ES 2329 850 T3

@ Numero de publicacién: 2 329 850

OFICINA ESPANOLA DE

PATENTES Y MARCAS @ Int. Cl.:
A61K 38/00 (2006.01)
ESPANA CO07K 16/00 (2006.01)

C12Q 1/54 (2006.01)
GO1N 27/26 (2006.01)
GO1N 33/66 (2006.01)
GO1N 33/542 (2006.01)

@) TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Numero de solicitud europea: 99935583 .7
Fecha de presentacién : 15.07.1999

Numero de publicacion de la solicitud: 1098658
Fecha de publicacion de la solicitud: 16.05.2001

Titulo: Proteinas manipuladas para la deteccion de analitos.

Prioridad: 17.07.1998 US 93188 P @ Titular/es: University of Maryland, Baltimore
14.10.1998 US 104237 P 520 West Lombard Street
Baltimore, Maryland 21201-1602, US

Fecha de publicacién de la mencién BOPI: @ Inventor/es: Lakowicz, Joseph, R.;
01.12.2009 Tolosa, Leah;
Eichhorn, Lisa y
Rao, Govind
Fecha de la publicacion del folleto de la patente: Agente: Roeb Diaz-Alvarez, Maria
01.12.2009

Aviso: En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin europeo de patentes, de
la mencién de concesién de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicién debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicién (art. 99.1 del
Convenio sobre concesion de Patentes Europeas).

Venta de fasciculos: Oficina Espafiola de Patentes y Marcas. P° de la Castellana, 75 — 28071 Madrid



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 329 850 T3

DESCRIPCION

Proteinas manipuladas para la deteccién de analitos.
Antecedentes de la invencion
1. Campo de la invencion

La presente invencién se refiere a la determinacién de la presencia o concentracién de un analito, tal como un
azicar, en una muestra, usando un sensor de proteinas marcadas.

2. Descripcion de la técnica relacionada

Al final de la Descripcion detallada de la invencion sigue una bibliografia. Todas las referencias enumeradas se
incorporan en este documento por referencia.

La diabetes produce consecuencias a largo plazo para la salud que incluyen enfermedad cardiovascular y cegue-
ra. Estas consecuencias adversas para la salud a largo plazo resultan de niveles irregulares de glucosa en sangre en
diabéticos. Para controlar las complicaciones a largo plazo asociadas a diabetes, los niveles de glucosa en sangre
deben regularse estrictamente. Esto requiere una cuidadosa monitorizacion de la glucosa en sangre que implica el
desagradable procedimiento de extraer sangre.

La necesidad de la medicion en tiempo real de la glucosa en sangre ha resultado en esfuerzos por desarrollar pro-
cedimientos no invasivos y minimamente invasivos para monitorizar la glucosa en sangre. Se ha propuesto una amplia
variedad de procedimientos que incluyen espectroscopia de infrarrojos cercana [1-3], rotacién 6ptica [4, 5], deteccién
amperométrica [6, 7], colorimétrica [8, 9] y de fluorescencia [10-15]. A pesar de intensos esfuerzos, actualmente no
estd disponible ningtin procedimiento para la medicion no invasiva de glucosa en sangre.

La mayoria de los sensores de glucosa que usan elementos bioldgicos para la transduccién de sefiales usan detec-
cion electroquimica o colorimétrica de la actividad de la glucosa oxidasa. Este procedimiento estd asociado a dificulta-
des que incluyen la influencia de los niveles de oxigeno, inhibidores en la sangre y problemas con electrodos. Ademas,
la deteccién produce el consumo del analito, que puede producir dificultades cuando se miden bajas concentraciones
de glucosa. Las mediciones electroquimicas son conocidas por requerir un calibrado frecuente que no es aceptable
para una monitorizacién continua de glucosa.

Usando fluorescencia, la glucosa puede medirse usando fluor6foros que responden o bien a glucosa o a protei-
nas tales como concanavalina A (ConA). Los ensayos de glucosa basados en proteinas son normalmente ensayos
competitivos en los que la glucosa perturba la unién de ConA a un polimero que contiene glucosa tal como dextra-
no. La unién de ConA al polimero de glucosa se detecta normalmente por transferencia de energia de resonancia
(TER).

Aunque un sensor de glucosa préictico tal como ConA-dextrano puede usarse para detectar satisfactoriamente
glucosa mediante un ensayo de TER competitivo, no es completamente reversible [13-15]. La ConA y el dextrano
forman agregados que con el tiempo se hacen cada vez mds resistentes a la alteracién por glucosa. Un sensor no es util
para monitorizar glucosa a menos que la unién sea reversible.

Otra aproximacidén para desarrollar un biosensor es manipular genéticamente una proteina para posicionarse es-
pecificamente en un sitio de moléculas transductoras de sefiales alostéricas. Los principios estructurales se usan para
aprovechar las interacciones cooperativas entre la molécula de sefializacién y la unién del ligando. Esta técnica se ha
aplicado a la proteina de unién a maltosa y la proteina de unién a glucosa/galactosa de Escherichia coli (GGBP) [16,
17]. El documento WO 99/34212 A desvela un biosensor de glucosa que comprende una proteina de unién a glucosa
genéticamente manipulada (GBP) que incluye mutaciones de una Unica cisteina que permiten la unién covalente espe-
cifica del sitio de un fluor6foro. Los estudios estructurales de GGBP revelan dos dominios cuyas posiciones relativas
cambian con la unién de glucosa [18]. Puede esperarse que tales cambios conformacionales produzcan cambios espec-
trales de sondas medioambientalmente sensibles, o cambios en la eficiencia de transferencia entre los pares de donante
y aceptor unidos covalentemente a la proteina. Los cambios espectrales de sondas medioambientalmente sensibles se
han notificado para GGBP [17]. El documento WO 98/40477 A desvela un biosensor basado en la transferencia de
energia de resonancia de fluorescencia (FTER) para la deteccién de analitos de un modo dependiente de la concentra-
cién, estando dicho biosensor constituido por un resto de proteina fluorescente donante y aceptora acoplado a un resto
de proteina de unién a analito.

