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DESCRIPCION
Vias de sefializacion procariética de 2 componentes para uso como puertas logicas en células de mamiferos

Las vias de sefalizacion son la interfaz principal de la célula con el ambiente y muchas estrategias han evolucionado
para la sefializacion en los diferentes reinos de la vida. Funcionalmente, todas las vias de sefalizacion comparten
atributos comunes, tal como i) un receptor de membrana que responde a un ligando externo; ii) un nimero de
componentes corriente abajo usados para amplificar sefiales débiles, filtrar ruido, agudizar la respuesta, realizar
adaptaciones, etc., y iii) en el extremo receptor, motivos genéticos y proteicos adecuados.

Virtualmente todas estas vias usan transferencia de fosforilo catalitica postraduccién para transmitir informacion,
generando escalas de tiempo de respuesta mucho mas rapidas en comparacion con el control transcripcional y
postranscripcional. Dado que los sistemas estan basados en interacciones proteina-proteina, la modularidad
sustancial ha evolucionado con decenas, si no cientos, de vias codificadas y expresadas simultaneamente en los
genomas celulares. Al mismo tiempo, esta modularidad esta complementada con la comunicacion intervia a través de
comunicacion cruzada y una plétora o relaciones de entrada-salida de uno a muchos o de muchos a uno. En el contexto
de la biologia sintética, la sefializacion representa un caso desafiante. Debido a su uso pesado de proteinas, cualquier
modificacién de la via requiere una nueva manipulacién de proteinas o disefio de novo de la proteina.

Por consiguiente, el "trasplante de la via transreino”, que, como su nombre implica, incluye trasplante de una via de
un donante distinto en términos evolutivos en la célula huésped, puede ser usado para solucionar este problema. El
nuevo disefio de una via nativa frecuentemente conlleva un riesgo de interacciones indeseadas con las otras vias. Sin
embargo, la introduccién de una via completamente extrafia idealmente del donante que sea lo mas divergente posible
del receptor, puede minimizar este riesgo. La aplicacion de recombinasas derivadas de fago y reguladores de
transcripcion de base procariotica es conocida de la técnica anterior.

Las vias de sefializacion de dos componentes (TCS) son ubicuas en procariotas, que comprenden en su forma mas
simple un sensor y componentes reguladores. El sensor quinasa de histidina (HK) tiene dominios extracelulares y
citoplasmaticos ligados a través de un dominio de transmembrana. Tras la unién al ligando, normalmente al dominio
extracelular y el posterior cambio conformacional, tiene lugar la autofosforilacién del residuo conservado de histidina
en el dominio citoplasmatico. Después, el fosfato es transferido al residuo aspartico en el regulador de respuesta (RR),
induciendo un cambio de conformacion que usualmente facilita la unién al ADN. De este modo, el RR fosforilado,
homodimerizado, puede ser unido a un motivo de ADN adecuado y modular la expresion genética. En otros casos, tal
como quimiotaxis, la sefializacion de dos componentes genera modificaciones postraduccion de proteinas corriente
abajo. El proceso bioquimico de la transferencia de fosforilo de una histidina al residuo de aspartato se encuentra en
plantas y eucariotas bajos, mientras que es minimo hasta ausente en los vertebrados, en los que es regla la fosforelay
de tirosina-serina/treonina.

La presente invencion se refiere a la implementacion de sefalizacién procariética en células de mamifero. Es conocido
en la técnica el recableado y la aplicacion sintética en las células procariodticas (Levskaya et al., Nature, 2005,
438(7067), 441-442; Skerker et al., Cell 2008, 133(6), 1043-1054; Tabor et al., Cell 2009, 137(7), 1272-1281) asi como
Arabidopsis (Ninfa et al., COiM 2010, 13(2), 240-245; Antunes et al., Plos ONE 6(1)). Mientras que Urao et al. (Plant
Cell, 1999. 11(9), 1743-1754) ensefia la complementacion funcional por una HK derivada de las plantas en la levadura.
Sin embargo, la adaptacion de un sistema de TCS a las células de mamiferos no es conocida en la técnica. Esta
invencion desvela tal adaptacion y ensefia que el nucleo interno de las vias y sus interacciones especificas continda
siendo funcional en células de mamiferos. Al mismo tiempo, la deteccidon de entradas extracelulares no ha sido
observada. Los médulos trasplantados pueden ser usados para implementar programas ldgicos complejos de
expresion genética. Ademas, los genes de via pueden servir como una fuente rica de bloques de construccion
ortogonales para disefar circuitos genéticos en células de mamiferos.

Close et al., PLoS One vol 5(8), e12441, 2010, describen el trasplante del operén de Luciferasa en las células de
mamiferos.

Zhang et al., Nature Biotechnology, vol 29(2), 149-153, 2011 describen que los efectores similares al activador de
transcripcion de los Xantomonas, que no existen en mamiferos, son funcionales en células de mamiferos.

Rickman et al., Biochem Biophys Res Commun, vol 314(1), 259-267, 2004, describen TCS en Mycobacterium
tuberculosis, que es un patégeno intracelular que infecta células de mamiferos.

El problema subyacente a la presente invencion es proporcionar vias de sefializacion ortogonales disefiadas para uso
en células de mamiferos. Este problema es resuelto mediante el tdpico de las reivindicaciones independientes.

Términos y definiciones

En el contexto de la presente memoria, el término "ortogonal” se refiere a la independencia de una via de sefializacion
o una parte de esta a ofras vias de sefalizacion. En otras palabras, una via de sefializacion ortogonal no experimenta
comunicacioén cruzada con otras vias de sefalizacion endogenas.
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En el contexto de la presente memoria, el término "puerta légica biolégica" se refiere a una via de sefializacion que
integra sefales analogas a las compuertas légicas electrénicas con una actividad de produccion que es activada solo
tras la estimulacion con la combinacion adecuada de entradas. De acuerdo con la combinacion de sefiales de entrada
requeridas para generar una sefal de salida son definidas diferentes clases de puertas ldgicas (AND, OR, NOR,
NAND, etc.). En la Tabla 1 son presentados ejemplos de sefiales de entrada requeridas para diferentes clases de
puertas logicas. Dado que las puertas logicas electronicas pueden estar unidas por cable para generar una diversidad
infinita de circuitos complejos, las puertas légicas bioldgicas pueden ser combinadas para generar sus diversos
circuitos de control.

