en un canal transmembranario
lleno de agua heptamérico (es decir, nanoporo). Dependiendo del contexto, el término también se puede referir al
canal transmembranario formado por siete proteinas monoméricas.

Aminoacido: como se usa en el presente documento, el término "aminoacido”, en su sentido mas amplio, se refiere
a cualquier compuesto y/o sustancia que se puede incorporar en una cadena polipeptidica. En algunos modos de
realizacién, un aminoacido tiene la estructura general H2N—C(H)(R)—COOH. En algunos modos de realizacion, un
aminoacido es un aminoacido natural. En algunos modos de realizacion, el aminoacido es un aminoacido sintético; en
algunos modos de realizacion, un aminoacido es un D-aminoacido; en algunos modos de realizacién, un aminoacido
es un L-aminoacido. "Aminoacido estandar" se refiere a cualquiera de los veinte L-aminoacidos estandar encontrados
comunmente en péptidos naturales. "Aminoacido no estandar" se refiere a cualquier aminoacido, distinto de los
aminoacidos estandar, independientemente de si se prepara sintéticamente o se obtiene de una fuente natural. Como
se usa en el presente documento, "aminoacido sintético" o "aminoacido no natural" engloba aminoacidos modificados
quimicamente, incluyendo pero sin limitarse a sales, derivados aminoacidicos (tales como amidas) y/o sustituciones.
Los aminoacidos, incluyendo aminoacidos carboxi y/o aminoterminales en péptidos, se pueden modificar por
metilacién, amidacion, acetilacién y/o sustitucion con otros grupos quimicos sin afectar negativamente a su actividad.
Los aminoacidos pueden participar en un enlace disulfuro. El término "aminoacido" se usa de manera intercambiable
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con "residuo aminoacidico" y se puede referir a un aminoacido libre y/o a un residuo aminoacidico de un péptido. Sera
evidente a partir del contexto en el que se usa el término si se refiere a un aminoacido libre o un residuo de un péptido.
Cabe destacar que todas las secuencias de residuos aminoacidicos se representan en el presente documento por
férmulas con una orientacion izquierda y derecha que esta en el sentido convencional del extremo aminoterminal al
carboxiterminal.

Par de bases (pb): como se usa en el presente documento, par de bases se refiere a una asociaciéon de adenina (A)
con timina (T), o de citosina (C) con guanina (G) en una molécula de ADN bicatenario.

Complementario: como se usa en el presente documento, el término "complementario” se refiere al concepto amplio
de complementariedad de secuencia entre regiones de dos hebras polinucleotidicas o entre dos nucleétidos a través
de emparejamiento de bases. Es conocido que un nucleétido adenina puede formar enlaces de hidrogeno especificos
("emparejamiento de bases") con un nucleétido que sea timina o uracilo. De forma similar, es conocido que un
nucleotido citosina puede realizar emparejamiento de bases con un nucleétido guanina.

Casete de expresion: un "casete de expresion" o "vector de expresion" es una construccién de acido nucleico
generada de forma recombinante o sintética, con una serie de elementos de acido nucleico especificados que permiten
la transcripcion de un acido nucleico particular en una célula diana. El casete de expresién recombinante se puede
incorporar en un plasmido, cromosoma, ADN mitocondrial, ADN de plastido, virus o fragmento de acido nucleico.

Tipicamente, la porcién de casete de expresion recombinante de un vector de expresion incluye, entre otras
secuencias, una secuencia de acido nucleico que se va a transcribir y un promotor.

Heterdlogo: una construccion o secuencia de acido nucleico "heterélogo” tiene una porcién de la secuencia que no
es natural para la célula en la que se expresa. Heterélogo, con respecto a una secuencia de control se refiere a una
secuencia de control (es decir, promotor o potenciador) que no funciona en la naturaleza para regular el mismo gen
con una expresiéon que se esta regulando actualmente. En general, las secuencias de 4cido nucleico heter6logo no
son enddgenas a la célula o parte del genoma en el que estan presentes, y se han afadido a la célula, por infeccién,
transfeccion, transformacion, microinyeccion, electroporacion o similares. Una construccion de acido nucleico
"heterdlogo" puede contener una combinacion de secuencia de control/secuencia codificante de ADN que es igual a,
o diferente de una combinacion de secuencia de control/secuencia codificante de ADN encontrada en la célula natural.

Célula huésped: por el término "célula huésped" se quiere decir una célula que contiene un vector y soporta la
replicacién, y/o transcripciéon o transcripcion y traduccion (expresion) de la construccion de expresion. Las células
huésped para su uso en la presente invencion pueden ser células procariotas, tales como E. coli o Bacillus subtilus, o
células eucariotas tales como levadura, células de planta, insecto, anfibio o mamifero. En general, las células huésped
son procariotas, por ejemplo, E. coli.

Aislado: una molécula "aislada" es una molécula de acido nucleico que se separa de al menos otra molécula con la
que se asocia normalmente, por ejemplo, en su entorno natural. Una molécula de acido nucleico aislada incluye una
molécula de acido nucleico contenida en células que expresan habitualmente la molécula de acido nucleico, pero la
molécula de acido nucleico esta presente de forma extracromosémica o en una localizacién cromosdémica que es
diferente de su localizacion cromosomica natural.

Hemolisina alfa modificada: como se usa en el presente documento, el término "hemolisina alfa modificada" se
refiere a una hemolisina alfa originada de otra hemolisina alfa (es decir, original) y contiene una o mas alteraciones
aminoacidicas (por ejemplo, sustitucion, delecion o inserciéon aminoacidica) en comparaciéon con la hemolisina alfa
original. En algunos modos de realizacién, una hemolisina alfa modificada de la invencion se origina o modifica a partir
de una hemolisina alfa natural. En algunos modos de realizacion, una hemolisina alfa modificada de la invencion se
origina o modifica a partir de una hemolisina alfa recombinante o genomanipulada incluyendo, pero sin limitarse a,
hemolisina alfa quimérica, hemolisina alfa de fusion u otra hemolisina alfa modificada. Tipicamente, una hemolisina
alfa modificada tiene al menos un fenotipo cambiado en comparacién con la hemolisina alfa original.

Mutacion: como se usa en el presente documento, el término "mutacion” se refiere a un cambio introducido en una
secuencia original incluyendo, pero sin limitarse a, sustituciones, inserciones, deleciones (incluyendo truncamientos).
Las consecuencias de una mutacion incluyen, pero no se limitan a, la creacién de un nuevo caracter, propiedad,
funcion, fenotipo o rasgo no encontrado en la proteina codificada por la secuencia original.

Nanoporo: el término "nanoporo"”, como se usa en el presente documento, se refiere en general a un poro, canal o
paso formado o provisto de otro modo en una membrana. Una membrana puede ser una membrana organica, tal
como una bicapa lipidica, 0 una membrana sintética, tal como una membrana formada de un material polimérico. La
membrana puede ser un material polimérico. El nanoporo se puede disponer adyacente o proximo a un circuito sensor
0 un electrodo acoplado a un circuito sensor, tal como, por ejemplo, un semiconductor de 6xido metalico
complementario (CMOS) o circuito de transistor de efecto de campo (FET). En algunos ejemplos, un nanoporo tiene
un ancho o diametro caracteristico del orden de 0,1 nandémetros (nm) a aproximadamente 1000 nm. Algunos
nanoporos son proteinas. La hemolisina alfa es un ejemplo de un nanoporo proteico.
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Molécula de acido nucleico: el término "molécula de acido nucleico" incluye moléculas de ARN, ADN y ADNc. Se
entendera que, como resultado de la degeneracién del cédigo genético, se puede producir una multitud de secuencias
de nucledtidos que codifican una proteina dada tal como hemolisina alfa y/o variantes de la misma. La presente
invencion contempla cada posible secuencia de nucledtidos variante, que codifica hemolisina alfa variante, de las que
todas son posibles dada la degeneracion del codigo genético.

Promotor: como se usa en el presente documento, el término "promotor” se refiere a una secuencia de acido nucleico
que funciona para dirigir la transcripcion de un gen hacia 3'. El promotor sera apropiado en general para la célula
huésped en la que se expresa el gen diana. El promotor conjuntamente con otras secuencias de acido nucleico
reguladoras transcripcionales y traduccionales (también denominadas "secuencias de control") son necesarios para
expresar un gen dado. En general, las secuencias reguladoras transcriptionales y traduccionales incluyen, pero no se
limitan a, secuencias promotoras, sitios de union ribosémicos, secuencias de inicio y parada transcripcionales,
secuencias de inicio y parada traduccionales y secuencias potenciadoras o activadoras.

Purificado: como se usa en el presente documento, "purificado" quiere decir que una molécula esta presente en una
muestra a una concentracion de al menos un 95 % en peso, o al menos un 98 % en peso de la muestra en la que esta
contenida.

Purificar: como se usa en el presente documento, el término "purificar" en general se refiere a someter a las células
que contienen proteina o acido nucleico transgénico a purificacion bioquimica y/o cromatografia en columna.

Marca: como se usa en el presente documento, el término "marca" se refiere a un resto detectable que puede ser
atomos o moléculas, o una coleccién de atomos o moléculas. Una marca puede proporcionar una firma éptica,
electroquimica, magnética o electrostatica (por ejemplo, inductiva, capacitiva), que se puede detectar con la ayuda de
un nanoporo. Tipicamente, cuando un nucleétido se une a la marca, se llama "nucleétido marcado". La marca puede
estar unida al nucleétido por medio del resto fosfato.

Tiempo de enhebrado: el término "tiempo de enhebrado" o "TTT" quiere decir el tiempo que tarda el complejo
polimerasa-marca o una hebra de acido nucleico en enhebrar la marca en el cuerpo del nanoporo.

Variante: como se usa en el presente documento, el término "variante" se refiere a una proteina modificada que
presenta caracteristicas alteradas cuando se compara con la proteina original, por ejemplo, conductancia iénica
alterada.

Hemolisina variante: el término "gen de hemolisina variante" o "hemolisina variante" quiere decir, respectivamente,
que la secuencia de acido nucleico del gen de hemolisina alfa de Staphylococcus aureus se ha alterado retirando,
anadiendo y/o manipulando la secuencia codificante o la secuencia de aminoacidos de la proteina expresada se ha
modificado consecuentemente con la invencién descrita en el presente documento.