Sin embargo, sigue existiendo la necesidad en la técnica de procedimientos mejorados para determinar la presencia
o concentracion de glucosa usando moléculas de deteccion fluorescente.
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Resumen de la invencion

En un aspecto, la presente invencion se refiere a un procedimiento para determinar la presencia o concentracion de
un analito en una muestra que comprende las etapas de:

a) proporcionar una molécula de deteccién de proteinas que puede unir dicho analito en dicha muestra, tenien-
do dicha molécula una calidad detectable que cambia de un modo dependiente de la concentracion cuando
dicha molécula se une a dicho analito;

b) exponer dicha molécula de deteccién a dicha muestra; y

¢) medir cualquier cambio en dicha calidad detectable para asi determinar la presencia o concentracién de
dicho analito en dicha muestra,

en el que dicha molécula de deteccidon de proteinas es una proteina de unién a glucosa/galactosa modificada que
contiene un residuo de cisteina en las posiciones 26 y 182 y en el que un colorante donante reactivo con tiol y un
colorante aceptor reactivo con tiol estdn unidos a dichos residuos de cisteina respectivamente en las posiciones 26 y
182.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona un sensor para determinar la presencia o concentraciéon de un
analito en una muestra que comprende:

a) una molécula de deteccién de proteinas que puede unirse al analito en dicha muestra, teniendo dicha molé-
cula una calidad detectable que cambia de un modo dependiente de la concentracién cuando dicha molécula
se une al analito;

b) una fuente de radiacion que puede producir que dicha molécula de deteccidon emita dicha calidad detectable;
y

¢) medios para detectar cambios en dicha calidad detectable en respuesta a dicha unién al analito

en el que dicha molécula de deteccion de proteinas es una proteina de unién a glucosa/galactosa modificada que con-
tiene un residuo de cisteina en las posiciones 26 y 182 y en el que un colorante donante reactivo con tiol y un colorante
aceptor reactivo con tiol estdn unidos a dichos residuos de cisteina en las posiciones 26 y 182 respectivamente.

Breve descripcion de los dibujos

La fig. 1 representa la estructura cristalina tridimensional de la proteina de unién a glucosa-galactosa (GGBP)
mostrando las localizaciones de los residuos 26 y 182 en presencia de glucosa unida.

La fig. 2 representa la estructura de Q26C-ANS-GGBP en ausencia y presencia de glucosa. En presencia de glu-
cosa, la sonda medioambientalmente sensible ANS estd mds expuesta a la fase acuosa.

La fig. 3 representa un ensayo de FTER hipotético de glucosa basado en cambios conformacionales de proteinas
en el que colorantes donantes y aceptores se separan con la unién a glucosa (r=vida, g=dngulo de fase).

La fig. 4 representa un ensayo de FTER hipotético de glucosa basado en cambios conformacionales de proteinas
en el que colorantes donantes y aceptores se acercan mas con la unién a glucosa (t=vida, ¢=4ngulo de fase).

La fig. 5 representa la clonacion del gen mglb de tipo silvestre.

La fig. 6 representa la estructura minimizada de energia de GBBP marcada con pireno en los residuos 26 y 182. En
ausencia de glucosa a 37°C parece que los residuos de pireno estdn muy apilados (derecha). En presencia de glucosa
disminuye la cantidad de emisién del excimero sugiriendo que los residuos de pireno se han desapilado y son mas
comparables a la conformacién a temperatura ambiente (izquierda).

La fig. 7 muestra los espectros de emisiéon de ANS-Q26 GGBP en presencia de glucosa 0 a 8 uM. La concentra-
cién de GGBP fue 0,25 uM y la excitacion fue a 325 nm. El inserto muestra el cambio en la intensidad frente a la
concentracion de glucosa.

La fig. 8 muestra la elucién del mutante de dicisteina Q26C/M182C de GGBP después de la reaccién con pireno-
maleimida y TEMPO-yodoacetamida. La separacidn se llevd a cabo mediante cromatografia por interaccion hidréfoba.
Las fracciones que contienen el cromdéforo pireno se designan como los picos 1,2y 3.

La fig. 9 muestra los espectros de absorcion de los picos 1, 2 y 3 de la Figura 8. La proteina total en cada disolucién
es 1 uM.
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La fig. 10 muestra las relaciones de absorbancias a 343 y 277 nm a lo largo del perfil de elucién cromatografica
para las fracciones de las Figuras 8 y 9. Las dreas sombreadas indican fracciones que se reunieron.

La fig. 11 muestra los espectros de emision del pico 2 de GGBP marcada (de la Figura 8) en funcién de la concen-
tracién de glucosa.

La fig. 12 muestra los espectros de emision del pico 3 de GGBP marcada (de la Figura 8) con y sin glucosa 2 mM.

La fig. 13 muestra las intensidades de fluorescencia normalizadas medidas a 384 nm para los picos 1,2y 3 (de la
Figura 8) en funcién de la concentracién de glucosa. La longitud de onda de excitacién fue 340 nm. En el caso del
pico 3, la emisién también se midi6 a 480 nm.

La fig. 14 muestra las mediciones de la vida del dominio de la frecuencia del pico 3 de GGBP (de la Figura 8)
a diversas concentraciones de glucosa. El desplazamiento hacia menores frecuencias a mayores concentraciones de
glucosa indica que la vida media disminuy6 con la unién a glucosa.

La fig. 15 muestra la deteccién de glucosa basada en la vida basada en los datos de fase 0 modulacién a 10 MHz.

La fig. 16 representa la estructura cristalina terciaria de una proteina de fusion GGBP mutante con proteina fluo-
rescente verde (GFP) en el extremo C y una cisteina reactiva y colorante reactivo con tiol en la posiciéon 26 (Q26C-
GGBP-GFP).

La fig. 17 representa que las posiciones relativas de C26 y el extremo C de una Q26C-GGBP estin mds préximos
con la unién a glucosa (estructura cristalina a partir de los datos de la proteina).

La fig. 18 representa la estructura cristalina terciaria de una proteina de fusién GGBP con proteina fluorescente
azul (BFP) en el extremo N y GFP en el extremo de C (BFP-GGBP-GFP) en presencia de glucosa unida.

La fig. 19 muestra la relajacién simulada de la intensidad del dominio de la frecuencia para una mezcla de fluoré-
foros, 7, =5ns, 7, = 1000 ns, f; =0,76 a 0,1.