Tabla 1: Un valor de 0 significa inactivo y 1 significa activo

Tipo Entrada Salida
1 2
0 0 0
0 1 0
AND
1 0 0
1 1 1
0 0 0
0 1 1
OR
1 0 1
1 1 1
0 0 1
0 1 0
NOR
1 0 0
1 1 0
0 0 1
0 1 1
NAND
1 0 1
1 1 0

De acuerdo con un primer aspecto de la invencién, es proporcionada una célula de mamiferos que comprende una
via de sefializacion procariética de dos componentes (TCS). Esta TCS comprende una proteina activadora A, en la
que dicha proteina activadora A es un sensor histidina quinasa que comprende un residuo de histidina, que activa una
proteina B reguladora de respuesta (RR), en la que dicha proteina B RR es un regulador transcripcional que
comprende un residuo de acido aspartico, y en la que la activacion de dicha proteina B RR por dicha proteina
activadora A es llevada a cabo por transferencia de un fosfato de dicho residuo de histidina a dicho residuo de acido
aspartico, y un gen C de salida que esta ligado operativamente a un promotor. La proteina B RR activada es capaz
de activar el promotor relacionado al gen C de salida y la expresion del gen C de salida define al menos un primer
estado (0, sin transcripcion) y un segundo estado (1, transcripcion detectable).

En ciertas realizaciones, la proteina A activadora es una molécula de histidina quinasa seleccionada de envZ, NarX,
DcuS y los ejemplos en la Figura 5.

En ciertas realizaciones, la proteina B RR es un regulador transcripcional seleccionado de ompR, NarL, DcuR y los
ejemplos en la Figura 5.

En ciertas realizaciones el gen de salida codifica un reportero fluorescente, una proteina o microARN que afecta la
funcion celular o el estado interno. En ciertas realizaciones el gen C de salida es amcyan.

En ciertas realizaciones, la proteina A activadora puede estar constitutivamente activa o ser activada por sefiales de
entrada. Las sefiales de entrada son seleccionadas de: quinonas, nitrato, nitrito, citrato, isocitrato, fumarato, succinato,
3
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malato, indol, serina, aspartato, quimioatrayentes, oxigeno, mondéxido de carbono, 6xido nitroso, luz azul, vancomicina,
potasio, moléculas de deteccién de quérum, cambio de temperatura, iones de sulfato, acido nicotinico, cambios en la
osmolaridad, tolueno, O-xileno, glutamina, 2-cetoglutarato, magnesio.

De acuerdo con un segundo aspecto de la invencion, es proporcionada una puerta légica biolégica AND manipulada.
La puerta légica AND comprende la célula de mamifero de acuerdo con el primer aspecto de la invencion, en la que
la entrada 1 activa la proteina A activadora, la entrada 2 activa la proteina reguladora de respuesta y la salida es el
estado de expresion del gen C de salida.

En ciertas realizaciones la entrada 2 activa una segunda proteina A' activadora, que es capaz de activar la segunda
proteina B' RR que permite la transcripcion de la primera proteina B reguladora de respuesta.

En ciertas realizaciones, la entrada 1 y la entrada 2 pueden ser sefiales de entrada de acuerdo con otras realizaciones
o estimulos que controlan la expresion de los componentes tal como los factores de transcripcion o microARN.

De acuerdo con un tercer aspecto de la invencion, es proporcionada una puerta logica biolégica OR manipulada. La
puerta légica OR comprende la célula de mamifero de acuerdo con el primer aspecto de la invencion, en la que la
entrada 1 activa dicha proteina A activadora, la entrada 2 activa una segunda proteina A' activadora, que es capaz de
activar la misma proteina B RR que la proteina A activadora. La salida de la puerta légica OR es el estado de expresion
de dicho gen C de salida.

De acuerdo con un cuarto aspecto de la invencion, es proporcionada una puerta légica bioldgica NOR manipulada.
Las puertas l6gicas comprenden la célula de mamifero de acuerdo con el primer aspecto de la invencion, en la que la
entrada 1 es un inhibidor A- de dicha proteina A activadora, la entrada 2 es un inhibidor B- de dicha proteina B RR y
la salida es el estado de expresion de dicho gen C de salida.

De acuerdo con un quinto aspecto de la invencion, es proporcionada una puerta logica biolégica NAND manipulada.
Las puertas l6gicas comprenden la célula de mamifero de acuerdo con el primer aspecto de la invencion, en la que la
entrada 1 es un inhibidor A- de dicha proteina A activadora, la entrada 2 es un inhibidor A'- de dicha proteina A’
activadora y la salida es el estado de expresion de dicho gen C de salida.

Un sexto aspecto de la invencién se refiere a un procedimiento in vitro para integrar una pluralidad de sefiales de
entrada y traducirlas en una sefal de salida. Este procedimiento comprende al menos una de las puertas logicas
bioldgicas manipuladas de acuerdo con los otros aspectos de la invencion.

En ciertas realizaciones las sefiales de entrada son seleccionadas de un agente bioldgico, un agente quimico, un ion
de metal, una toxina, y un contaminante.

En ciertas realizaciones la sefal de salida cambia su estado si la pluralidad de sefales es especifica para una
condiciéon ambiental, un contaminante, una sustancia farmacéutica o un profarmaco, o un estado patologico.

En ciertas realizaciones el sistema de dos componentes dentro de la célula de mamifero de acuerdo con los aspectos
de la invencién es un sistema reportero para cambios en el estado interno/externo de la célula. En otras palabras, las
proteinas TCS expresadas constitutivamente pueden monitorizar las sefiales quimicas internas de las vias de
sefializacion enddgenas y/o de las sefiales quimicas externas.