Vector: como se usa en el presente documento, el término "vector" se refiere a una construccién de acido nucleico
disefiada para la transferencia entre diferentes células huésped. Un "vector de expresién" se refiere a un vector que
tiene la capacidad de incorporar y expresar fragmentos de ADN heterélogos en una célula exégena. Muchos vectores
de expresion procariotas y eucariotas estan disponibles comercialmente. La seleccion de vectores de expresion
apropiados esta dentro del conocimiento de los expertos en la técnica.

Natural: como se usa en el presente documento, el término "natural” se refiere a un gen o producto génico que tiene
las caracteristicas de ese gen o producto génico cuando se aisla de una fuente natural.

Porcentaje de homologia: el término "% de homologia" se usa de manera intercambiable en el presente documento
con el término "% de identidad" en el presente documento y se refiere al nivel de identidad de secuencia de acido
nucleico o aminoacidos entre la secuencia de acido nucleico que codifica uno cualquiera de los polipéptidos segun la
invencion o la secuencia de aminoacidos del polipéptido segun la invencion, cuando se alinea usando un programa
de alineacion de secuencias.

Por ejemplo, como se usa en el presente documento, un 80 % de homologia quiere decir lo mismo que un 80 % de
identidad de secuencia determinada por un algoritmo definido y, en consecuencia, un homdélogo de una secuencia
dada tiene méas de un 80 % de identidad de secuencia en una longitud de la secuencia dada. Los niveles ejemplares
de identidad de secuencia incluyen, pero no se limitan a, 80, 85, 90, 95, 98 % o mas de identidad de secuencia para
una secuencia dada, por ejemplo, la secuencia codificante para uno cualquiera de los polipéptidos segun la invencion,
como se describe en el presente documento.

Los programas informaticos ejemplares que se pueden usar para determinar la identidad entre dos secuencias
incluyen, pero no se limitan a, el paquete de programas BLAST, por ejemplo, BLASTN, BLASTX y TBLASTX, BLASTP
y TBLASTN, disponibles publicamente en Internet. Véanse también, Altschul, et al., 1990 y Altschul, et al., 1997.
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Las busquedas de secuencias se llevan a cabo tipicamente usando el programa BLASTN cuando se evalia una
secuencia de acido nucleico dada relativa a las secuencias de acido nucleico en las secuencias de ADN de GenBank
y otras bases de datos publicas. El programa BLASTX es preferente para buscar secuencias de acido nucleico que se
han traducido en todos los marcos de lectura frente a secuencias de aminoéacidos en las secuencias de proteinas de
GenBank y otras bases de datos publicas. Tanto BLASTN como BLASTX se ejecutan usando parametros
predeterminados de una penalizacion por hueco abierto de 11,0 y una penalizacion por hueco extendido de 1,0, y
utilizan la matriz BLOSUM-62. (Véase, por ejemplo, Altschul, S. F., et al., Nucleic Acids Res. 25:3389-3402, 1997.)

Se realiza una alineacion preferente de secuencias seleccionadas para determinar el "% de identidad" entre dos o
mas secuencias, usando por ejemplo, el programa CLUSTAL-W en MacVector versién 13.0.7, operado con parametros
predeterminados, incluyendo una penalizacion por hueco abierto de 10,0, una penalizacion por hueco extendido de
0,1 y una matriz de similitud BLOSUM 30.

Nomenclatura

En la presente descripcién y reivindicaciones, se usan los cddigos de una letra y tres letras convencionales para los
residuos aminoacidicos.

Para facilitar la referencia, las variantes de la solicitud se describen por el uso de la siguiente nomenclatura:

Aminoacido(s) original(es): posicion/posiciones: aminoacido(s) sustituido(s). De acuerdo con esta nomenclatura, por
ejemplo, la sustitucion de treonina por una arginina en la posicion 17 se muestra como:

Thr17Argo T17R
Las mutaciones multiples se separan por signos de mas, es decir:
Thr17Arg+Glu34Ser o T17R+E34S

representando mutaciones en las posiciones 30 y 34 sustituyendo alanina y acido glutamico por asparagina y serina,
respectivamente.

Cuando uno o mas residuos aminoacidicos alternativos se pueden insertar en una posiciéon dada, se indica como:
T17R/IKo T17R o T17K.

Mutagénesis dirigida a sitio de hemolisina alfa

En el presente documento se proporcionan secuencias naturales de hemolisina alfa de Staphylococcus aureus (SEQ
ID NO:1, regién codificante de acido nucleico; SEQ ID NO:3, region codificante de proteina) y estan disponibles en
otros lugares (National Center for Bioinformatics o GenBank con nimeros de acceso M90536 y AAA26598).

Se pueden introducir mutaciones puntuales usando el kit QuikChange Lightning 2 (Stategene/Agilent) siguiendo las
instrucciones del fabricante.

Se pueden encargar cebadores a empresas comerciales, por ejemplo, ADN de IDT.
Ensamblaje e insercion de nanoporos

Los procedimientos descritos en el presente documento pueden usar un nanoporo que tiene una polimerasa unida al
nanoporo. En algunos casos, es deseable tener una y solo una polimerasa por nanoporo (por ejemplo, de modo que
solo se secuencia una molécula de acido nucleico en cada nanoporo). Sin embargo, muchos nanoporos, incluyendo
hemolisina alfa (aHL), pueden ser proteinas multiméricas que tienen una pluralidad de subunidades (por ejemplo, 7
subunidades para aHL). Las subunidades pueden ser copias idénticas del mismo polipéptido. En el presente
documento se proporcionan proteinas multiméricas (por ejemplo, nanoporos) que tienen una proporcién definida de
subunidades modificadas (por ejemplo, variantes de a-HL) con respecto a subunidades no modificadas (por ejemplo,
a-HL). En el presente documento también se proporcionan procedimientos para producir proteinas multiméricas (por
ejemplo, nanoporos) que tienen una proporcion definida de subunidades modificadas con respecto a subunidades no
modificadas.

Con referencia a la figura 27 del documento WO2014/074727, un procedimiento para ensamblar una proteina que
tiene una pluralidad de subunidades comprende proporcionar una pluralidad de primeras subunidades 2705 y
proporcionar una pluralidad de segundas subunidades 2710, donde las segundas subunidades se modifican en
comparacion con las primeras subunidades. En algunos casos, las primeras subunidades son naturales (por ejemplo,
purificadas de fuentes naturales o producidas de forma recombinante). Las segundas subunidades se pueden
modificar de cualquier forma adecuada. En algunos casos, las segundas subunidades tienen una proteina (por
ejemplo, una polimerasa) unida (por ejemplo, como una proteina de fusion).
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Las subunidades modificadas pueden comprender un resto quimicamente reactivo (por ejemplo, una acida o un grupo
alquino adecuado para formar un enlace). En algunos casos, el procedimiento comprende ademas realizar una
reaccion (por ejemplo, una cicloadicién quimica Click) para unir una entidad (por ejemplo, una polimerasa) al resto
quimicamente reactivo.

El procedimiento puede comprender ademas poner en contacto las primeras subunidades con las segundas
subunidades 2715 en una primera proporcion para formar una pluralidad de proteinas 2720 que tienen las primeras
subunidades y las segundas subunidades. Por ejemplo, una parte de las subunidades de aHL modificadas que tienen
un grupo reactivo adecuado para unirse a una polimerasa se puede mezclar con seis partes de subunidades de aHL
naturales (es decir, siendo la primera proporcion 1:6). La pluralidad de proteinas puede tener una pluralidad de
proporciones de las primeras subunidades con respecto a las segundas subunidades. Por ejemplo, las subunidades
mixtas pueden formar varios nanoporos que tienen una distribucion de estequiometrias de subunidades modificadas
con respecto a no modificadas (por ejemplo, 1:6, 2:5, 3:4).

En algunos casos, las proteinas se forman simplemente mezclando las subunidades. En el caso de nanoporos de
aHL, por ejemplo, un detergente (por ejemplo, acido desoxicdlico) puede provocar que el monémero de aHL adopte
la conformacién de poro. Los nanoporos también se pueden formar usando un lipido (por ejemplo, 1,2-difitanoil-sn-
glicero-3-fosfocolina (DPhPC) o 1,2-di-O-fitanil-sn-glicero-3-fosfocolina (DoPhPC)) y temperatura moderada (por
ejemplo, menos de aproximadamente 100 °C). En algunos casos, mezclar DPhPC con una solucién tampén crea
grandes vesiculas multilaminares (LMV), y afiadir subunidades de aHL a esta solucion e incubar la mezcla a 40 °C
durante 30 minutos da como resultado la formacion de poro.

Si se usan dos tipos diferentes de subunidades (por ejemplo, la proteina natural y un segundo monémero de aHL que
puede contener una Unica mutacion puntual), las proteinas resultantes pueden tener una estequiometria mixta (por
ejemplo, de las proteinas naturales y mutantes). La estequiometria de estas proteinas puede seguir una férmula que
es dependiente de la proporcién de las concentraciones de las dos proteinas usadas en la reacciéon de formacion de
poros. Esta férmula es como sigue:

100 Pm= 100[nY/m!(n-m)!] - fmut™ - fnt"™™, donde

Pm = probabilidad de que un poro tenga un nimero m de subunidades mutantes
n = nimero total de subunidades (por ejemplo, 7 para aHL)

m = numero de subunidades "mutantes”

fmut = fraccion o proporcion de subunidades mutantes mezcladas juntas

fut = fraccién o proporcion de subunidades naturales mezcladas juntas

El procedimiento puede comprender ademas fraccionar la pluralidad de proteinas para enriquecer proteinas que tienen
una segunda proporcion de las primeras subunidades con respecto a las segundas subunidades 2725. Por ejemplo,
se pueden aislar proteinas de nanoporo que tienen una y solo una subunidad modificada (por ejemplo, una segunda
proporcion de 1:6). Sin embargo, cualquier segunda proporcion es adecuada. También se puede fraccionar una
distribucion de segundas proporciones, tal como enriquecer proteinas que tienen una o bien dos subunidades
modificadas. El numero total de subunidades que forman la proteina no siempre es 7 (por ejemplo, se puede usar un
nanoporo diferente o se puede formar un nanoporo de hemolisina alfa que tiene seis subunidades) como se representa
en la figura 27 del documento WO2014/074727. En algunos casos, se enriguecen las proteinas que tienen solo una
subunidad modificada. En dichos casos, la segunda proporcion es 1 segunda subunidad por (n-1) primeras
subunidades donde n es el nimero de subunidades que comprenden la proteina.