La fig. 20 muestra la dependencia simulada de la modulacién a 2 MHz con la intensidad fraccionaria (f;) del
componente de 5 ns.

La fig. 21 muestra la modulacién simulada para un sensor de glucosa con 7, = 5 ns, 7, = 1000 ns.

La fig. 22 muestra las respuestas de frecuencia del sensor de glucosa a glucosa 0, 1, 4 y 8 uM.

La fig. 23 muestra el efecto de glucosa sobre la modulacién del sensor de glucosa a 2,1 MHz.
Descripcion detallada de las realizaciones preferidas

La presente invencién se basa en el descubrimiento de que ciertas proteinas pueden usarse como moléculas de
deteccién para determinar la presencia o concentracion de un analito en una muestra. El analito incluye azicares tales
como glucosa, lactosa, galactosa, sacarosa, maltosa, etc., siendo la glucosa la mds preferida.

La proteina es una proteina de unién a glucosa/galactosa modificada que contiene un residuo de cisteina en la
posicion 26 y 182 que se une reversiblemente al analito que va detectarse y que muestra un cambio espectral detectable.
Otras caracteristicas deseables incluyen tener un Unico sitio de union para el analito, que minimiza la agregacion
debido a la reticulacién y maximiza la reversibilidad del sensor. También se desea que la proteina sea estable y facil
de purificar tras el clonado y la expresion. Por tanto, también se desea la unién cooperativa del analito ya que ese
efecto podria aumentar los cambios espectrales en el intervalo fisiolégicamente importante de las concentraciones de
analito. También es preferible que la proteina se una al analito en cuestién sin mostrar una transformacién quimica
significativa del analito.

Preferentemente, la proteina es una proteina de unién a glucosa/galactosa de E. coli (“GGBP”’) como se describe
previamente [38] o fragmentos funcionalmente equivalentes de la misma. Como sensor para la monitorizacién de
glucosa, la GGBP tiene varias caracteristicas favorables que incluyen un tnico sitio de unidn a glucosa y alta afinidad
por la glucosa; la GGBP se une a la glucosa con una constante de disociacidn préxima a 0,8 uM. El tnico sitio, y la
falta de aceptores poliméricos, dan como resultado la reversibilidad completa con la eliminacién de la glucosa. Al igual
que las proteinas de transporte similares de otras bacterias, la GGBP es altamente especifica para unirse a glucosa y/o
galactosa. La clara afinidad de unién de GGBP por azicares distintos de glucosa o galactosa es normalmente 100-1000
veces mas débil [19-22]. La alta afinidad por la glucosa también permitira el uso del sensor con pequefios volimenes
de sangre o fluido intersticial; para medir concentraciones de glucosa uM no podria usarse un sensor de proteinas con
una baja afinidad. Para uso en la deteccion de niveles de glucosa en sangre, la proteina del sensor de glucosa tendria
que tener una menor constante de afinidad por la glucosa. Esto podria llevarse a cabo con mutantes de hexoquinasa,
por ejemplo, que tienen una menor afinidad por la glucosa, o posiblemente con mutantes de GGBP manipuladas para
tener una menor constante de unién a glucosa.
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Las proteinas modificadas pueden ser moléculas de deteccidon adecuadas. La modificacién puede servir a uno o mas
de varios fines. Por ejemplo, una proteina puede modificarse con el fin de ajustar su constante de unién con respecto
al analito; para cambiar la estabilidad a largo plazo de la proteina; para conjugar la proteina con un polimero; para
proporcionar sitios de unién para marcas detectables; etc.

La molécula de deteccion tiene una calidad detectable que cambia de un modo dependiente de la concentracién
cuando la molécula estd unida a glucosa. La calidad detectable resulta de una marca detectable asociada a la molécula
de deteccion. La marca puede estar covalente o no covalentemente unida a la molécula de deteccién. Se conoce una
amplia gama de marcas adecuadas. Por ejemplo, la marca puede ser una marca fluorescente, un aceptor de transferencia
de energia no fluorescente, etc. La marca comprende un resto donante de energia y un resto aceptor de energia, cada
uno unido a la molécula de deteccién y espaciado de forma que haya un cambio detectable cuando la molécula de
deteccion estd unida al analito.

Preferentemente, la calidad detectable es un cambio espectral detectable. Tal incluye cambios en el tiempo de
relajacion fluorescente (determinado por la medicioén del dominio del tiempo o dominio de la frecuencia), intensidad
fluorescente, anisotropia o polarizacién fluorescente; un desplazamiento espectral del espectro de emisidn; un cambio
en la relajacién de la anisotropia resuelta en el tiempo (determinada por la medicién del dominio del tiempo o el
dominio de la frecuencia), etc.

Preferentemente, la calidad detectable se refiere a cambios en la fluorescencia. La molécula de deteccion puede
marcarse con una o mds marcas detectables y en ella pueden haberse manipulado uno o mds residuos de cisteina
para ayudar en la incorporacién de marcas. Hay muchos pares de marcas adecuados que serian muy conocidos para
un experto en la materia. Tales incluyen sondas sensibles a disolventes tales como las sondas de dansilo, sondas
de ananilinonaftaleno, sondas de deproxilo, sondas de ftalamida, sondas de aminoftalamida y sondas comparables a
Prodan, Lordan o Acrylodan. Tales sondas son sensibles a la polaridad del entorno local y son muy conocidas para
aquellos expertos en la materia.

Las sondas ttiles incluyen aquellas que muestran transferencia de energia de resonancia (TER). Muchos de tales
pares donante-aceptor son conocidos e incluyen fluoresceina respecto a rodamina, cumarina respecto a fluoresceina o
rodamina, etc. Todavia otra clase de pares de marcas Utiles incluyen pares de fluor6foro-inhibidor de la fluorescencia
en los que el segundo grupo es un inhibidor de la fluorescencia que disminuye la intensidad de fluorescencia del grupo
fluorescente. Algunos inhibidores de la fluorescencia conocidos incluyen grupos acrilamida, d&tomos pesados tales
como yoduro y bromato, marcas de spin de nitréxido tales como TEMPO, etc.