En ciertas realizaciones el sistema de dos componentes dentro de la célula de mamifero de acuerdo con los aspectos
de la invencion es un amplificador de retroalimentacion positiva. En otras palabras la activacién constitutiva de la via
TCS actiia como amplificador de retroalimentacion positiva por control de la salida de la via con el promotor del gen
C de salida, que no reacciona de manera cruzada con los factores de transcripcion de la célula de mamifero.

En ciertas realizaciones el sistema de dos componentes dentro de la célula de mamifero de acuerdo con los aspectos
de la invencién integra sefales de diferentes vias para modificar la célula de mamifero. En otras palabras al integrar
sefiales de diferentes vias o usar las puertas légicas de acuerdo con los aspectos de la invencion estas sefales
pueden proporcionar una salida de reportero fluorescente o la producciéon de proteinas para interactuar con las vias
de células enddgenas; modificando de este modo de la célula en la cual esta via esta activa.

En ciertas realizaciones las proteinas del sistema de dos componentes dentro de la célula de mamiferos de acuerdo
con los aspectos de la invencion estan constitutivamente activas y son usadas en la sobreexpresion de productos
dentro de la célula por el aumento de la expresion como amplificador de la retroalimentacion.

En ciertas realizaciones las proteinas del sistema de dos componentes dentro de la célula de mamiferos de acuerdo
con los aspectos de la invencion estan constitutivamente activas y son usadas como material en circuitos genéticos.
En ciertas realizaciones estos circuitos estan controlados con sensores enddgenos o con sensores del factor de
transcripcion, explotando las propiedades consecutivas de las configuraciones TCS proporcionadas en los ejemplos.
En ciertas realizaciones la amplificacion de los moédulos del circuito puede ser lograda con proteinas mutantes
constitutivamente activas.

En ciertas realizaciones de todos los aspectos de la invencién el gen C de salida podria codificar un reportero
4
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fluorescente, una proteina o microARN que afecta la funcién celular o el estado interno. Esto puede ser util en los
procesos temporales tal como el desarrollo de farmacos o la expresién diana del farmaco.

En ciertas realizaciones de todos los aspectos de la invencion el gen C de salida puede codificar una proteina reportero
fluorescente.

En ciertas realizaciones de la invencion, las puertas NOR y NAND pueden ser combinadas para producir cualquier
légica de puerta.

La invencion es ilustrada adicionalmente por los siguientes ejemplos y figuras, de los que pueden ser extraidas
realizaciones y ventajas adicionales. Con estos ejemplos se pretende ilustrar la invencion pero no limitar su ambito.

Breve descripcion de las figuras

LaFig.1 muestra los esquemas de vias de sefalizaciéon de dos componentes nativas y trasplantadas. A, la
arquitectura de la via nativa consiste en una proteina receptora, que detecta y propaga una sefial a un
regulador de respuesta similar que activa la expresion genética. B, la adaptacion contemplada al huésped
de mamifero ejemplificada con la via EnvZ-OmpR.

La Fig. 2 muestra la caracterizacion basica de las vias de dos componentes trasplantadas. A, requisitos del
componente para activacion del elemento de respuesta. Cada combinacion de componentes es
acompafada por imagenes microscopicas representativas con pseudocolor rojo que indica la expresion
del marcador de transfeccion DsRed, y pseudocolor cian que indica la expresion de la salida de la via
AmCyan. Los diagramas de barras muestran el nivel AmCyan en a.u. como mediatDE
detriplicados biologicos independientes. B, relacion cruzada de pares HK::RR con elemento de
respuesta no similar. C, relaciéon cruzada de HK no similares con pares RR:RE, que indican que
DcuS fosforila OmpR. D, observacion detallada en la relacion cruzada DcuS-OmpR. La interaccion
DcuS-OmpR es mostrada usando marcadores azules y DcuS-DcuR similar es mostrada con marcadores
rojos. Cada momento de medicion es el promedio de la medicién independiente por duplicado. E, la
relacion entre las cantidades de HK y RR y la intensidad de una expresion del gen reportero. Para cada
grafico superficial, todas las combinaciones en pares de HK y RR son medidas con HK afadida a 0, 5,
50 y 150 ng por transfeccion en una placa de 12 pocillos y RR afiadida a 0, 10, 30, 100 y 300 ng. Es
afadido ADN de relleno para mantener constante la cantidad de ADN total. Todos los puntos de
referencia son promedios por duplicado.

La Fig. 3 muestra control complejo de la expresion genética con las vias TCS usando genes HK y RR controlados
con antibioticos. Los esquemas de circuito se muestran a la izquierda y los datos cuantitativos para las
vias NarXL y DcuSR estan sobre la derecha. Las proteinas PIT2 y ET accionadas por CMV activan HK y
RR a través de los promotores de pPIR y pETR, respectivamente. La concentracion final de Pl y ET es
de 10 mg/ml y 4mg/ml, respectivamente. Los datos resultantes son presentados como mediazDE de los
triplicados biolégicos. Las imagenes microscopicas son mostradas con pseudocolor rojo que indica la
expresion del marcador de transfeccion DsRed, y pseudocolor cian que indica la expresion de la salida de
la via AmCyan.

LaFig.4 muestra el uso de las vias de TCS y los componentes individuales para la expresion genética de
mamiferos. A, expresion genética controlada por la configuracion de la puerta OR. Parte superior,
representacion esquematica de una puerta OR usando la presencia de NarX y NarQ como entradas.
Parte inferior, cuantificacion de la puerta mostrada como mediatDE de los triplicados bioldgicos con
imagenes microscopicas representativas. Las imagenes son mostradas con pseudocolor rojo que indica
la expresion del marcador de transfeccion DsRed (panel superior), y pseudocolor cian que indica la
expresion de la salida de la via AmCyan (panel inferior). B, actividad de diversos componentes de TCS
mutantes. Los genes TCS de longitud completa, truncados y mutantes estan representados con cada
dominio de proteina codificado por color y marcado. Los datos experimentales son mostrados a la
derecha. Cada barra representa mediatDE de un triplicado bioldgico. Los valores de salida para
NarX + NarL y NarL son tomados del experimento en el panel A; sus resultados nuevamente son
mostrados en el panel B simplemente para comparacién lado a lado.