La primera proporcion puede ser la misma que la segunda proporcién, sin embargo, esto no se requiere. En algunos
casos, las proteinas que tienen mondmeros mutados se pueden formar menos eficazmente que las que no tienen
subunidades mutadas. Si este es el caso, la primera proporcion puede ser mayor que la segunda proporcion (por
ejemplo, si se desea una segunda proporcion de 1 subunidad mutada con respecto a 6 no mutadas en un nanoporo,
formar un numero adecuado de 1:6 proteinas puede requerir mezclar las subunidades en una proporcién mayor que
1:6).

Las proteinas que tienen diferentes segundas proporciones de subunidades se pueden comportar de forma diferente
(por ejemplo, tienen diferentes tiempos de retencion) en una separacion. En algunos casos, las proteinas se fraccionan
usando cromatografia, tal como cromatografia de intercambio i6nico o cromatografia de afinidad. Puesto que las
primeras y segundas subunidades pueden ser idénticas aparte de la modificacion, el numero de modificaciones en la
proteina puede servir como base para la separacion. En algunos casos, las primeras o bien segundas subunidades
tienen una marca de purificacién (por ejemplo, ademas de la modificacidon) para permitir o mejorar la eficacia del
fraccionamiento. En algunos casos, se usa una marca polihistidina (marca His), una marca estreptavidina (marca
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Strep) u otra marca peptidica. En algunos casos, las primeras y segundas subunidades comprenden cada una
diferentes marcas y la etapa de fraccionamiento fracciona en base a cada marca. En el caso de una marca His, se
crea una carga en la marca a pH bajo (los residuos de histidina se cargan positivamente por debajo del pKa de la
cadena lateral). Con una diferencia significativa de carga en una de las moléculas de aHL en comparacion con las
otras, se puede usar cromatografia de intercambio iénico para separar los oligdmeros que tienen 0, 1, 2, 3,4,5,607
de las subunidades de aHL "marcadas con carga". En principio, esta marca de carga puede ser una cadena de
cualquier aminoacido que porte una carga uniforme. La figura 28 y figura 29 muestran ejemplos de fraccionamiento
de nanoporos en base a una marca His. La figura 28 muestra una curva de absorbancia ultravioleta a 280 nanémetros,
absorbancia ultravioleta a 260 nandmetros y conductividad. Los picos corresponden a nanoporos con diversas
proporciones de subunidades modificadas y no modificadas. La figura 29 del documento WO2014/074727 muestra el
fraccionamiento de nanoporos de aHL y mutantes de los mismos usando marca His y marcas Strep.

En algunos casos, una entidad (por ejemplo, una polimerasa) se une a la proteina después del fraccionamiento. La
proteina puede ser un nanoporo y la entidad puede ser una polimerasa. En algunos casos, el procedimiento comprende
ademas insertar las proteinas que tienen las segundas subunidades de proporcion en una bicapa.

En algunas situaciones, un nanoporo puede comprender una pluralidad de subunidades. Se puede unir una polimerasa
a una de las subunidades y al menos una y menos que todas las subunidades comprenden una primera marca de
purificacion. En algunos ejemplos, el nanoporo es hemolisina alfa o una variante de la misma. En algunos casos, todas
las subunidades comprenden una primera marca de purificacién o una segunda marca de purificacion. La primera
marca de purificacion puede ser una marca polihistidina (por ejemplo, en la subunidad que tiene la polimerasa unida).

Polimerasa unida a nanoporo

En algunos casos, una polimerasa (por ejemplo, ADN polimerasa) se une y/o se localiza proxima al nanoporo. La
polimerasa se puede unir al nanoporo antes o después de que el nanoporo se incorpore en la membrana. En algunos
casos, el nanoporo y la polimerasa son una proteina de fusion (es decir, una Unica cadena polipeptidica).

La polimerasa se puede unir al nanoporo de cualquier forma adecuada. En algunos casos, la polimerasa se une al
mondémero proteico de nanoporo (por ejemplo, hemolisina) y a continuacion se ensambla el heptamero de nanoporo
completo (por ejemplo, en una proporcion de un mondémero con una polimerasa unida con respecto a 6 monomeros
de nanoporo (por ejemplo, hemolisina) sin una polimerasa unida). El heptdmero de nanoporo se puede insertar a
continuacién en la membrana.

Otro procedimiento para unir una polimerasa a un nanoporo implica unir una molécula conectora a un monémero de
hemolisina o mutar un monémero de hemolisina para tener un sitio de union y a continuacién ensamblar el heptamero
de nanoporo completo (por ejemplo, en una proporcion de un monémero con conector y/o sitio de union con respecto
a 6 mondmeros de hemolisina sin conector y/o sitio de union). A continuacion se puede unir una polimerasa al sitio de
unioén o conector de unién (por ejemplo, en bloque, antes de insertarlo en la membrana). La polimerasa también se
puede unir al sitio de unién o conector de unién después de que el nanoporo (por ejemplo, heptamero) se forme en la
membrana. En algunos casos, se inserta una pluralidad de pares nanoporo-polimerasa en una pluralidad de
membranas (por ejemplo, dispuestas sobre los pocillos y/o electrodos) del biochip. En algunos casos, la unién de la
polimerasa al complejo de nanoporo se produce en el biochip sobre cada electrodo.

La polimerasa se puede unir al nanoporo con cualquier quimica adecuada (por ejemplo, enlace covalente y/o
conector). En algunos casos, la polimerasa se une al nanoporo con grapas moleculares. En algunos casos, las grapas
moleculares comprenden tres secuencias de aminoacidos (indicados como conectores A, B y C). El conector A se
puede extender desde un mondmero de hemolisina, el conector B se puede extender desde la polimerasa, y el
conector C puede unir a continuacion los conectores A y B (por ejemplo, envolviendo ambos conectores Ay B) y por
tanto, la polimerasa al nanoporo. El conector C también se puede construir para formar parte del conector A o conector
B, reduciendo asi el nUmero de moléculas conectoras.

En algunos casos, la polimerasa se une al nanoporo usando la quimica Solulink™. Solulink™ puede ser una reaccion
entre HyNic (acido 6-hidracino-nicotinico, una hidracina aromatica) y 4FB (4-formilbenzoato, un aldehido aromatico).
En algunos casos, la polimerasa se une al nanoporo usando la quimica Click (disponible de LifeTechnologies, por
ejemplo). En algunos casos, las mutaciones de dedos de cinc se introducen en la molécula de hemolisina y a
continuacién se usa una molécula (por ejemplo, una molécula intermedia de ADN) para unir la polimerasa a los sitios
de dedos de cinc en la hemolisina.

Configuracion del aparato

El nanoporo se puede formar o incluirse de otro modo en una membrana dispuesta adyacente a un electrodo sensor
de un circuito sensor, tal como un circuito integrado. El circuito integrado puede ser un circuito integrado especifico de
la aplicacion (ASIC). En algunos ejemplos, el circuito integrado es un transistor de efecto de campo o un semiconductor
de 6xido metalico complementario (CMOS). El circuito sensor puede estar situado en un chip u otro dispositivo que
tenga el nanoporo, o fuera del chip o dispositivo, tal como en una configuracion fuera del chip. El semiconductor puede
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ser cualquier semiconductor, incluyendo, sin limitacion, semiconductores del grupo IV (por ejemplo, silicio) y grupo IlI-
V (por ejemplo, arseniuro de galio). Véase, por ejemplo, el documento WO 2013/123450, para la configuracion del
aparato y dispositivo para detectar un nucleétido o marca.

Se pueden usar sensores basados en poros (por ejemplo, biochips) para consulta electrénica de moléculas
individuales. Un sensor basado en poros puede incluir un nanoporo de la presente divulgacion formado en una
membrana que se dispone adyacente o proxima a un electrodo sensor. El sensor puede incluir un contraelectrodo. La
membrana incluye un lado trans (es decir, un lado orientado hacia el electrodo sensor) y un lado cis (es decir, un lado
orientado hacia el contraelectrodo).

En la divulgacién experimental que sigue, se aplican las siguientes abreviaturas: eq (equivalentes); M (Molar); uM
(micromolar); N (normal); mol (moles); mmol (milimoles); umol (micromoles); nmol (nanomoles); g (gramos); mg
(miligramos); kg (kilogramos); pg (microgramos); | (litros); ml (mililitros); pl (microlitros); cm (centimetros); mm
(milimetros); yum (micrémetros); nm (nanémetros); °C (grados centigrados); h (horas); min (minutos); s (segundos); ms
(milisegundos).

EJEMPLOS

La presente invencion se describe en mayor detalle en los siguientes ejemplos que de ningin modo pretenden limitar
el alcance de la invencion como se reivindica. Las figuras adjuntas se deben considerar como partes integrales de la
memoria descriptiva y la descripcion de la invencion.

Se ofrecen los siguientes ejemplos para ilustrar, pero no para limitar la invencion reivindicada.

Ejemplo 1

EXPRESION Y RECUPERACION

Este ejemplo ilustra la expresion y recuperacion de proteinas de células huésped bacterianas, por ejemplo, E. coli.

Se adquirié el ADN que codifica la a-HL natural de una fuente comercial. Se verifico la secuencia por secuenciacion.

Construccién de plasmido. Se insert6 el gen que codifica una hemolisina a natural o bien variante en un plasmido pPR-
IBA2 (IBA Life Sciences, Alemania) bajo el control del promotor T7.