Como la GGBP es la molécula de deteccion, es esencial modificar la molécula para incluir residuos de cisteina en
ambas posiciones 26 y 182. Mediante GGBP mutantes de manipulacién genética con cisteinas selectivamente situadas,
las moléculas reactivas con tiol pueden unirse covalentemente a la proteina. Los sitios se seleccionan basdndose en
la estructura de la proteina de manera que, por ejemplo, la unién de la glucosa producird cambios espectrales para la
GGBP marcada con sondas medioambientalmente sensibles. En algunas realizaciones, el cambio conformacional de
GGBP produce interacciones entre fluor6foros unidos a dominios separados de la proteina que se mueven los unos
respecto a los otros en respuesta a la unién a glucosa.

Las GGBP mutantes se crean cambiando dos residuos de aminodcido por cisteinas en las posiciones 26 y 182
(Figura 1). Estas posiciones son ttiles porque estdn préximas a la region bisagra entre los dos dominios de la GGBP.
El sitio 26 se expone mediante cambio conformacional de la proteina con la unién a glucosa, cambiando asi el entorno
de una sonda unida en ese sitio (véase la Figura 2).

Las GGBP mutantes tienen dos residuos sustituidos con cisteina en posiciones ideales para la unién covalente de
sondas de forma que, cuando se marcan con sondas fluorescentes adecuadas, la unién a glucosa produce cambios
espectrales de sondas medioambientalmente sensibles o cambios en la eficiencia de transferencia de energia. Adicio-
nalmente, las GGBP mutantes pueden haberse unido a fluor6foros con vidas ampliamente espaciadas, permitiendo la
deteccién de la glucosa basada en la modulacién. Esta invencién también describe sensores de glucosa de GGBP que
son proteinas de fusién con proteina fluorescente verde que, mediante cambios en la eficiencia de transferencia de
energia en la unién a glucosa, pueden medir glucosa.

En una realizacién del mutante de doble cisteina, la GGBP se manipula genéticamente de manera que las cisteinas
cambian residuos en las posiciones 26 y 182 en las que un colorante donante reactivo con tiol y un colorante aceptor
reactivo con tiol pueden unirse covalentemente a los residuos de cisteina (véase la Figura 1). La distancia de cys26
a cys182 cambia con la unién de glucosa, moviéndose las sondas unidas en estos sitios las unas respecto a las otras
(véase el Ejemplo 3).

Como comparacion, en lugar de la GGBP de manipulacién genética, los colorantes donantes y aceptores pueden
unirse proporcionando una proteina de fusién, como se describe en el Ejemplo 4. Por tanto, para el mutante de do-
ble cisteina, marcado por ejemplo con un par donante-aceptor, la unién a glucosa produce cambios en la eficiencia
de transferencia. Las Figuras 3 y 4 demuestran esquemdticamente como los cambios conformacionales de GGBP
con la unién a glucosa pueden desplazar las posiciones relativas de moléculas donantes y aceptoras cuidadosamente
posicionadas.
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Los sensores de glucosa de esta invencién pueden medir concentraciones de glucosa micromolar sin consumo
de reactivo. Debido a su alta sensibilidad a la glucosa, las GGBP mutantes pueden usarse para medir las bajas con-
centraciones de glucosa conocidas que estan presentes en el fluido intersticial extraido [23]. Las muestras de fluido
intersticial son conocidas por estar indoloramente disponibles usando procedimientos que perturban la capa mds ex-
terna de la piel, el estrato corneo, por ejemplo mediante extirpacién laser [24] y débil succion [25].

Puede esperarse que un sensor o monitor de glucosa basado en GGBP muestre varias caracteristicas favorables. El
uso de un tinico sensor promete un rapido tiempo de respuesta, limitado por la velocidad del transporte de glucosa a la
proteina. Esto contrasta con la respuesta més lenta esperada para ensayos competitivos de glucosa en la técnica anterior
debido a la necesidad de difusién de dos macromoléculas, la unién a glucosa y los restos que contienen glucosa. Para
un sensor basado en GGBP, el tinico movimiento necesario es el de los dos dominios de las proteinas, que deberia
producirse facilmente incluso en soportes poliméricos.

Cuando se marcan con fluoréforos adecuados, los cambios espectrales ttiles se observan para los mutantes de tanto
una dnica como de doble cisteina de GGBP. La unién a glucosa podria detectarse mediante cambios en la intensidad
de emisidn, anisotropia, vida o eficiencias de transferencia de energia. Se espera que estas proteinas manipuladas sean
utiles para las mediciones de glucosa en tiempo real en una variedad de formatos convenientes. Los desplazamientos
espectrales similarmente ttiles pueden observarse con proteinas de fusién marcadas con fluoréforo creadas a partir de
GGBP o sus mutantes.

Finalmente, los cambios espectrales mostrados para GGBP pueden medirse actualmente con dispositivos de bajo
coste. La excitacion para la deteccién basada en una vida de nanosegundos puede llevarse a cabo con diodos laser
[26], diodos emisores de luz (LED) [27] o fuentes de luz electroluminiscente [28]. Basdndose en estos avances en la
deteccién de fluorescencia a bajo coste, los sensores basados en GGBP pueden usarse en dispositivos de mano para la
monitorizacién en tiempo real de la glucosa.

En realizaciones adicionales, un sensor puede usar una variedad de moléculas de deteccién con diferentes marcas
fluorescentes. Adicionalmente, un sensor puede utilizar multiples moléculas de detecciéon con un intervalo de cons-
tantes de unién a glucosa. Los sensores de glucosa pueden configurarse usando mds de una proteina, proporcionar
mediciones exactas durante un amplio intervalo de concentraciones de glucosa. Las protefnas sensibles a glucosa ma-
nipuladas, acopladas con nuevos procedimientos a fluido intersticial de extraccién indolora, proporcionan un excelente
procedimiento prometedor a plazo corto para la monitorizacién en tiempo real de glucosa.

Los siguientes ejemplos ilustran adicionalmente la invencion y no debe interpretarse que limitan las reivindicacio-
nes.