La Fig. 5 muestra ejemplos de vias de sefializacion de dos componentes en bacterias.
Ejemplos

La manipulacién de la via de sefializacion es una via hacia los circuitos bioldgicos sintéticos. Ha sido ensefiado que
los fosforelays de histidina-aspartato han evolucionado en procariotas en los que forman la base para la sefializacion
de dos componentes. Los fosforelays de tirosina-serina/treonina, ejemplificados por las cascadas de quinasa MAP,
son predominantes en eucariotas. El recableado racional de estas familias de vias es conocido en la técnica. Un
ejemplo conocido en la técnica es la implementacion de una via procariética de dos componentes en una especie de
planta para detectar TNT ambiental. En esta invencion, los inventores de la presente desvelan el "trasplante” de las
vias de dos componentes en células de mamifero para proporcionar un kit de herramientas ortogonal y diverso para
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una variedad de tareas de procesamiento de sefiales. Los inventores de la presente usan las vias de dos componentes
en el cultivo de células de mamifero y las usan para el control programable de la expresion genética. Por consiguiente,
las secuencias de codificacion de los componentes de histidina quinasa (HK) y regulador de respuesta (RR) tienen
codones optimizados para las células humanas, mientras que los RR son fusionados con un dominio de
transactivacion. Los promotores de respuesta son abastecidos al fusionar los sitios de uniéon al ADN delante de un
promotor minimo. Los inventores desvelan ejemplos de que la coexpresion de HK y sus RR similares en células de
mamifero cultivadas son suficientes para inducir la expresion genética en ausencia de desencadenantes quimicos de
las vias. Los mutantes que eran constitutivos en el marco nativo demostraron un comportamiento similar en células
de mamifero. Los inventores de la presente usan, ademas, las vias de TCS para implementar la regulacion genética
l6gica AND, NOR y OR de dos entradas usando promotores inducibles para accionar las HK y los RR. De este modo,
los sistemas de dos componentes pueden ser aplicados en diferentes capacidades en las células de mamifero y sus
componentes pueden ser usados para circuitos genéticos sintéticos a gran escala.

TCS es parcialmente funcional en células de mamiferos

El trasplante de las vias de TCS procaridticas a las lineas celulares de mamifero requiere una cantidad de
adaptaciones necesarias (Fig. 1B). Cada gen que codifica una proteina TCS tiene codones optimizados para conferir
al uso de codones humanos; ademas, son colocados bajo promotor inicial CMV inmediato constitutivo. La secuencia
basica de aminoacidos de cada HK y RR es conservada, mientras que las secuencias de RR son aumentadas con 3
x dominios de transactivacion VP16 minimos en el extremo terminal C. (Cabe destacar que la sefal de localizacion
nuclear no esta fusionada a RR). Finalmente, el promotor de respuesta que conduce un AmCyan reportero
fluorescente es creado fusionando los sitios de union al ADN de diferentes RR delante de un promotor minimo de
mamifero.

Tres vias de TCS de E. Coli son seleccionadas y adaptadas a las células de mamiferos, incluyendo EnvZ-OmpR,
NarXL y DcuSR. El disefio de HK'y RR adaptados es realizado como es descrito anteriormente, mientras que el disefio
de los promotores sensibles varia de un caso a otro. Para el elemento de respuesta a OmpR (OmpR-RE), es usada
una secuencia de consenso ATTTACATTTTGAAACATCTA (SEC ID NUM. 01). Dos copias de esta secuencia son
separadas por el separador de 10 pb e insertadas 18 pb corriente arriba de la caja TATA en el promotor minimo central.
Para el elemento de respuesta a NarL (NarL-RE), es usada una secuencia de consenso TACCCCTATAGGGGTA
(SEC ID NUM. 02); dos copias separadas por 10 pb fueron usadas idénticamente a Om-pR-RE anterior. Finalmente,
para el promotor DcuRsensible, el elemento de respuesta a DcuR es construido usando una secuencia de repeticion
individual TGATTAAAACTTTAAAAAGTGCTG (SEC ID NUM. 03) identificada en la regién promotora del gen dctA.
Los promotores regulados antes mencionados son clonados corriente arriba de la proteina fluorescente AmCyan.

En primer lugar, los inventores de la presente indagaron si la coexpresion de los genes de la via en células humanas
cultivadas resulta en activacion genética. Han sido realizadas transfecciones transitorias en células HEK293 con (i)
ninguno de los casetes de expresion de TCS; (ii) casetes HK o RR solos vy (iii) ambos HK y RR. Las tres vias generan
fuerte expresion del gen reportero cuando ambos HK y RR estan presentes pero no cuando cualquiera de los
componentes falta (Fig. 2A). La induccién con DcuSR fue mas débil, quizas debido a tener un sitio de unién a ADN
individual en lugar de doble en el promotor. Estos resultados indican que los atributos principales de las vias, tal como
el pliegue de la proteina, el fosforelay y la unién diferencial al ADN y la transactivacion, son operativos en células
humanas. Al mismo tiempo, ocurre induccion genética en ausencia de estimulo externo similar. Mientras que las vias
de EnvZ-OmpR y NarXL responden a entradas que estan presentes en el medio, DcuSR es sensible al fumarato. Ha
sido realizada titulacion de fumarato y no ha sido hallada evidencia clara para induccion de la via dado que la mayoria
de la actividad ya estaba presente en el fumarato cero. Los niveles intermedios de fumarato parecen aumentar la
entrada modestamente, pero incluso niveles mas altos fueron inhibidores. Ademas, los RR no parecen estar
fosforilados por las quinasas nativas de las células HEK293, como es evidenciado por el bajo nivel de expresion de
salida en presencia de RR solo.