Transformacion. Se transformaron células BL21 DE3 de E. coli (de Life Technologies) con el vector de expresion que
comprende el ADN que codifica la hemolisina a natural o variante usando técnicas bien conocidas en la técnica. En
resumen, se descongelaron las células en hielo (si se congelaron). A continuacion, se afiadio el ADN deseado (en un
vector/plasmido adecuado) directamente a las células competentes (no debe exceder un 5 % del de las células
competentes) y se mezclé moviendo el tubo. Se colocaron los tubos en hielo durante 20 minutos. A continuacion, se
colocaron las células en un bafio de agua a 42 °C durante 45 segundos sin mezclar, seguido de colocacién de los
tubos en hielo durante 2 min. A continuacién se transfirieron las células a un tubo de cultivo esterilizado de 15 ml que
contenia 0,9 ml de medio SOC (precalentado a temperatura ambiente) y se cultivaron a 37 °C durante 1 h en un
agitador. Finalmente, se extendié una alicuota de las células sobre una placa de agar LB que contenia el antibiético
apropiado y se incubaron las placas a 37 °C durante la noche.

Expresion de proteinas. Después de la transformacion, se recogieron las colonias y se inocularon en un pequefio
volumen (por ejemplo, 3 ml) de medio de crecimiento (por ejemplo, caldo LB) que contenia el antibiético apropiado
con agitacién a 37 °C, durante la noche.

A la mafiana siguiente, transferir 1 ml del cultivo durante la noche a 100 ml nuevos de medio de autoinduccién, por
ejemplo, Magic Media (Life Technologies) que contiene un antibiético apropiado para seleccionar el pladsmido de
expresion. Cultivar el cultivo con agitacion a 25 °C aproximadamente 16 h, pero esto dependié de los plasmidos de
expresion. Se recogieron las células por centrifugacion a 3.000 g durante 20 min a 4 °C y se almacenaron a -80 °C
hasta su uso.

Purificacién. Se lisaron las células por sonicacion. Se purificd la hemolisina alfa hasta homogeneidad por cromatografia
en columna de afinidad.

Ejemplo 2
VARIANTES T12 Y/O N17
El siguiente ejemplo detalla la introduccion de una mutacion en un residuo deseado.

Mutaciones. La mutagénesis dirigida a sitio se lleva a cabo usando un kit de mutagénesis dirigida a sitio multiple
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QuikChange (Stratagene, La Jolla, CA) para preparar las variantes T12 y/o N17.
Se expresaron las variantes y se purificaron como en el ejemplo 1.

Ejemplo 3

ENSAMBLAJE DEL NANOPORO

Este ejemplo describe el ensamblaje de un nanoporo que comprende seis subunidades variantes de a-HL y una
subunidad natural.

Se expreso la a-HL natural como se describe en el ejemplo 1 con SpyTag y marca His y se purificé en una columna
de afinidad de cobalto usando un tampdn de elucion de cobalto (NaCl 200 mM, imidazol 300 mM, tris 50 mM, pH 8).
Se expreso la variante de a-HL deseada como se describe en el ejemplo 1 con una marca Strep y se purificd usando
una columna de afinidad de StrepTactin en la cromatografia de liquidos de proteina rapida (FPLC) usando un tampén
de elucion (tris 50 mM, destiobiotina 5 mM, NaCl 200 mM, pH 8). Se almacenaron las proteinas a 4 °C si se usaban
en 5 dias, de lo contrario se afiadid trehalosa al 8 % y se almacend a -80 °C.

Usando aproximadamente 20 mg de proteina total, se mezclaron conjuntamente las soluciones de a-HL natural a las
variantes de a-HL deseadas en una proporcion de 1:6. Se solubilizo el lipido de difitanoilfosfatidilcolina (DPhPC) en
Tris 50 mM, NaCl 200 mM, pH 8 o KCI 150 mM, HEPES 30 mM, pH 7,5 hasta una concentracién final de 50 mg/ml y
se afnadio a la mezcla de mondémeros de a-HL hasta una concentracién final de 5 mg/ml. Se incub6 la mezcla de los
monémeros de a-HL a 40 °C durante al menos 10 min. Se aplica la mezcla de hemolisina lipidica a una columna de
cromatografia de exclusion por tamafo para separar el lipido de las proteinas oligomerizadas.

Ejemplo 4
UNION DE UNA POLIMERASA
Este ejemplo proporciona la unién de una polimerasa a un nanoporo.

Se puede acoplar la polimerasa al nanoporo por cualquier medio adecuado. Véanse, por ejemplo, los documentos
PCT/US2013/068967 (publicado como W0O2014/074727; Genia Technologies), PCT/US2005/009702 (publicado como
W02006/028508) y PCT/US2011/065640 (publicado como W02012/083249; Columbia Univ).

Se acoplé la polimerasa, por ejemplo, ADN polimerasa phi29, a un nanoporo proteico (por ejemplo, hemolisina alfa),
a través de una molécula conectora. Especificamente, se uso el sistema SpyTag y SpyCatcher, que forma
espontaneamente enlaces isopeptidicos covalentes en condiciones fisioldgicas. Véase, por ejemplo, Li et al, J Mol
Biol., 23 enero 2014;426(2):309-17.

Se expreso la marca His de Sticky phi29 SpyCatcher de acuerdo con el ejemplo 1y se purificé usando una columna
de afinidad de cobalto. Se incubaron la polimerasa SpyCatcher y la proteina oligomerizada SpyTag durante la noche
a4 °C en SrCl2 3 mM. A continuacién se purifica el complejo 1:6-polimerasa-molde usando cromatografia de exclusion
por tamano.

Ejemplo 5
ACTIVIDAD DE LAS VARIANTES

Este ejemplo muestra la actividad de los nanoporos como se proporciona en el ejemplo 3 (nanoporos con una
polimerasa unida).

Se sometieron a ensayo los nanoporos naturales y variantes para determinar el efecto de una mutacién en una o mas
posiciones. Se disef6 el ensayo para medir el tiempo que se tarda en capturar una molécula marcada por una ADN
polimerasa unida al nanoporo usando voltajes alternos, es decir, ondas cuadradas.

Se formaron las bicapas y se insertaron poros como se describe en el documento W0O2015/061510 presentado el 23
de octubre de 2014. Se configuré el dispositivo (o0 sensor) de nanoporos usado para detectar una molécula (y/o
secuenciar un acido nucleico) como se describe en el documento W02013123450.

Para medir el tiempo que se tarda en capturar un nucleétido marcado por una ADN polimerasa en este complejo de
secuenciacion, se ha ideado un ensayo que usa voltajes positivos y negativos alternos (ondas cuadradas) para
determinar el tiempo que esto tarda. Este complejo de secuenciacion se compone de un nanoporo proteico (aHL) que
se une a una unica ADN polimerasa (véase el ejemplo 4). Los nucleétidos marcados estan cargados negativamente
y, por lo tanto, se atraen por el nanoporo cuando el voltaje aplicado es de naturaleza positiva, y se repelen cuando el
voltaje aplicado al complejo de secuenciaciéon de nanoporo es negativo. Por tanto, se puede medir el tiempo que tarda

12



10

15

20

25

ES 2774 802 T3

una marca en enhebrarse en el poro alternando el voltaje entre los potenciales positivo y negativo y determinar cuanto
tiempo la corriente del nanoporo esta sin obstrucciones (canal abierto) frente a cuando se enhebra la marca (flujo de
corriente reducido).

Para llevar a cabo este ensayo de "tiempo de enhebrado”, se usa el dispositivo de secuenciacién Genia con un chip
de secuenciacion Genia. Se acondicionan los electrodos y se establecen bicapas de fosfolipidos en el chip como se
explica en el documento PCT/US2013/026514. Se inserta el complejo de secuenciacion Genia en las bicapas
siguiendo el protocolo descrito en el documento PCT/US2013/026514 (publicado como WO2013/123450). Se
recopilaron los datos de tiempo de enhebrado mostrados en la presente patente usando un sistema tampdn compuesto
de HEPES 20 mM pH 7,5, KCI 300 mM, nucleétido marcado 3 uM, Ca?* 3 mM, con un voltaje aplicado de +/- 100 mV
con un ciclo de trabajo de 5 Hz. Después de que se recopilaran los datos, se analizaron para determinar las ondas
cuadradas que mostraban la captura de un nucleétido marcado (nivel enhebrado) que duré hasta el final de la porcion
positiva de la onda cuadrada, y se siguié de otra captura de marca en la onda cuadrada posterior. Se midio6 el tiempo
de enhebrado determinando cuanto tiempo la segunda onda cuadrada informé de corriente de canal abierto sin
obstrucciones. Como ejemplo, si 10 ondas cuadradas consecutivas mostraron capturas de nucleétidos marcados que
duraron hasta el final de la porcién positiva de la onda cuadrada, entonces el parametro de tiempo de enhebrado se
calcularia a partir de las ondas cuadradas 2-10 (la primera onda cuadrada no se tiene en cuenta en el calculo porque
la polimerasa no tenia una marca unida a ella en la onda cuadrada anterior). A continuacidon se recopilaron esos
numeros de tiempo de enhebrado para todos los poros en el experimento y se extrajeron parametros estadisticos de
ellos (tales como una media, mediana, desviacion estandar, etc.).

Los resultados se muestran en las figuras 1-5.