Ejemplo comparativo 1
Construccion y aislamiento de un mutante de una tinica cisteina de GGBP

Una realizacién de la invenciéon comprende una GGBP mutada de manera que una tinica cisteina cambia un residuo
de glutamina en la posicidn 26 (véase la Figura 5). El gen mglb que codifica la GGBP de tipo silvestre y su promotor
natural se aislaron del genoma de K-12 de E. coli y se amplificaron por PCR. El fragmento promotor del gen se intro-
dujo en los sitios de restriccion Pstl/Sstl del fagémido pTz18U (Bio Rad Laboratories). El pldsmido resultante pJLO1
se usé como molde para la construccién del mutante Q26C. La mutagénesis dirigida al sitio se llev6 a cabo usando el
kit de mutagénesis QuickChange™ de Stratagene. Los datos de secuenciacién de ADN verificaron la presencia de la
mutacién puntual deseada.

El mutante de monocisteina de GGBP se produjo en exceso en NM303 de E. coli (F* mgl503 lacZlacY* recA
1), una cepa mutante que no produce GGBP. Los cultivos estuvieron constituidos por 0,5% de indculo, 25 pg/ml de
ampicilina en 200 ml de medio Luria-Bertani (LB) (10 g/l de bacto-triptona, 5 g/l de extracto de bacto-levadura, 10
g/l de NaCl, pH 7,2), fucosa 1 mM se incubaron en un matraz de agitacién de 1 1a 37°C y 260 rpm. Las células se
recogieron a 16 h y la GGBP se extrajo mediante choque osmdtico como se describié previamente [29]. El extracto
bruto se volvié a suspender en tampones de Tris-HCl y EDTA concentrados de manera que la concentracién final fue 5
mM y I mM, pH 8,0, respectivamente. Los mutantes de cisteina de GGBP también recibieron una concentracién final
de tris(2-carboxietil)fosfina (TCEP) 1 mM. La GGBP se purific6 basandose en un procedimiento previo [30] usando
una columna de intercambio aniénico DEAE (Bio-Rad, Hercules, CA) y eluyendo la GGBP con Tris-HC1 5 mM, pH
8,0, gradiente de NaCl 0 a 0,5 M.

La GGBP mutante de una unica cisteina puede marcarse con un tnico fluoréforo como en el ejemplo 2 y usarse
como un sensor de glucosa en el que el giro conformacional de la proteina inducida por la unién de glucosa produce
un cambio en el entorno alrededor del fluoréforo. Alternativamente, la GGBP mutante de una tGnica cisteina marcada
con un fluoréforo de corta vida puede usarse conjuntamente con un fluor6foro de vida larga para la deteccion de la
modulacién basada en la vida como en el Ejemplo 5.
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Ejemplo comparativo 2
GGBP 026C marcada fluorescentemente

Una realizacion de la invencién comprende marcar una GGBP mutante de una tdnica cisteina con 4cido 2-(4’-
(yodoacetamido)-anilino)naftaleno-6-sulfénico (I-ANS; véase la Figura 6). Una disolucién que contenia 2,5 mg/ml de
GGBP Q26C en fosfato 20 mM, tris(2-carboxietil)fosfina (TCEP) 1 mM, pH 7,0, se hizo reaccionar con 50 ul de una
disolucién 20 mM de la sal de sodio de I-ANS en tetrahidrofurano (comprado de Molecular Probes, Inc.). La proteina
marcada resultante se separd del colorante libre pasando la disolucién a través de una columna Sephadex G-25. El
conjugado de proteina-ANS se purificé adicionalmente en Sephadex G-100.

Los espectros de emisiéon de ANS26-GGBP se muestran en la Figura 7. La adicién de concentraciones micromola-
res de glucosa dio como resultado una disminucién de aproximadamente 2 veces en la intensidad de la marca de ANS,
con una constante de disociacién aparente préxima a glucosa 1 M. El ANS es conocido por ser sensible a su entorno
local con menores intensidades en entornos mds polares [31]. La disminucién en la intensidad sugiere que el ANS se
desplaza hacia la fase acuosa con la unién de la glucosa a ANS26-GGBP. Esto es coherente con la estructura unida a
glucosa de GGBP (Figura 2) en la que el residuo en la posicién 26 esta dirigido hacia la fase acuosa.

Ejemplo 3
Construccion y marcado de los sensores de glucosa de GGBP mutante de doble cisteina

En esta realizacion, la proteina del sensor de glucosa actia mediante interacciones entre fluoréforos en dominios
separados de una proteina que cambia en respuesta a la unién a glucosa. Con el fin de obtener marcas fluorescentes
en cada dominio de la GGBP, un mutante de doble cisteina se preparé mediante medios similares a los descritos en
el Ejemplo 1 (véase la Figura 5), en el que los residuos de cisteina se insertaron genéticamente en las posiciones 26 y
182. El mutante de doble cisteina se cultivd en medio GC (30 g/l de casaminodcidos, 20 g/l de extracto de levadura)
que contenia 40 g/l de glicerina, MgSO, 4 mM, 25 ug/ml de ampicilina y fucosa 1 mM. Las células se cultivaron en
las mismas condiciones que para el mutante de monocisteina y se us6 el choque osmético para extraer la GGBP. El
tampon final fue Tris 20 mM, pH 7, DTT 1 mM y EDTA. Las proteinas contaminantes se precipitaron con sulfato
de amonio. El sobrenadante se concentrd y el tampdn se cambi6 a sulfato de amonio 2 M. La GGBP se purificé con
el sistema de cromatografia de perfusién Biocad Sprint (PE Corp.) en un medio de interaccién hidréfobo (POROS
20 PE, PE corp.) con un gradiente de sulfato de amonio de 2 a 0 M. La GGBP marcada se separ6 usando el mismo
procedimiento con un gradiente de 1,5 a 0 M.

Después, el mutante doble se hizo reaccionar con pirenomaleimida, un fluor6foro, y TEMPO-yodoacetamida,
un inhibidor de la fluorescencia o aceptor de transferencia de energia de resonancia (“TER”) para pireno. Se eligié
TEMPO debido a la posibilidad de o bien inhibirse colisionalmente mediante el grupo nitréxido o TER a las bandas
de absorcién de mayor longitud de onda de TEMPO. La proteina se hizo reaccionar de tal forma que los inventores
esperaron obtener un residuo de pireno y un residuo de TEMPO en cada residuo de cisteina. La proteina reaccionada
se purificé por cromatografia y se observaron 3 picos que aparentemente contuvieron el croméforo pireno, como se
muestra en la Figura 8.