Ortogonalidad y relacion cruzada de TCS en células humanas

TCS multiples operan sin relacion cruzada en su entorno endégeno. Su capacidad de operar multiples vias en paralelo
permite la facil mejora de los circuitos genéticos. En primer lugar, los pares candnicos HK::RR son mantenidos en
conjunto pero los elementos de respuesta son variados (Fig. 2B). La activacion es altamente especifica para el
promotor sensible correcto. En el segundo experimento, los RR son combinados con su promotor sensible similar y la
HK corriente arriba es variada. En un caso los inventores de la presente observan que una DcuS de HK activa la
OmpR de RR no similar mientras que en todos los casos el fosforelay es especifico (Fig. 2C). La respuesta a la dosis
de la actividad de DcuS similar, asi como no similar, fue investigada de manera adicional (Fig. 2D). El resultado
muestra un comportamiento marcadamente distinto entre los dos casos. La via armada de manera correcta exhibe
respuesta aguda a la dosis que disminuye tras aumentar de manera adicional en DcuS. Al mismo tiempo, la reactividad
cruzada muestra un aumento mondétono y lento. Ciertamente, la operacion en el nivel éptimo de DcuS humanizado
genera una alta selectividad hacia la via similar.

Después, la relacion entrada-salida de las vias trasplantadas es asignada. Por consiguiente, la cantidad de plasmido
de respuesta es fijada y las cantidades de ambos plasmidos que codifican HK y RR son variadas (Fig. 2E). Todas las
vias muestran sensibilidad marcada a la cantidad de HK, lo que no es sorprendente dada su naturaleza enzimatica.
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La dependencia sobre la cantidad de RR es gradual; sin embargo, la mitad de la induccion maxima es alcanzada con
cantidades muy bajas de ambos HK y RR con relacion al gen de respuesta. El mapa de entrada-salida de la via de
DcuSR reproduce el comportamiento no monétono observado en la Fig. 2D. El posible motivo para este
comportamiento es que la forma desfosforilada de DcuS actia como fosfatasa para DcuR-P, similar a otras quinasas
de histidina.

TCS como blogues de construccion para circuitos lI6gicos genéticos

Los experimentos anteriores muestran que la respuesta requiere expresion de ambos componentes de la via. Dicho
modo de operacion frecuentemente es descrito como una ldgica AND siendo las entradas en este caso la expresion
de HK y RR respectivamente. El control de estos genes con estimulos externos genera comportamientos l6gicos
adicionales. Para ejemplificar esta posibilidad, los inventores de la presente clonaron los componentes de las vias
NarXL y DcuSR en vectores controlados por los transactivadores disefiados PIT2 (Fussenegger et al., Nat Biotech
200, 18(11), 1203-1208) y ET (Weber et al., Nat Biotech, 20(9), 901-907). Esto ha permitido que los antibioticos
eritromicina (ET) y pristinamicina 1A (PI) controlen la salida del circuito. Dado que los cofactores son inhibidores de la
union al ADN de sus transactivadores similares, la légica AND subyacente es traducida en légica NOR cuando los
antibioticos comprenden las entradas externas (Fig. 3). El comportamiento légico resultante es consistente con la
expectativa (salida mas alta en ausencia de ambas entradas, baja salida de otro modo). La via NarXL muestra el
intervalo dinamico mas grande, mientras que con la via DcuSR la fuga en uno de los estados OFF es probable debido
a la muy alta sensibilidad de esta via a cantidades diminutas de DcuS HK y la expresion residual de DcuS en presencia
de PI. El bajo nivel de induccion en el estado ON es debido a la multiple cotransfeccion de plasmidos.

Ademas de las vias lineales que permiten las puertas AND en células humanas, la relacién cruzada de TCS
proporciona tipos adicionales de control légico. Por ejemplo, NarQ de HK es capaz de activar NarL casi de manera
tan eficiente como NarX. Por lo tanto, una via en la que NarL humanizado es controlado por ambos NarX y NarQ es
construida y la respuesta medida como funcién de la presencia de NarX y Narq (Fig. 4A). Por cierto, es observado un
comportamiento OR casi perfecto. Los resultados indican que la légica compleja es posible con vias que interactian
naturalmente.

Los comportamientos mutantes conocidos son recapitulados en el huésped de mamifero

La investigacion sobre TCS ha revelado un gran nimero de mutantes que poseen ciertas cualidades que pueden ser
de utilidad en las vias sintéticas. Por ejemplo, es sabido que los dominios citoplasmaticos de HK resultan en la
sefializacion constitutiva. Un dominio citoplasmatico de EnvZ (EnvZ cyt) es construido y ha sido descubierto que
soporta la transduccién de sefial constitutiva a través de OmpR. Un mutante D55E OmpR de RR es conocido por ser
un activador constitutivo en las bacterias, y su version humanizada funciona también como activador constitutivo. Del
mismo modo, el dominio C terminal de NarL (NarLc) es constitutivo en las bacterias y continda como un inductor muy
fuerte de NarL-RE en células de mamifero. Esto sugiere que los hallazgos realizados en el entorno procariético nativo
son traducidos en el sistema humanizado, y que las vias humanizadas operan a lo largo de los mismos principios
mecanicos con que lo hacen en los procariotas. También ilustran que los genes que codifican TCS y sus variantes
pueden ser usados como una extensa fuente de "partes bioldgicas" para circuitos genéticos de mamiferos.

Discusién

El fosforelay de histidina-aspartato esta ausente de células de vertebrados mientras que es hallado en plantas,
levadura, eucariotas inferiores y mucho mas cominmente en procariotas. La falta de genes homologos en vertebrados
sugiere las vias de TCS procaridticas como mddulos de procesamiento de sefial ortogonal en células de mamifero
para disefio de circuitos. Sin embargo, la conservacion de los procesos bioquimicos basicos durante el "trasplante” en
mamiferos no es garantizado por ningun medio, ya que requiere tres condiciones. En primer lugar, la operacion interna
de una via debe ser conservada tanto como sea posible. En segundo lugar, los componentes de la via no deben
afectar el huésped de manera no especifica. En tercer lugar, el huésped no debe interferir con los componentes de la
via.