Se entiende que los ejemplos y modos de realizacién descritos en el presente documento son solo para propdsitos
ilustrativos.
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TEXTO LIBRE DEL LISTADO DE SECUENCIAS

SEQ ID NO: 1 (ADN de WT aHL)

ATGGCAGATC
ACAACGGTTT
TACARATGGA
TCAARTACAR
TEGGTATGCAT
ATAARRAMATT
AGAGTATATA
TGCTTTTARR
CAGATTATTA
TTAACTTATG
TEETGGTTTA
TACAACCAGA
GGTTGGARAMG
TGATCGTGAT
CAAGRAAMTGG
GCATCAAGTT
TACTATGGAT
ATGAACGTET

AARGGTACHAR
TAAAATTGAT

GCCACCCGCA

TCGATCCCGC
CCCTCTAGAR
TTCAGATATT
CAGTAARRRAC
ARRARMGTAT
GTTAGTTATT
GTGAAGARAGG
GTTCAATTAC
TCCACGTAAT
GTTTTAATGG
ATTCGGTGCTA
TTTTAARACRA
TAATTTTTAL
AGTTGGAATC
TTCTATGAAR
TATTATCTTC
AGARRAGCAT
ARGAGATGEAT

ATACTAMRAGA
TCGEARAARG

GTTCGAARAR

GARATTAATA
ATAATTTTGT
AATATTAAAR
TGGTGATTTA
TTTATTCTTT
CGTACARRAG
TGCTAATAAM
AATTACCTGA
AGTATTGATA
TAATETAACA
ATGTTTCAAT
ATTTTAGAAR
TAATATGGTT
CTGTATATGG
GCAGCTGATA
AGGTTTTTCT
CARARACAACA
TATCAATTAC

TAAARTGGACH
ARGARATGAC

TAR 1023

802 T3

CGACTCACTA
TTAARCTTTAN
CAGGTACAAC
GTAACTTATG
TATTGATGAT
GTACTATTGC
AGTGGTTTAG
TAATGARGTA
CAADAGAATR
GGETGATGATA
TGGTCATACA
GTCCTACTGA
AATCAARATT
TAATCARTTA
ATTTCTTAGA
CCTGATTTTG
ARCARATATT
ATTGGACATC

GATAGAAGTT
AMATGETCTC

SEQ ID NO: 2 (aminoacidos de WT aHL) [como se expresa en E. coli]

MADSDINIET
KEELLVIRTEG
DYYPENSIDT
OPDFETILES
ENGEMEARADN
ERVRDDYQLH

HFOFEE

GTTDIGSNTT
TIAGQYRVYS
KEYMSTLTYG
PTDEEVGWEW
FLDPNEASESL
WTSTNWEGTN

VETGDLVTYD
EEGANEEGLA
FNGNVTGDDT
IFNNMVNONW
LSSGFsSPDFA
TEDEWTDRES

KENGMHEEVF
WESAFEVQLO
GEIGGLIGAN
GFYDRDSWHNP
TVITMDREAS
ERYEIDWEEE

14

TAGGGAGGCC
GAAGGAGATA
AGATATTGGT
ATARRAGAAAR
ARARRTCATA
AGGTCAATAT
CATGECCATC
GCACAAATTT
TATGTCAACA
CTGGTARAAT
TTARRATATE
TAAARRAAGTT
GGGGTCCTTA
TTTATGAAAR
TCCARATARAR
CAARCAGTTAT
GATGTTATTT
ARACTRAATTGGE

CAGARRMGATA
AGCGCTTGGA

YSFIDDENHN
LPDNEVAQIS
VSIGHTLEYV
VYGNOLFMET
EQOTNIDVIY
EMTHNGLSAWS

50

100
150
200
250
300
350
400
450
500
550
600
650
700
750
800
850
a00

950
1000

50

100
150
200
250
300

306
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SEQ ID NO: 3 (secuencia de WT aHL madura para numeracion)

ADSDINIKTG
ELLVIRTEGT
YYPRNSIDTE
PDFKTILESP
NGSMKAADNF
RVRDDYQLHW
POFEK

TTDIGSNTTV
IAGQYRVYSE
EYMSTLTYGF
TDEEVGWEVI
LDPNEASSLL
TSTNWEGTNT

ETGDLVTYDE
EGANKSGLAW
NGNVTGDDTG
FNNMVNONWG
SS8GFSFDFAT
EDEWTDRESE

SEQ ID NO: 4 (aminoacidos de N17K aHL)

ADSDINIKTG
KLLVIRTKGT
YYPRNSIDTE
PDFKTILESP
NGSMEAADNF
RVRDDYQLHW
POFEK

TTDIGSKTTV
TAGQYRVYSE
EYMSTLTYGF
TDKKVGWKV I
LDPNKASSLL
TSTNWKGTNT

KETGDLVTYDE
EGANESGLAW
NGNVTGDDTG
FNNMVNONWG
SSGFSPDFAT
EDEWTDRESE

SEQ ID NO: 5 (aminoacidos de N17R aHL)

ADSDINIETG
KELLVIRTEGT
YYPRNSIDTE
PODFETILESF
NGSMEAADNFE
EVRDDYQLHW
POFEE

TTDIGSRTTV
TAGQYRVYSE
EYMSTLTYGF
TDEEVGWEVI
LDPNKASSLL
TSTNWKGTNT

ETGDLVTYDE
EGANESGLAW
NGNVTGDDTG
FNNMVNONWG
SEGFSFDFAT
EDEWTDRESE

SEQ ID NO: 6 (aminoacidos de T12K aHL)

ADSDINIETG
ELLVIRTEGT
YYPRENSIDTE
FODFEKTILESPE
NGSMEAADNE
REVRDDYQLHW
FOFEE

TKDIGSNTTV
IAGQYRVYSE
EYMSTLTYGF
TDEEVGWEVI
LDPNKASSLL
TSTNWKGTNT

ETGDLVTYDE
EGANESGLAW
NGNVTGDDTG
FNMNMVNQNWG
S8GFSPDFAT
KDEWTDRSSE

ENGMHEEVFY
PEAFEVQLOL
EIGGLIGANV
PYDRDEWNPV
VITMDREASK
RYEIDWEEKEE

ENGMHEEVFY
PSAFEVQLOL
EIGGLIGANWV
EYDRDEWNEPV
VITMDREASE
RYEIDWEEEE

ENGMHEEVFY
PSAFEVOLOL
EIGGLIGANV
PYDRDEWNEV
VITMDREASE
RYEIDWEEEE

ENGMHEEVFY
PSAFEVOLOL
KIGGLIGANV
PYDRDSWNEV
VITMDREASK
RYKIDWEEEE

15

SFIDDENHNK
PDNEVAQISD
SIGHTLKYVQ
YGNQLFMKTR
QOTNIDVIYE
MTNGLSAWSH

SFIDDENHNK
PDNEVAQISD
SIGHTLKYVQ
YGNQLFMKTR
QQTNIDVIYE
MTNGLSAWSH

SFIDDENHNE
FDMNEVAQISD
SIGHTLEYVQ
YGNQLFMETR
QOTNIDVIYE
MTHNGLSAWSH

SFIDDENHNE
PDNEVAQISD
STIGHTLEYVO
YGHNOLFMETR
QOTNIDVIYE
MTHNGLSAWSH

50

100
150
200
250
300
305

50

100
150
200
250
300
305

50

100
150
200
250
300
305

50

100
150
200
250
300
305
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SEQ ID NO: 7 (aminoacidos de T12R aHL)

ADSDINIKTG
ELLVIRTEGT
YYPRNSIDTK
PDFKTILESP
NGSMEAADNF
RVRDDYQLHW
POFEK

TRDIGSNTTV
IAGQYRVYSE
EYMSTLTYGF
TDKKVGWKVI
LDPNKASSLL
TSTNWEKGTNT

ETGDLVTYDE
EGANKSGLAW
NGNVTGDDTG
FNNMVNONWG
SEGFSPDFAT
EDEWTDRSSE

SEQ ID NO: 8 (WT aHL madura; AAA26598)

ADSDINIKTG
ELLVIRTEGT
YYPENSIDTE
PDFETILESF
NGSMEAADNE
RVRDDYQLHW

LISTA DE CITAS

TTDIGSNTTV
TAGOYRVYSE
EYMSTLTYGF
TDEEVGWEVI
LDPNEASSLL
TSTHWEGTNT

Literatura de patente
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[2] Documento PCT/US2013/068967 (publicado como WO 2014/074727) titulado "Nucleic Acid Sequencing Using
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[3] Documento PCT/US14/61853 presentado el 23 de octubre de 2014 titulado "Methods for Forming Lipid Bilayers

on Biochips"
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[4] Aksimentiev y Schulten, Imaging a-Hemolysin with Molecular Dynamics: lonic Conductance, Osmotic

ETGDLVTYDE
EGANESGLAW
NGNVTGDDTG
FHNMVNONWG
SSGFSPDFAT
EDEWTDERESE

ENGMHEEVFY
PSAFEVQLOL
EIGGLIGANV
PYDRDEWNPV
VITMDREASE
RYKIDWEEEE

ENGMHEEVFY
PSAFEVOLOL
KIGGLIGANW
PYDRDSWNEPV
VITMDREASE
RYEIDWEEEE

SFIDDKNHNK
PONEVAQISD
SIGHTLKYVQ
YGNQLFMKTR
QQTNIDVIYE
MTNGLSAWSH

SFIDDENHNEK
PDNEVAQISD
SIGHTLEYV(Q
YGNOLFMETR
QOTNIDVIYE
MTHN
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[13] Meller et al., Voltage-driven DNA translocations through a nanopore, Phys. Rev. Lett., 86 (2001), pp. 3435-3438.

[14] Howorka et al., Sequence-specific detection of individual DNA strands using engineered nanopores, Nat.
Biotechnol., 19 (2001a), pp. 636-639.

[15] Howorka et al., Kinetics of duplex formation for individual DNA strands within a single protein nanopore, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 98 (2001b), pp. 12996-13001.
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110> GENIA TECHNOLOGIES, INC.