Las muestras se purificaron por cromatografia y las fracciones de columna se reunieron basidndose en la relacién
de absorcién a diferentes longitudes de onda. Los espectros de absorcién de los tres picos principales se muestran en
la Figura 9. Estos espectros de absorcién muestran que cada uno de los picos contenia el croméforo pireno, como se
observa de la absorcién estructurada de 300 a 350 nm.

La Figura 10 muestra la relacion de absorbancias a 343 a 277 nm para las diferentes fracciones del cromatégrafo.
El pico 3 contiene la mayor cantidad de pireno por molécula de proteina. Los cdlculos basados en el coeficiente de
extincion del pireno a 343 nm y la cantidad total de proteina ensayada usando azul de Coomasie mostraron que el pico
3 contenia dos moléculas de pireno por proteina.

Célculos similares para el pico 2 mostraron un pireno por molécula de proteina. El mutante de una tnica cistei-
na, Q26C, marcado con pirenomaleimida presentd propiedades idénticas, indicandose asi que el pico 2 estd lo mas
probablemente marcado con pireno en la posicién 26 y TEMPO en el sitio 182. Los espectros de emisioén del pico 2
(Figura 11) son muy caracteristicos del pireno. La emisién baja préxima a cero a 450 nm, lo que indica la ausencia
de formacién de complejos en estado excitado (excimero de pireno) consigo mismo u otras moléculas que forman
excimeros o exciplejos con pireno.

Parece que el pico 1 contiene la menor cantidad de pireno por molécula de proteina (Figura 10), pero es probable
que el espectro de absorbancia esté simplemente ensanchado por interacciones del estado base con residuos cercanos.
Esto también puede explicar la forma inusual del espectro de emisiéon (no mostrada).

La Figura 12 muestra los espectros de emision del pico 3 que se cree que estd marcado con dos residuos de pireno
por proteina. La prueba de esta afirmacion es la presencia de una emisién de mayor longitud de onda de 450-500
nm. Una emisién tal es tipica de dos residuos de pireno en interaccién que se sabe que forman complejos en estado
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excitado que muestran una emisién de mayor longitud de onda. También se sabe que el pireno libre en disolucién
forma excimeros, pero esto no se produciria a la concentracién de protefna 0,5 micromolar en el pico 3.

La Figura 13 muestra las intensidades normalizadas de las tres fracciones con glucosa afiadida. En el caso de la
fraccién 3, los inventores miraron las intensidades tanto en la emision de mondémero de 384 como en la emision de
excimero a 480 nm. Los resultados mds prometedores se obtuvieron para la emisién de excimero que disminuyo el
30% con la adicién de glucosa. La relajacion de la intensidad del dominio de la frecuencia de la emisién a 480 nm del
pico 3 se muestra en la Figura 14. La respuesta a la frecuencia fue fuertemente dependiente de la glucosa indicando
un cambio en la vida media de la proteina marcada con la unién a glucosa. La Figura 15 muestra los datos de fase y
de modulacién a 10 MHz, que también demuestran una vida cambiada con la unién a glucosa. Estos datos demuestran
que la GGBP mutante puede usarse con deteccion basada en la vida para mediciones de glucosa.

Ejemplo comparativo 4
Sensor de glucosa de GGBP mutante marcada para transferencia de energia

Puede haber dificultades con marcar selectivamente una proteina con dos residuos de cisteina cuando se necesita
para un sensor de glucosa que actia mediante transferencia de energia. Por tanto, esta invencidén incluye realizaciones
en las que se crean proteinas de fusién de GGBP o sus mutantes.

En una realizacion, la GGBP mutante de monocisteina con una cisteina reactiva y un colorante en la posicién 26
es una proteina de fusién con un fluoréforo en el extremo C. Esto se muestra esquemadticamente en la Figura 16. En
este caso, la protefna s6lo necesita estar marcada con un fluoréforo en un dnico residuo de cisteina. Esto deberia ser
mads simple y mas eficaz que marcar el mutante de dicisteina. La distancia entre el residuo de cisteina y el extremo
C deberia cambiar con la unién a glucosa (Figura 17) dando como resultado un cambio en la vida, transferencia de
energfa, intensidad o anisotropia.

En esta realizacién, por ejemplo, los dos fluor6foros pueden incluir una molécula donante proteina fluorescente
verde en el extremo C y una molécula aceptora colorante en la posicion 26. Las moléculas donantes y aceptoras estdn
posicionadas en la GGBP de forma que la unién de la glucosa produce un cambio conformacional a la GGBP que
aparta los fluor6foros donantes y aceptores de manera que la emisién del fluoréforo donante ya no se inhibe por la
absorbancia por el fluor6foro aceptor. Por tanto, la unién a glucosa produce un aumento en la fluorescencia de la
GGBP mutante marcada (véase la Figura 3).

Todavia otra realizacién puede incluir una proteina de fusion GGBP con fluor6foros en tanto las posiciones del
extremo C como del extremo N. Un ejemplo no exclusivo se ilustra en la Figura 18, en la que una molécula donante
proteina fluorescente verde estd unida en el extremo C y una molécula aceptora proteina fluorescente azul estd unida
en el extremo N de GGBP. En este caso no habria necesidad de marcar adicionalmente la proteina tras su sintesis
mediante E. Coli. El cambio conformacional que se produce con la unién de glucosa produciria un cambio en la
eficiencia de transferencia de energia entre los dos fluoréforos.

En esta realizacidn, las moléculas donantes y aceptoras estan posicionadas en la GGBP de forma que la unién de
glucosa produce un cambio conformacional a la GGBP. Este cambio conformacional acerca los fluoréforos donantes
y aceptores mds de manera que la emisién del fluoréforo donante GFP se inhibe por la absorbancia por el fluoréforo
aceptor BFP. Por tanto, la unién a glucosa produce una disminucién en la fluorescencia de la GGBP mutante marcada
(véase la Figura 4).