Los inventores de la presente desvelan en la presente memoria que los fosforelays entre HK y RR, y la unién al ADN
diferencial por el RR seguido de induccion genética, ocurren en células de mamiferos. La presencia de un ligando
similar no aparenta ser necesaria aunque modestamente module la actividad de la via, al menos en el caso de DcuSR.
Sin embargo, el hecho de que los genes HK de longitud completa sean funcionales sugiere que son plegados
adecuadamente y asociados con una membrana. Con respecto al efecto de la via sobre células huésped, no son
observados efectos adversos importantes. Las secuencias unidas al ADN de los diferentes RR son extensas y no se
espera que ocurran con frecuencia en el genoma humano. Finalmente, los elementos de respuesta son silenciosos
en células HEK293 por su cuenta, lo que significa que ningun activador enddgeno es unido a estos sitios. Los RR en
combinacion con RE generan solo baja expresion de fondo, probablemente debido a la union al ADN residual de los
RR no fosforilados en lugar de debido a la transferencia de fosforilo a RR por las quinasas enddgenas.

Entre si mismas, las vias exhibieron una notable carencia de reactividad cruzada. Una interaccién inesperada fue
descubierta entre DcuS y OmpR. Este ensayo de relacion cruzada presenta un enfoque para estudiar la bioquimica
de TCS in vivo en el fondo limpio desprovisto de interferencia. Incluso en ausencia de respuesta a los ligandos
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externos, TCS puede soportar integracion de sefial logica compleja en células de mamifero. Los ejemplos de puertas
AND, NOR y OR que usan HK y RR inducibles y constitutivos son desvelados en la presente invencion. Dada la
dificultad de implementar la activacién genética como AND en células de mamifero, las vias de TCS adaptadas son
una nueva fuente atractiva de dichos elementos de control. Ademas, los mutantes constitutivos actian
consistentemente con su comportamiento en procariotas; estos mutantes pueden ser una fuente rica de bloques de
construccién simple y mutualmente ortogonal en circuitos genéticos extensos.
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REIVINDICACIONES

Una célula de mamifero que comprende al menos una via de sefializacion procariética de dos componentes (TCS)
comprendida por:

i. una proteina activadora A, en la que dicha proteina activadora A es un sensor histidina quinasa que
comprende un residuo de histidina,

ii. una proteina B reguladora de respuesta (RR) activada por dicha proteina A, derivando tal activacion en
una proteina B RR activada, en la que dicha proteina B RR es un regulador transcripcional que comprende
un residuo de acido aspartico, y en la que la activacién de dicha proteina B RR por dicha proteina activadora
A es llevada a cabo por la transferencia de un fosfato de dicho residuo de histidina a dicho residuo de acido
aspartico, y

iii. un gen C de salida ligado operativamente a un promotor,

en la que la transcripcion del aparato de transcripcion en dicha célula de mamifero de dicho promotor esta activada
por la proteina B RR activada, y la expresion del gen C de salida define al menos un primer estado 0, sin
transcripcion, y un segundo estado 1, de transcripcion detectable.

La célula de mamifero de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que dicha proteina A activadora y dicha proteina
B RR son seleccionadas de EnvZ-OmpR, NarX-NarL, DcuS-DcuR y los pares de proteinas activadoras y proteinas
reguladoras de respuesta especificadas en la Fig. 5.

La célula de mamifero de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que dicha proteina
Ay dicha proteina B RR tienen codones optimizados para células humanas.

La célula de mamifero de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que el gen C de
salida codifica un reportero fluorescente, una proteina o microARN que afecta la funcién celular o el estado interno.

La célula de mamifero de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que la proteina A
activadora puede estar constitutivamente activa o ser activada por sefiales de entrada.

La célula de mamifero de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que las sefiales de
entrada son seleccionadas de: quinonas, nitrato, nitrito, citrato, isocitrato, fumarato, succinato, malato, indol,
serina, aspartato, quimioatrayentes, oxigeno, mondxido de carbono, 6xido nitroso, luz azul, vancomicina, potasio,
moléculas de deteccién de quérum, cambio de temperatura, iones de sulfato, acido nicotinico, cambios en la
osmolaridad, tolueno, O-xileno, glutamina, 2-cetoglutarato, magnesio.

Una puerta légica biolégica ADN manipulada que comprende la célula de mamifero de acuerdo con una cualquiera
de las reivindicaciones anteriores, en la que la entrada 1 activa dicha proteina A activadora, la entrada 2 activa
dicha proteina B reguladora de respuesta y la salida es el estado de expresion de dicho gen C de salida.

La puerta légica biolégica ADN manipulada de acuerdo con la reivindicacion 7, en la que la entrada 2 activa una
segunda proteina A' activadora, que es capaz de activar la segunda proteina B' RR que permite la transcripcion
de la primera proteina B reguladora de respuesta.

La puerta logica biologica ADN manipulada de acuerdo con la reivindicacion 7 y 8, en la que la entrada 1 y la
entrada 2 pueden ser estimulos de acuerdo con la reivindicacion 6 o estimulos que controlan la expresion de los
componentes seleccionados de los factores de transcripcién o microARN.

Una puerta logica biolégica OR manipulada que comprende la célula de mamifero de acuerdo con una cualquiera
de las reivindicaciones 1, 2 o0 3, en la que la entrada 1 activa dicha proteina A activadora, la entrada 2 activa una
segunda proteina A' activadora capaz de activar la misma proteina B RR que la proteina A activadora y la salida
es el estado de expresion de dicho gen C de salida.

Una puerta logica biolégica NOR manipulada que comprende la célula de mamifero de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1, 2 0 3, en la que la entrada 1 es un inhibidor A- de dicha proteina A activadora,
la entrada 2 es un inhibidor B- de dicha proteina B RR y la salida es el estado de expresion de dicho gen C de
salida.

Una puerta logica biolégica NAND manipulada que comprende la célula de mamifero de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1, 2 0 3, en la que la entrada 1 es un inhibidor A- de dicha proteina A activadora,
la entrada 2 es un inhibidor A'- de dicha proteina A' activadora y la salida es el estado de expresion de dicho gen
C de salida.