<120> VARIANTES DE ALFA-HEMOLISINA CON CARACTERISTICAS ALTERADAS

<130> 20-04338.P519WO1

<140>
<141>

<150> 62/073.936
<151>31/10/2014

<160> 8

<170> Patentln version 3.5

<210> 1
<211> 1023
<212> ADN

<213> Staphylococcus aureus

<400>1
atggoagatc

coctotagaa
aatattaaaa
gtaacttatyg
aaaaatcata
agagtatata
gttcaattac
agtattgata
ggtgatgata
ttaaaatatg
ggttggaaag
agttggaatc
gcagctgata
cotgattttyg
gatgttattt
adaggtacaa
tgggaaaaag

taa

<210>2
<211> 306
<212> PRT

togatoocoge
ataattttgt
caggtacaac
ataaagaaaa
ataaaaaatt
gtgaagaagyg
aattacctga
caaaagaata
ctggtaaaat
tacaaccaga
taatttttaa
ctgtatatgg
atttcttaga
caacagttat
atgaacgtgt
atactaaaga

aagaaatgac

<213> Staphylococcus aureus

gaaattaata
ttaactttaa
agatattggt
tggtatgcat
gttagttatt
tgctaataaa
taatgaagta
tatgtcaaca
tggtggttta
ttttaaaaca
taatatggtt
taatcaatta
tocaaataaa
tactatggat
aagagatgat
taaatggaca

aaatggtota

ogactcacta
Jgaaggagata
tcaaatacaa
aaaaaagtat
cgtacaaaag
agtggtttag
goacaaattt
ttaacttatg
attggtgota
attttagaaa
aatcaaaatt
tttatgaaaa
gcatcaagtt
agaaaageat
tatcaattac
gatagaagtt

agogettgga

18

tagggaggoo
tacaaatgga
cagtaaaaac
tttattottt
gtactattge
catggccatc
cagattatta
gttttaatgg
atgtttcaat
gtoctactga
agggotoctta
caagaaatgg
tattatctteo
caaagacaaca
attggacatc
cagaaagata

gocacoogoa

acaacggttt
ttocagatatt
tggtgattta
tattgatgat
aggtcaatat
tgcttttaaa
toccacgtaat
taatgtaaca
tggtcataca
taaaaaagtt
tgatogtgat
ttctatgaaa
aggtttttct
aacaaatatt
aactaattgg
taaaattgat