Ejemplo comparativo 5
Simulacion del sensor de glucosa basado en la modulacion de baja frecuencia

La intensidad sensible a la glucosa de ANS26-GGBP hace de esta proteina un posible componente en el disefio de
otra realizacion de la invencion: un sensor de glucosa basado en la modulacién de baja frecuencia. Una descripcién
de la teorfa en la que se basan los sensores de modulacién se proporciona en un articulo de Lakowicz y col. [32]. Esta
realizacién usa técnicas de deteccion basadas en la vida en las que se identifican fluoréforos o esquemas de deteccién
que muestran un cambio dependiente del analito en el tiempo de relajacién de la muestra, y el cambio en el tiempo
de relajacion se usa para determinar la concentracién del analito. La idea bésica es usar una mezcla del fluor6foro
de nanosegundos con un fluoréforo que muestre una vida préxima a 1 us. Para una mezcla tal, la modulacién de
la emision a frecuencias intermedias se vuelve equivalente a la fraccién de la emisién total debida al fluoréforo de
nanosegundos de corta vida. Esto se produce porque la emisién del fluor6foro de microsegundos estd desmodulada
y la del fluoréforo de nanosegundos es proxima a la unidad. Este procedimiento permite la deteccion basandose en
la modulacién de aproximadamente 1 a 10 MHz. Adicionalmente, el fluor6foro de deteccién de nanosegundos no
necesita mostrar un cambio en la vida (7). Un Gnico cambio en la intensidad en respuesta al analito es adecuado para
el sensor de modulacién de baja frecuencia.
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La deteccion basada en la vida se realiza mds frecuentemente usando el procedimiento de modulacién de fase. El
uso de dngulos de fase (¢) o tiempos de relajacion puede ser preferible a la deteccién basada en la intensidad porque
los tiempos de relajacién son la mayoria de las veces independientes de cambios en la concentracién de sonda o nivel
de sefial total y pueden medirse en medios turbios e incluso a través de la piel [32]. Debido a que la modulacién es
independiente del nivel de sefial total, la detecciéon de la modulacién puede ser exacta incluso si hay cambios en el
nivel de sefial debidos a cambios en la posicién de la muestra o flexién de la dptica de fibra. Lo que es necesario es que
las proporciones relativas de fluoréforos de corta vida y larga sigan siendo las mismas. La curva de calibrado cambiara
si las intensidades relativas de los fluoréforos cambian de un modo independiente de la concentracién de analito. Por
ejemplo, si los fluoréforos de deteccion y de referencia fotoblanquean a diferentes velocidades, las curvas de calibrado
del sensor de modulacién cambiaran.

En una realizacién de un sensor de modulacién, una sonda sensible a la glucosa de corta vida puede combinarse
con una sonda de vida larga tal como un complejo de metal-ligando. A bajas frecuencias, 1a modulacién de la emisién
combinada de sonda de corta vida sensible al analito y de complejo de metal-ligando de vida larga depende de la
intensidad de fluorescencia fraccionaria de la especie con vida mds corta. La intensidad fraccionaria disminuye con la
unioén a glucosa dando como resultado un aumento en la modulacién que puede usarse para medir la concentracién de
glucosa.

La ANS26-GGBP sensible a la glucosa se combina con un complejo de metal-ligando de vida larga tal como [Ru
(bpy);]**. Para la construccién del sensor, [Ru(bpy);]** se disolvié en poli(alcohol vinilico) calentado, que luego se
pint6 en el exterior de una cubeta que contenia la proteina sensible a la glucosa (ANS26-GGBP). GGBP de Q26C se
marcé con [-ANS para preparar ANS26-GGBP como se describe en el Ejemplo 2.

La relajacién de la intensidad del dominio de la frecuencia se midié con la instrumentacién descrita previamente
[33] modificada con una tarjeta de adquisicion de datos de ISS, Inc. Urbana, Illinois [34]. La excitacién fue a 325 nm de
un laser HeCd modulado con una célula de Pockels. Los espectros de emision se registraron en un espectrofluorémetro
Aminco SLM AB2 usando una longitud de onda de excitacién de 325 nm. Se usaron polarizadores para eliminar el
efecto de rotacién browniana. La concentracién de ANS26-GGBP fue 0,25 uM. Los espectros de fluorescencia son
idénticos en comparacion con una muestra de referencia que estaba sin azicar.

Los datos simulados del dominio de la frecuencia para una mezcla de fluor6foros se muestran en la Figura 19. Se
supuso que las vidas eran 7, =5ns y 7, = 1000 ns = 1 us. La vida de 5 ns es comparable a la vida media de ANS-GGBP.
Los complejos de Re de metal-ligando con vidas superiores a 1 us estan ahora disponibles, de forma que también estdn
disponibles fluor6foros de 1 us. Para estas simulaciones, los inventores supusieron que la intensidad fraccionaria de
los 5 ns cambi6 de 0,1 a 0,76. Hay una region proxima a 2 MHz en la que la modulacién es casi independiente de
la frecuencia de modulacién. Y, lo que es mas importante, la modulacién es sensible a la intensidad fraccionaria del
componente de corta vida. Para las vidas asumidas, la modulacién a 2 MHz es casi igual a la amplitud del componente
de corta vida. Esto se muestra en la Figura 20, que indica que la modulacién a 2 MHz es esencialmente equivalente a
la amplitud fraccionaria del componente de corta vida. Este resultado puede entenderse facilmente observando que la
modulacién del componente de 5 ns es préoxima a 1,0 a 2 MHz, y la modulacién del componente de 1 us es proxima a
cero a 2 MHz.

La exactitud en la concentracién de glucosa esperada para un sensor de modulacién tal basado en una mezcla
con vidade 7y =5 nsy 7, = 1 us se calculd a partir de los cambios en la modulacién que podrian esperarse pa-
ra los cambios de intensidad de 2 veces mostrados por GGBP (Figura 21). Para esta proteina sensible a la glucosa,
la disminucién de dos veces en la intensidad de GGBP podria disminuir la modulacién de 2 MHz de 0,81 a 0,66
(Figura 21). La modulacién puede medirse rutinariamente a una exactitud de 0,005, que darfa como resultado con-
centraciones de glucosa de aproximadamente +0,2 M. Los inventores observan que un cambio mayor en la intensi-
dad de la emision sensible a la glucosa darfa como resultado cambios mayores en la modulacién y mayor exactitud
en la concentracién de glucosa. Por tanto, con instrumentos especializados la modulacién puede medirse a mayor
exactitud.