Un procedimiento in vitro para integrar una pluralidad de sefiales de entrada y traducirlas en una sefial de salida
que comprende al menos una de las puertas logicas biolégicas manipuladas de acuerdo con las reivindicaciones
7,8,9,10,11 012.
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14. El procedimiento de acuerdo con la reivindicaciéon 13, en el que dicha sefial de salida cambia su estado si dicha
pluralidad de sefales es especifica para:

i. una condicion ambiental,
ii. un contaminante,
iii. una sustancia farmacéutica o profarmaco, y

iv. un estado patologico.
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Fig. 3
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gulsdor de respuesta (RR). En 2 via de dos componemtes prototigica, el senser HK fos
propo ressduo His conservado en respuesta 2 sedales en su emoeno. Despuds, o
fosfoeio de HE of transfendo 2 un seaduo Asp especifico en o KR El RR activado |
efectuwr camimos en [a Swcloga celular, 3 menwdo por regulacion de la expresic
3. Las vias de des componentes e este modo 2 mwsude parmgen gque s células
¥ respondan 3 108 estrmiles por mAwceon de cambnos en 1 MaEscrpaim

Procesansento de iafmaccn amieestal vansdocada de selal

Clae
Aodub
MD0313 Sestecna de Tansports de bacizacas [PATE. map02010]
MDO315 Sistemny do transperts de ABC si caracsrizar [PATH: map02020]
[M00316 Sistezma do Tansports ds mamganeso [PATH: map02010]
MD0<34 M00<34 PhoR-PhoB (respussta de deprivacion de fosfato) sistensa regulisteric de dos

tos [PATH map02020]

L0043 Send3-Reg’D (respussn de deprivacion de foufato) sistama regulatorio de dos compenentss
[PATH: zap02020]
00444 PhoQ-PhoP (tanspors de mamesic) sis%ma regulatornio de dos comspenentes [PATH:

=020

[M00245 EmZ-OnpR (respussta 2l estrés omumotico) sistenma regulatorio de dos compeonemtes [PATEH
B |
M00$26 RstB-RstA sistemma regulatorio de dos comspenentes [PATH: zap02020]
(M00227 CpxA-CpxR (respussta al estrés de exvoltura) sistemma reguiaterio de dos consponentss
[PATH: mup02020]
MDOSSE CusS-CuaR (respuesta al ostrés de secrecion) sistenma regulatorio ds dos componentes [PATEH)
paed20201
M00449 CreC-CreB (reguiacien de Soufato) sistenma regulatorio de dos comspeonentss [PATH:
: ._l.{lv'{ll
M00450 BasS-BacR (respussn al eostrés de exnoltura) sistema regulatonic de dos compomeates [PATE|

» ,AI’JA(’,‘:l

MD0S51 MMM:MSM)MM&MWT

[PATH zap02020]
000292 CusS-CusR (tolerancia al cobrs) sissma reguiatonio de dos compenentss [PATE:
M00453 QuelC-QseB (deteccicn de quoram) sistezm regulateric de dos coxpomentes [PATH:

20020201

[M00454 EdpD-KdpE (sanspors de potauio) sistama regulatorio de dos componsnses [PATH:

et oy
[M00255 TorS-ToeR (respimacica de N-caddo de timetilazmina) sisterma regalatonio de dos comaponsnted
[PATH:

MD0456 ArcB-ArcA (comtrol de redox anexico) wistema regalatorio de dos comaponsates [PATH:

: ._l.{lv'{ll

MD0S5T7 TetE-TetD (tramsporte de acido ticarboxilico) swistema regalatonio de dos componentes
[PATH: map02020]

[MD025E ReosE-RasD (respracicn asrobica y amaercbica) wstema mgalatonio de dos componsntss
[PATH zapl2020]
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Figura 5 continuacion

MOO$S0 VicK-VicK (metabobizmo de 12 pared celalar) sistama regulatono de dos componsates
PATE: map020207

MOMS) MpeS-MpzA (xantninsente de infccien persistents) wstama repalatonio de dos

Sapis [PATE: mapl2020)

MOMS] MoB-MoA (respusta al estrés csmotico) sisteam regulatorio de dos compomsates [PATH:

M—Pml(nlupbmmhht)m-mx@lmbdmm[hlm
MTﬂmmhhm[PUﬁgL]

MO NrsS-NraR (tolerancis al niguel) sistama regalatorio de dos componsases [PATH:
.020

MOOSSS ManS-MaxR (homsostasis de mangameso) sistensa regulatorio de dos compomsates [PATH:
MOXSS NBLS-NEIR (fotostntesds) wstema regalatonio de dos componsass [PATH: zap02020]
MOMST SazA-RpaiB (mediacion ds los ntmos circadianos) sistemna regulateric de dos consponentes|
PATH: zap02020]

MOMSE SasS-SaeR (regulacicn de la viralencia por estafiloceco) wistama regalatorio de dos
— [PATE: z=p02020)

MOOISO BeeS-Seel (Tansparts de bacitacina) sistema regalatrio de dos componsates [PATH:

.020

MOMTO YxdE-Vxdl (respussta 2 Jos péptidos antimicrobiancs) sisterza regulatorio de dos
smponeater [PATE: mapla0

Wﬂ'l NarX-NarL (respiracion de nitrato) sissea regulatorio de dos compenentes [PATE:

M‘J‘Z NarQ-NarP (respimacica de nitrato) sistama regalatorio de dos compomsates [PATH:
MOD4T3 UlkpB-UlpA (capmacicn da fosdasos ds hawosa) sisteams regulatorio de dos compoasates
PATH: nap(2020)

MOO474 RooC-ResD-ReuB (statesis de capsula) sistema regalatorio de dos componsates [PATH:
pap02020

MOOSTS BazA-UstY (metabolisme de carbono central) sistezma regulateric de dos componantes
PATE: map020207

MOOTE ComP-ComA (competendia) sistera regulatorio de dos consponantes [PATH: zap02020]
MOO4TT EvgS-EvgA (tolerancia a acidos y Sirmaces) sisszma regulaterio de dos consponentes

PATH: zap02020)
MOXMTE DegS-Degl (coatel del comportansanto mmiticelular) wstama regalatonio de dos
[PATE: mapl2020)
MOO479 DesE-DesR (regulacica de fluides de ltpidos ds la membrana) sistecma regulatorio de dos
ponsates [PATH: mapl20207
0480 VraS-VraR (stntesds de pepedoglicano de 1a pared calular) wstema regalatorio ds dos
semtes [PATH: map02020)
MOME]L LiaS-LiaR (respusst2 al estrés de la pared calular) sissea reguiatorio de dos componentss
PATE: map020207