gttogaaaaa

&0
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020

1023



<400> 2

Met

1

Sar

ASn

His

Gln
65

Trp

Ala

Tyr

His

145

Pro

Aszn

Gly

Phe
225

Ala

Asn

Asn

50

Tyr

Pro

Gln

Met

Thr

130

Thr

Thr

Gln

Asn

Asn

210

Ser

Asp

Thr

Met

35

Lys

Arg

Ser

Ilea

ser

115

Gly

Leu

Asgp

Aszn

Gln

135

Phe

Pro

Ser

Thr

20

His

Lys

Val

Ala

Ser

100

Thr

Lys

Lys

Lys

Leu

Leu

Asp

Val

Lys

Leu

Tyr

Phe

BS

Asp

Leu

Ile

Tyr

Lys

165

Gly

Fhe

Asp

Phe

Ile

Lys=s

Lys

Leu

Ser

70

Lys

Tyr

Thr

Gly

Val

150

Val

Pro

Pro

Ala
230

Agn

Thr

val

Val

55

Glu

Val

Tyr

Tyr

Gly

135

Gln

Gly

Tyr

Lys

Asn

215

Thr
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Tle

Gly

Fhe

40

Tle

Glu

Gln

Fro

Gly

120

Leu

Pro

Trp

Asp

Thr

200

Lys

Val

Lys

Asp

Tyr

Arg

Gly

Leu

Arg

105

FPhe

Ile

Asp

Lys

Arg

185

Arg

Ala

Ile

Thr

10

Leu

Ser

Thr

Ala

Gln

g0

Asn

Asn

Gly

Phe

Val

170

Asp

Asn

Ser

Thr

19

Gly

Val

FPhe

Lys

Asn

75

Leu

Ser

Gly

Ala

Lys

155

Ile

Ser

Gly

Ser

Mat
235

Thr

Thr

Ile

Gly

Lys

Fro

Ila

Asn

Asn

140

Thr

Phe

Trp

Ser

Leu

220

Asp

Thr

Tyr

ASpP

45

Thr

Ser

Asp

Asp

Val

125

Val

Ile

Asgn

Aszn

Meat

205

Leu

Arg

Asp

Asp

Asp

Ile

Gly

Asn

Thr

110

Thr

Ser

Leu

Asgn

Pro

130

Lys=

Ser

Lys

Ile

15

Ly=

Lys

Ala

Leu

Glu

85

Lys

Gly

Ile

Glu

Mat

175

Val

Ala

Ser

Ala

Gly

Glu

ASn

Gly

Ala

g0

Val

Glu

AsSp

Gly

Ser

160

Val

Tyr

Ala

Gly

Ser

240



Lys Gln

Tyr Gln

Asp Lys

Lys Glu
2930

Glu Lys
305

<210>3

<211> 305
<212> PRT

Eln

Leu

Trp

275

Glu

Thr

His

260

Thr

Mat

hgn
245

Trp

Asp

Thr

Ile

Thr

hAsn

<213> Staphylococcus aureus

<400> 3
Ala Asp
1

Azn Thr

Gly Met

Asn Lys

50

Tyr Arg

63

Pro Ser

Gln Ile

Met Ser

Thr Gly
130

Ser

Thr

His

35

Lys

Val

Ala

sSer

Thr
115

Lys

Asp

Val

20

Lys

Leu

Tyr

FPhe

ASE

100

Leu

Tle

Ile

2

Lys

Lys

Leu

Ser

Lys

85

Tyxr

Thr

Gly

Agn

Thr

Val

Val

Flu

Val

Tyr

Tyr

Gly

Asp

Ser

Ser

Gly
285

Ile

Gly

Fhe

Ile

55

Flu

Gln

Fro

Gly

Leu
135
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Val

Thr

Ser

280

Leu

Lys

Asp

Tyr

40

Arg

Gly

Leu

Arg

Fhe

120

Tle

Ile

Asn

265

Glu

Ser

Thr

Lau

25

Ser

Thr

Ala

Gln

ASD

105

Agn

Gly

Tyr

250

Trp

Arg

Ala

Gly

10

Val

Fhe

Lys

Asn

Leu

a0

Ser

Gly

Ala

20

Elu

Lys

Tyr

Tzp

Thr

Thr

Ile

Gly

Lys

15

Pro

Ile

Agn

Asn

Arg

Gly

Lys

Ser
300

Thr

Tyr

Thr

&0

Ser

Asp

ASE

Val

Val
140

Val

Thr

Ile

285

Hisg

Asp

Asp

Asp

45

Ile

Gly

Asn

Thr

Thr

125

Ser

Arg

Asn

270

Asp

Fro

Ile

Lys

30

Lys

Ala

Leu

Glu

Lys

110

Gly

Tle

ASp
255

Thr

Trp

Eln

Gly

15

Glu

Asn

Gly

Ala

Val

95

Glu

Asp

Gly

Asp

Lys

Glu

Fhe

Ser

Asn

His

Gln

Trp

BO

Ala

Tyr

Asp

His
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Thr Leu
145

Thr Asp

Gln Asn

Asn Gln

Asn Fhe
210

Ser Pro
225

Gln Gln

Gln Leu

Lys Trp

Glu Glu
250

Lya

205

<210> 4

<211> 305
<212> PRT

Lys

Lys

Trp

Leu

135

Leu

Asp

Thr

His

Thr
275

Tyr

Lys

Gly

180

Phe

Asp

FPhe

AsSD

Trp
260

Asp

Thr

Val

Val

165

Pro

Met

Pro

Ala

Ile

245

Thr

Arg

Asn

Gln

150

Gly

Tyr

Lys

Agn

Thr

230

AsSp

Ser

Ser

Gly

<213> Staphylococcus aureus

<400> 4

Ala Asp Ser Asp

1

Lys Thr Thr Val

Gly Met

Asn Lys
50

His
35

Lys

20

Ly=

Leu

Tle

S5

Lys

Lys=s

Leu

Agn

Thr

Val

Val

Fro

Trp

Asp

Thr

Lysg

215

Val

Val

Thr

Ser

Leu
255

Tle

Gly

Fhe

Ile
55
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Asp

Lys

Arg

Arg

200

Ala

Ile

Ile

Asn

EZlu

280

Ser

Lys

Asp

Tyr

40

Arg

Fhe

Val

185

Asn

Ser

Thr

Tyr

Trp

265

Arg

Ala

Thr

Len

25

Ser

Thr

Lys

Tle

170

Ser

Gly

Ser

Met

Glu

250

Lys

Tyr

Trp

Gly

10

Val

Phe

Lys

21

Thr

155

Fhe

Trp

Ser

Leu

Asp

235

Arg

Gly

Lys

Ser

Thr

Thr

Ile

Gly

Ile

Asgn

Asn

Met

Leu

220

Val

Thr

Tle

His
300

Thr

Tyr

Thr
60

Leu

Asgn

Pro

Lys

205

Ser

Lys

Arg

Asn

Asp

285

Fro

Asp

Asp

Asp

45

Tle

Glu

Mat

Val

130

Ala

Ser

Ala

AsSp

Thr
270

Trp

Gln

Tle

Lys

30

Lys

Ala

Ser

Val

175

Tyr

Ala

Gly

Ser

AsSp

255

Lys

Elu

Fhe

Gly

15

Glu

Azn

Gly

Fro

160

Asgn

Gly

ASp

Phe

Lys

240

Tyr

AsSp

Lys

Glu

Ser

Asn

His

Gln



Tyr Arg
65

Pro Ser

Gln Ile

Met Ser

Thr Gly
130

Thr Leu
145

Thr Asp

Gln Asn

Asn Gln

Asn Phe
210

Ser Pro
225

Gln Gln

EZln Leu

Lys Trp

Glu Glu
2580

Lys

205

<210>5

Val

Ala

Ser

Thr

115

Lys

Lys

Lys

Trp

Leu

185

Leu

Asp

Thr

His

Thr

275

Mat

Tyr

Fhe

Asp

100

Leu

Ile

Tyr

Lys

Gly

180

Phe

Asp

Phe

Asn

260

Asp

Thse

Ser

Ly=s

85

Tyr

Thr

Gly

Val

Val

165

Pro

Met

Pro

Ala

Ile

245

Thr

Arg

Agn

Elu

70

Val

Tyr

Tyr

Gly

Gln

150

Ely

Tyr

Lys

Asn

Thr

230

Asp

Ser

Ser

Gly

z1lu

Gln

Pro

Gly

Leu

135

Pro

Trp

ASp

Thr

Lys

215

Val

Val

Thr

Ser

Leu
235
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Gly

Leu

Fhe

120

Ile

Asp

Lys

Arg

Arg

200

Ala

Ile

Ile

Asn

Glu

280

Ser

Ala

Gln

Asn

105

Asn

Gly

Phe

Val

AsSp

185

Agn

Ser

Thr

Tyr

265

Arg

Ala

hAsn

Leu

30

Ser

Gly

Ala

Lys

Ile

170

Ser

Gly

Ser

Met

Glu

250

Lys

Tyr

Trp

22

Lys

75

Fro

Ile

Asn

AsSn

Thr

155

Fhe

Trp

Ser

Leu

Asp

235

Arg

Gly

Lys

Ser

Ser

Asp

Asp

Val

Val

140

Ile

Asn

AsSn

Met

Leu

220

Arg

Val

Thr

Ile

Hisg
300

Gly

A=SD

Thr

Thr

125

Ser

Leu

Asn

Fro

Lys

205

Ser

Lys

Arg

Asn

Asp

2B5

Fro

Leu

Glu

Lys

110

Gly

Ile

Glu

Met

Val

130

Ala

Ser

Ala

ASp

Thr
270

Trp

Eln

Ala

Val

25

Glu

Asp

Gly

Ser

Val

175

Tyr

Ala

Gly

sSer

ASp

255

Lys

Glu

Phe

Tzp

ED

Ala

Tyr

Asp

His

Pro

160

Asn

Gly

Asp

FPhe

Lys

240

Asp

Lys

=1l



<211> 305
<212> PRT

<213> Staphylococcus aureus

<400> 5
Ala Asp Ser

1

Arg

Gly

Asn

Tyxr

65

Fro

Gln

Met

Thr

Thr

145

Thr

Gln

Azn

Agn

Thr

Meat

Lys

50

Arg

Ser

Ile

ser

Gly

130

Leu

Aap

Asn

Gln

Fhe
210

Thr

His

35

Lys

Val

Ala

Ser

Thr

115

Lys

Lys

Lys

Trp

Lau

195

Leu

Asp

Val

20

Lys

Leu

Tyr

Fhe

Asp

100

Leu

Tle

Tyr

Lysg

Gly

180

Phe

Asp

Ile

3

Lys

Lys

Leu

Ser

Lys

Tyr

Thr

Gly

Val

Val

185

Fro

Met

Pro

Agn

Thr

Val

Val

Glu

70

Val

Tyr

Tyr

Gly

Gln

150

Gly

Tyr

Lys

Agn

Ile

Gly

Fhe

Tle

55

Glu

Gln

Pro

Gly

Leu

135

Pro

Irp

Asp

Thr

Lys
215
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Lys

Tyr

40

Arg

Gly

Leu

Arg

FPhe

120

Tle

Asp

Lysg

Arg

Arg

200

Ala

Ths

Leu

25

Ser

Thse

Ala

Gln

Azn

105

Asn

Gly

Phe

Val

Asp

185

Azn

Ser

Gly

10

Val

Fhe

Lys

AsSn

Leu

Ser

Gly

Ala

Lys

Ile

170

Ser

Gly

Ser

23

Ths

Thr

Ile

Gly

Lys

75

Fro

Ila

AsSn

Asn

Thr

155

FPhe

Trp

Ser

Leu

The

Tyr

Asp

Thse

60

Ser

Asp

Asp

Val

Val

140

Ila

Agn

Azn

Leu
220

Asp

Asp

Asp

45

Tle

Gly

Asn

Thr

Thr

125

Ser

Leu

Asn

Pro

Lys

205

Ser

Ile

Lys

30

Lys

Ala

Leu

Glu

Lys

110

Gly

Tle

Glu

Met

Val

130

Ala

Ser

Gly

15

Glu

Asn

Gly

Ala

Val

95

Glu

AsSp

Gly

Ser

Val

175

Tyr

Ala

Gly

Ser

Asn

His

Gln

Irp

g0

Ala

Tyr

ASE

His

Pro

160

Asn

Gly

Asp

Phe
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Ser Fro
225

Gln Gln

Gln Leu

Lys Trp

Glu Elu
290

Lys

205

<210>6

<211> 305
<212> PRT

Asp

Thr

His

Thr
275

Fhe

Azn

Trp

260

Asp

Thr

Ala

Ila

245

Thr

Arg

Asn

Thr

230

Asp

Ser

Ser

Gly

<213> Staphylococcus aureus

<400> 6
Ala asp
1

A=n Thr

Gly Met

Agn Lys

50

Tyr Arg

65

Pro Ser

Gln Ile

Met Ser

Ser

Thr

His

35

Lys

Val

Ala

Ser

Thr
115

Asp

Val

20

Lys

Leu

Tyr

Fhe

ASP

100

Leu

Ile

5

Lys

Lys

Legu

Ser

Ly=s

BS

Tyr

Thr

Agn

Thr

Val

Val

Glu

70

Val

Tyr

Tyr

Val

val

Thr

Ser

Leu
295

Ile

Gly

FPhe

Ile

55

Glu

Gln

Fro

Gly
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Ile

Ila

Asn

Glu

280

Sar

Lys

Asp

Tyr

40

Arg

Gly

Leu

Arg

Fhe
120

Thr

Tyr

Trp

285

Arg

Ala

Thr

Leu

25

Ser

Thr

Ala

Gln

Asn

105

Asn

Met

Glu

250

Lys

Tyr

Trp

Ely

10

Val

Fhe

Lys

Asn

Leu

50

Ser

Gly

24

Asp

235

Gly

Lys

Sar

Thr

Thr

Ile

Gly

Lys

75

Pro

Ile

Azn

Arg

Val

Thr

Ile

His
300

Lys

Tyr

Thr
&0

Ser

Asp

Val

Lys

Asn

Asp

285

Fro

Asp

Asp

Asp

45

Ile

Gly

Asn

Thr

Thr
125

Ala

Asp

270

Tzp

Gln

Ile

Lys

30

Lys

Ala

Leu

Glu

Lys
110

Gly

Ser

Asp

255

Lys

Glu

FPhe

Ely

15

Glu

Asn

Gly

Ala

Val

85

Glu

Asp

Lys

240

Tyr

Asp

Lys

Glu

Ser

Asn

His

Gln

Trp

g0

Ala

Tyr

Asp



Thr Gly
130

Thr Leu
145

Thr Asp

Gln Asn

Azn Gln

As=n Phe
210

Ser Pro
225

Gln Gln

Gln Leu

Lys Trp

Glu Glu
250

Lys
305

<210>7
<211> 305
<212> PRT

Lys

Lys

Lys

TP

Lau

135

Leu

Asp

Thr

His

Thr
275

Ile

Tyr

Lys

Gly

180

FPhe

Asp

FPhe

Azn

Asp

Thr

Gly

Val

Val

165

Fro

Mat

Pro

Ala

Ila

245

Thr

Arg

Asn

Gly

Gln

150

Gly

Tyr

Lys

Asn

Thr

230

Asp

Ser

Ser

Gly

<213> Staphylococcus aureus

<400>7

Leu
135

Pro

Trp

Asp

Thr

Lys

215

val

Val

Thr

Ser

Leu
2595
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Ile

Asp

Lys

Arg

200

Ala

Ile

Ila

Asn

Glu

2e0

Ser

Gly

Fhe

Val

Asp

1B5

Aszn

Ser

Thr

Tyr

265

Arg

Ala

Ala

Lys

Ile

170

Ser

Gly

Ser

Mat

Glu

250

Lys

Tyxr

Trp

hgn

Thr

155

Fhe

Tzp

Sar

Leu

ASp

235

Arg

Gly

Lys

Ser

Val

140

Ile

Asn

hAsn

Leu

220

Arg

Val

Thr

Ile

His
300

Ser

Leau

Asn

Pro

Lys

205

Ser

Lys

Aszn

Asp
285

Fro

Ile

Glu

Met

Val

130

Ala

Ser

Ala

Asp

Thr
270

Trp

Gln

Gly

Ser

Val

175

Tyr

Ala

Gly

Ser

Asp

255

Lys

Glu

Fhe

Hisg

Fro

160

Asn

Gly

Asp

Fhe

Lys

240

Tyr

Asp

Lys

Glu

Ala Asp Ser Asp Ile Asn Ile Lys Thr Gly Thr Arg Asp Ile (Gly Ser

1

5

10

15

Asn Thr Thr Val Lys Thr Gly Asp Leu Val Thr Tyr Asp Lys Glu Asn

20

25

25

30
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Gly Met His Lys Lys Val Phe Tyr Ser FPhe Ile Asp Asp Lys Asn His
35 40 45