MOMED DevS-DevR (respussta redox) sistemmy regulatorio de dos comspenentss [PATE: zapl2020])
MOO4E3 NreB-NroC (reduccion de 2omrito/nizato 0o asimilateorio) sistezsa regulatorio de dos
ompo [PATH: map02020)

MODSES Y- Ydfl sistemna regulatonio de dos compomentes [PATH: zupl2020]

MOMES KmASCDE-SpolFA (control de esporulacien) sistensa regulatorio de dos componentes
PATH: zap02020]

MOO$ES CitA-CitB (Smmentacion de ctrato) sistemsa regulaterio de dos componentes [PATH:
MODET CaS-CuT (ramsports de magmesio-citran) sisteam regulaterio de dos coxpponsates [PATH
peap02020
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Figura 5 continuacion

MOCHSS DewS-Deull (memboliamo de dicarboxilato C4 aerobice) sistema regulatcric de dos
pomponante: [PATH: map2020]

MOC4S0 DectS-DetR (zamspors de dicarboxdlato C4) sisterza regulatorio de dos compenemtes [PATEH:
‘—.-m.';n MalE-MalR (zansporte de malato) sistemsa regulstoric de dos comspenentes [PATH:

man 02020

MOC4S] Sistema de transporte de cligomeros de arabinogalactane punative [PATEH: gp02010]
MOC452 LytS-LyR (mstaboliszno v autclisis de la pared celular) sistema regalatonio de dos
pomponentes [PATH: map2020]

MOC453 AlgZ- (produccion ds alginato) sistama regalatorio de dos componentss [PATH:
02020

M0G0 NatE-NaR (extrusicn de sodic) sisterza regulatorio de dos compenemtes [PATEH: zap02020)
MOC4SS AgrC-AgrA (simtecds de exoprotetza) sistenma regulatorio de dos componemtes [PATE:

mam (1 220

MOC496 ComD-ComE (competencia) sistemma regulateric de dos componantes [PATH: map02020]
MOC40T Glal -GG (regulacica de mitrogeno) sistema regalatonio de dos componsass [PATH:
map (02020

MOC4SE NeY-NeX (regalacion de zitrogenc) sistenma regulatorio de dos componentss [PATE:

mam (1 2201

M09S HydH-HydG (toleranca al menl) sissma regulatorio de dos componsntes [PATH: map02020]
MOCS00 AtoS-AteC (brostntesds complejada de poli-R)-3-Radroxsbutirat) siskma regulatorio de dos
componantes [PATH: mapd2020]

MOOSOL PiIS-PIIR (smtesis de Smbrias tipo 4) siiteam regulaterio de dos comspomantes [PATH:

map (2020

MO0OS0Y GEE-GIR (menbolizmso de azucar azxino) sistama regalatorio de dos componsases [PATH:
02020

MOO303 PxtB-ParA (tamsporte de fosSoglicerate) sisteam regalatonio de dos commpomentes [PATH:

mam (] 2] A0

MOO504 DetB-DetD (ransports de dicarboxilate C4) sisteom regulatorio de dos componentes [PATH:
a1 2021

MOC505 KinS-AlgB (prodaccion de alginato) sistensa regulatorio de dos componentes [PATEH:
) A A

MOOS0E ChaA-CheYBV (quimionxis) sistemm regulateric de dos comsponantes [PATH: map02020

3 ma;a—cuaw (quimicsanser) sisteama regalatonio de dos compponantes [PATH:

u_w 08 Pixl-PixCH (fototaxis positiva) sistensa regulaterio de dos conspoasntes [PATH: zzp02020]
MOOS0S WipE-WipRF (qumniosemsor) sistensa regulatorio de dos compenentes [PATH: map02020]
MOOSI0 Cphl-Ropl (respussta a la Iuz) sistensa regulatorio de dos compenentes [PATH: 2pp02020]
MOOS11 PleC-PlD (comtol dal destino celalar) sistama regulatorio de dos compenemtes [PATEH:
nap02020 mapl4112]

MOOS1Y CckA-CoA/CpdR (commel del ciclo celular) sistezm regulateric de dos componsntes [PATH:
map 02020 mapl4112]

MOOS13 LuxQN/'CqsS-LuxU-LuxO (dsteccioa de quoram) sistema regalatorio de dos componsntss
PATH: map02020 map05111]

MOOT14 TuS-ToR (respracicn de tetaticnato) sistama regulatorio de dos compeonemtes [PATEH:
h100S FiB-FIrC (statesis fagelar polar) sistama regalatorio de dos compenentes [PATE: zap02020
map05111)

MOOS1IE SINI-YPDI-SSKEL/SENT (osmedetsccion) sistama regalatrio de dos componsnss [PATH:
nap02020 mapd4011]

MOCS1T RpfC-RpfG (seflalizacion de calula a célul) sistenma rogulatorio de dos componemes [PATEH:

mam (1 2020
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Figura 5 continuacion

MOOS1S GlaXK-Glal (utlizacion de ghutanama) sissma regulaterio de dos consponentes [PATH:
DO 19 YeuM-YouN ustama regalatorio de dos componsases [PATH: map02020]

MOS0 ConG-Chvl (senser de acider) sistema regalatorio de dos comuponsntes [PATH: zap02020)
MO0S52]1 Ciafi-CaaR (resisssncia al estrés v patogéoesis) sisteam regulatonic de dos componsntos
PATH:

ol

00322 SalK-SalR sistemma reguistorio de dos compomentes [PATH: map02020]
MD0323 RegB-RegA (respussta redox) sistemsa regulatorio de dos componentes [PATEH: map02020]
MO0T24 FixL-Fix] (Sjacicn de zitrogenc) sistensa regulatorio de dos comspenentes [PATH: zp02020]

Obtenido de- hip:/'www.genome Jpabget-dinwww_bget? pathway-mapd2020
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