Asn Lys Lys Leu Leu Val Ile Arg Thr Lys Gly Thr Ile Ala Gly Gln
50 55 &0

Tyr Arg Val Tyr Ser Glu Glu Gly Ala Asn Lys Ser Gly Leu Ala Trp
€5 70 75 gd

Fro Ser Ala Phe Lys Val Gln Leu Gln Leu Pro Asp Asn Glu Val Ala
85 a0 85

Gln Ile Ser Asp Tyr Tyr Pro Arg Asn Ser Ile Asp Thr Lys Glu Tyr
100 105 110

Met Ser Thr Leu Thr Tyr Gly Phe Asn Gly Asn Val Thr Gly Asp Asp
115 120 125

Thr Gly Lys Ile Gly Gly Leu Ile Gly Ala Asn Val Ser Ile Gly His
130 135 140

Thr Leu Lys Tyr Val Gln Pro Asp Phe Lys Thr Ile leu Glu Ser Pro
145 150 155 160

Thr Asp Lys Lys Val Gly Trp Lys Val Ile Phe Asn Asn Met Val Asn
165 170 175

Gln Asn Trp Gly Pro Tyr Asp Arg Asp Ser Trp Asn Pro Val Tyr Gly
180 185 190

Asn Gln Leu Phe Met Lys Thr Arg Asn Gly Ser Met Lys Ala Ala Asp
135 200 205

Asn Phe Leu Asp Pro Asn Lys Ala Ser Ser Leu Leu Ser Ser Gly Fhe
210 215 220

Ser Pro Asp Phe Ala Thr Val Ile Thr Met Asp Arg lys Ala Ser Lys
225 230 235 240

Gln &ln Thr Asn Ile Asp Val Ile Tyr Glu Arg Val Arg Asp Asp Tyr
245 250 255

Gln Leu His Trp Thr Ser Thr Asn Trp Lys Gly Thr Asn Thr Lys Asp
260 265 270

Lys Trp Thr Asp Arg Ser Ser Glu Arg Tyr Lys Ile Asp Trp Glu Lys
275 280 285

Glu Glu Met Thr Asn Gly Leu Ser Ala Trp Ser His Fro Gln Phe Glu
230 295 300

26



Lya
305

<210> 8

<211> 293
<212> PRT

<213> Staphylococcus aureus

<400> 8
Ala Asp Ser

1

Asn

Gly

Asn

Tyr

65

Pro

Gln

Thr

Thr

145

Thr

Gln

Thr

Mt

Lys

50

Arg

sSer

Ile

Ser

Gly

130

Leu

Asp

Aszn

Thr

His

35

Lys

Val

Ala

Ser

Thr

115

Lys

Lys

Lys

Trp

Asp

Val

20

Lys

Leu

Tyr

Phe

Asp

100

Leu

Ile

Tyr

Lys

Gly
180

Ile

5

Lys

Lys

Leu

Ser

Lys

Tyr

Thr

Gly

Val

Val

165

Pro

Agn

Thr

Val

Val

Glu

70

Val

Tyr

Tyr

Gly

Gln

150

Gly

Tyr

Ile

Gly

Phe

Ile

55

Glu

Gln

Pro

Gly

Leu

135

Pro

Trp

Asp
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Lys

Asp

Tyr

40

Arg

Gly

Leu

Arg

Fhe

120

Ile

Asp

Lys

Arg

Ths

Leu

25

Ser

Thr

Ala

Gln

Asn

105

Asn

Gly

Fhe

Val

Asp
185

Gly

10

Val

Phe

Lys

Asn

Leu

30

Ser

Gly

Ala

Lys

Ile

170

Ser

27

Ths

Thr

Ile

Gly

Lys

75

Pro

Ile

Asn

Asn

Thr

155

Fhe

Trp

The

Tyr

Asp

Thr

Ser

Asp

Asp

Val

Val

140

Ile

Asn

Azn

Asp

Asp

Asp

45

Ile

Gly

Asn

Thr

Thr

125

Ser

Leu

hAsn

Pro

Ile

Lys

30

Lys

Ala

Leu

Glu

Lys

110

Gly

Ile

Glu

Met

Val
130

Gly
15

Glu

Gly

Ala

Val

35

Glu

Gly

Ser

Val

175

Tyr

Ser

Asn

His

Eln

B0

Ala

Tyr

Asp

His

Pro

160

hAsn

Gly



hAsn

Asn

sSer

225

Eln

Gln

Lys

Elu

Eln

Fhe

210

Pro

Eln

Leau

Irp

Glu
2590

Leu

185

Leu

Asp

Thr

His

Thr

275

Met

Fhe

Asp

Phe

Asn

260

Asp

Thr

Met

Fro

Ala

Ile

245

Thr

Arg

Asn

Lys

Asn

Thr

230

Asp

Sar

Ser

Thr

Lys

215

Val

Val

Thr

Ser
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Arg

200

Ala

Ile

Ile

Azn

Glu
2B0

hAgn

Ser

Thr

Tyr

265

Aryg

Gly

Ser

Met

Elu

250

Lys

Tyzr

28

Ser

Leu

Asp

235

Arg

Gly

Lys

Met

Leu

220

Arg

Val

Thr

Ile

Lys

205

Ser

Lys

Arg

Azn

Asp
285

Ala

Ser

Ala

Asp

Thr
270

Irp

Ala

Gly

Ser

Asp

255

Lys

Glu

Asp

Fhe

Lys
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REIVINDICACIONES

1.  Una variante de hemolisina a (a-HL) que comprende una sustitucién en una posicién correspondiente a la
posicion 12 o 17 de SEQ ID NO:3, en la que la sustitucion comprende una o mas cargas positivas.

2. La variante de hemolisina a de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que dicha variante comprende ademas
H144A.

3. La variante de hemolisina a de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, en la que dicha variante comprende una
sustitucion en una posicion correspondiente a los residuos T12 y N17.

4. La variante de hemolisina a de acuerdo con la reivindicacién 1 o 2, en la que dicha variante comprende una
sustitucion seleccionada de T12K, T12R, N17K, N17R y combinaciones de las mismas.

5. La variante de hemolisina a (a-HL) de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que la sustitucion es T12K.
6. La variante de hemolisina a (a-HL) de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que la sustitucion es T12R.
7. La variante de hemolisina a (a-HL) de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que la sustitucion es N17K.
8. La variante de hemolisina a (a-HL) de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que la sustitucion es N17R.

9. La variante de hemolisina a (a-HL) de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que la variante tiene una secuencia
que tiene al menos un 80 %, 90 %, 95 %, 98 % o mas de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 8.

10. Una variante de hemolisina alfa de acuerdo con las reivindicaciones 1-9, que se une covalentemente a una ADN
polimerasa.

11. Una variante de hemolisina alfa de acuerdo con la reivindicacion 10, en la que dicha variante se une a la ADN
polimerasa por medio de un enlace isopeptidico.

12. Un ensamblaje de nanoporos heptamérico que comprende al menos una variante de hemolisina a (a-HL) de
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-11.

13. Un ensamblaje de nanoporos heptamérico de acuerdo con la reivindicacion 12, en el que dicho ensamblaje de
poros tiene un tiempo de enhebrado (TTT) alterado relativo a un complejo de poros que consiste en hemolisina alfa
natural.

14. El ensamblaje de nanoporos heptamérico de acuerdo con la reivindicacion 13, en el que el TTT se disminuye.

15. Un acido nucleico que codifica una variante de alfa-HL de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-
9.

16. La molécula de acido nucleico de la reivindicacion 15, en la que dicha molécula de acido nucleico se deriva de
Staphylococcus aureus (SEQ ID NO: 1).

17. Un vector que comprende un acido nucleico que codifica una variante de hemolisina alfa de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 15-16.

18. Una célula huésped transformada con el vector de la reivindicacion 17.
19. Un procedimiento de produccion de una variante de hemolisina alfa que comprende las etapas de:

(a) cultivar la célula huésped de acuerdo con la reivindicacion 18 en un medio de cultivo adecuado en condiciones
adecuadas para producir la variante de hemolisina alfa;

(b) obtener dicha variante de hemolisina alfa producida.
20. Un procedimiento para detectar una molécula diana, que comprende:

(a) proporcionar un chip que comprende un nanoporo de acuerdo con las reivindicaciones 12-14 en una membrana
que se dispone adyacente o préxima a un electrodo sensor;

(b) dirigir una molécula de acido nucleico a través de dicho nanoporo, en el que dicha molécula de acido nucleico se

asocia con una molécula indicadora, en el que dicha molécula de acido nucleico comprende una region de direccion
y una regién de sonda, en el que dicha molécula indicadora se asocia con dicha molécula de acido nucleico en dicha
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regién de sonda, y en el que dicha molécula indicadora se acopla a una molécula diana;

(c) secuenciar dicha region de direccion mientras dicha molécula de acido nucleico se dirige a través de dicho
nanoporo para determinar una secuencia de acido nucleico de dicha region de direccion; e

(d) identificar, con la ayuda de un procesador informatico, dicha molécula diana en base a una secuencia de acido
nucleico de dicha region de direccion determinada en (c).

30



4000

3500¢
30001
2500
20001
1500+
1000}

500+

ES 2774 802 T3

TIEMPO DE ENHEBRADO (MENOR QUE 10 CAPTURAS

CONSECUTIVAS), FONDO: 0,01 s MEDIA: 0,020777 MEDIANA:

0,016174 D.E.: 0,015853 N=41910

oo
20 30 40 50 60

TIEMPO (ms)

14 140718 PEG
CELULA 113

i
=

CORRIENTE (pA)

—
= =

=
=
T

o
=
T

4
"
{

CANAL
i ABIERTO

L)
=
T

= = = e = } ENHEBRADO

171

68 17169 17170 17171 117217173 17174 17175 17176 17T17.7
TIEMPO (s)

FIG |

31



CORRIENTE (pA)

450

4001
3501
3001
2501
200¢
150t
100

50f

30

45¢

35F.
30F
B
20¢

15

10¢

ES 2774 802 T3

TIEMPO DE ENHEBRADO (MENOR QUE 10 CAPTURAS
CONSECUTIVAS), FONDO: 0,01 s MEDIA: 0,01975 MEDIANA:
0,014557 D.E.: 0,015695 N=4311

/ 7
30 40 50
TIEMPO (ms)

60

03 140725 PEG
CELULA 197

]

T m—

1600,4 1600,5 16006 1600,7 16008 46009 1601,0 16011 1601,2
TIEMPO (s)

FIG. 2

32




CORRIENTE (pA)

ES 2774 802 T3

TIEMPO DE ENHEBRADO (MENOR QUE 10 CAPTURAS
CONSECUTIVAS), FONDO: 0,01 s MEDIA: 0,0169 MEDIANA:

600

500
400¢
300¢
200¢
100¢

0,010542 D.E.: 0,015387 N=4138

ML

)

0

o %
10 20 30 40

TIEMPO (ms)

CELULA 167

50 60

50

45

401
35¢
30¢
25¢
20

15F .

10}

267,3 2674 2675 267,6 267,7 2678
TIEMPO (s)

FIG. 3

33

267,9 268,0 268,1




ES 2 774 802 T3

TIEMPO DE ENHEBRADO (MENOR QUE 10 CAPTURAS
CONSECUTIVAS), FONDO: 0,01 s MEDIA: 0,017481 MEDIANA:
0,010498 D.E.: 0,017007 N=3877

700
600+
500+
400+
300}
200+
100+

o E
20 30 40 Z ]
TIEMPO (ms)

=
—
=

CELULA 247

.h-.'-h
= &S

£a3
=

B3
=

CORRIENTE (pA)

o]
(=]

3440 3441 3442 3443 3444 3445 3446 3447 3448
TIEMPO (s)

FIG 4

34



ES 2774 802 T3

TIEMPO DE ENHEBRADO (MENOR QUE 10 CAPTURAS
CONSECUTIVAS), FONDO: 0,01 s MEDIA: 0,0057274 MEDIANA:

0,0024719 D.E.: 0,0073156 N=2424
lzuﬂ ¥ L] L] ¥ L]

1000}
800}
600}
400}
200}

0 T ey e 4 |
0 10 20 30 40 50 60
TIEMPO (ms)

CELULA 168

SREES

CORRIENTE (pA)

— —
(= =

i i i i i i i i i i

79,5 796 79,7 798 799 80,0 80,1 80,2 80,3 80,4
TIEMPO (s)

FIG 5

35



	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias
	Reivindicaciones
	Dibujos