Para medir la glucosa, la proteina marcada ANS26-GGBP se colocé adyacente al complejo de rutenio para
dar como resultado una intensidad de GGBP fraccionaria proxima a 0,87 en ausencia de glucosa. El complejo de
Ru estaba en una fina pelicula de PVA fuera de la cubeta que contenia ANS26-GGBP. Las respuestas a la fre-
cuencia se muestran en la Figura 22. Estas respuestas son comparables a las simulaciones mostradas en la Figu-
ra 19. Y, lo que es mds importante, la modulacién a 2,1 MHz disminuye en presencia de glucosa, como se es-
pera para la disminucién de emisién para ANS26-GGBP. Estos cambios en la modulacién se usaron para prepa-
rar una curva de calibrado para glucosa (Figura 23). Estos datos demuestran que la ANS26-GGBP puede usarse
para cuantificar concentraciones micromolares de glucosa. Las mediciones de la modulacién exactas a Am = +
0,007 darfan como resultado concentraciones de glucosa exactas a Ac = = 0,2 uM. Los inventores esperan que fu-
turos mutantes de GGBP marcados muestren grandes cambios en la fluorescencia y den mediciones de glucosa mds
exactas.

Los componentes de corta y larga vida en esta realizacién simulada se separaron fisicamente para evitar interaccio-
nes del complejo de rutenio de vida larga con la GGBP. Una separacion fisica tal puede llevarse a cabo facilmente en
un sensor que, por ejemplo, comprende dos capas poliméricas, una que contiene la GGBP marcada y otra que contiene
el complejo de vida larga. Alternativamente pueden elegirse otros fluoréforos de vida larga que no interactian con la
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proteina, tales como el complejo de rutenio altamente cargado propuesto recientemente como un sensor de oxigeno
soluble en agua [35]. Esta invencion incluye sensores que comprenden dos capas poliméricas y fluoréforos de vida
larga que no reaccionan con GGBP.

Otras realizaciones del sensor basado en la modulacién pueden incluir complejos de metal-ligando de vida larga
tales como, pero no limitados a, renio y osmio. Para el componente de sensor de corta vida puede usarse cualquier
fluoréforo de deteccién que cambie la intensidad, y se incluye en esta invencidn; no se necesita un cambio en la vida
de la sonda.

Considerando la optoelectrénica requerida para la deteccién basada en la modulacidn, los diodos emisores de luz
azul (LED) pueden ser modulados por la amplitud de 0,1 a 100 MHz [36] y los LED con salida ultravioleta préxima a
380 nm estan disponibles y pueden modularse a 100 MHz [27]. Los dispositivos electroluminiscentes también pueden
modularse a frecuencias de MHz [28]. De ahi que podrian usarse fuentes de luz baratas y simples para un sensor de
glucosa de modulacion.

Un dispositivo para la deteccién basada en la modulacion puede ser mas simple que los instrumentos de modulacién
de fase usuales. Para las mediciones del dngulo de fase, el detector debe modularse con una relacién de fases fija
respecto a la excitaciéon modulada. Las mediciones de la modulacién pueden realizarse sin la relacién de bloqueo de
fases que simplifica la electrénica. Estas consideraciones sugieren que un dispositivo alimentado por bateria portatil
puede disefiarse para monitorizar glucosa. La sensibilidad de este procedimiento para bajas concentraciones de glucosa
sugiere su uso para monitorizar glucosa en fluido intersticial. Debido a la alta afinidad de la GGBP por la glucosa,
este dispositivo también podria usarse con sangre diluida, ya que la concentracion de glucosa en sangre completa estd
en el intervalo de mM. Experimentos recientes muestran la viabilidad de construir instrumentacién de bajo coste para
mediciones de modulacion de fase de hasta 100 MHz [37].
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para determinar la presencia o concentracion de un analito en una muestra, que comprende
las etapas de:

a) proporcionar una molécula de deteccion de proteinas que puede unir dicho analito en dicha muestra, tenien-
do dicha molécula una calidad detectable que cambia de un modo dependiente de la concentracién cuando
dicha molécula se une a dicho analito;

b) exponer dicha molécula de deteccién a dicha muestra; y

¢) medir cualquier cambio en dicha calidad detectable para asi determinar la presencia o concentracién de
dicho analito en dicha muestra,

en el que dicha molécula de deteccién de proteinas es una proteina de unién a glucosa/galactosa modificada que
contiene un residuo de cisteina en las posiciones 26 y 182 y en el que un colorante donante reactivo con tiol y un
colorante aceptor reactivo con tiol estdn unidos a dichos residuos de cisteina respectivamente en las posiciones 26 y
182.

2. El procedimiento de la reivindicacién 1, en el que el analito es glucosa o galactosa.
3. El procedimiento de la reivindicacién 1, en el que la calidad detectable es un cambio espectral detectable.

4. El procedimiento de la reivindicacion 3, en el que el cambio espectral detectable se selecciona del grupo que
consiste en un cambio en el tiempo de relajacién fluorescente; un cambio en la intensidad fluorescente; un cambio
en la anisotropia fluorescente; un cambio en la polarizacién fluorescente; un desplazamiento espectral del espectro de
emisién o un cambio en la relajacion de la anisotropia resuelta en el tiempo; y el cambio en el tiempo de relajacién
fluorescente o en la relajacion de la anisotropia resuelta en el tiempo se determina preferentemente por la medicién
del dominio del tiempo o por la medicién del dominio de la frecuencia.

5. Un sensor para determinar la presencia o concentracién de un analito en una muestra, que comprende:

a) una molécula de deteccion de proteinas que puede unirse al analito en dicha muestra, teniendo dicha molé-
cula una calidad detectable que cambia de un modo dependiente de la concentracién cuando dicha molécula
se une al analito;

b) una fuente de radiacion que puede producir que dicha molécula de deteccidon emita dicha calidad detectable;
y

¢) medios para detectar cambios en dicha calidad detectable en respuesta a dicha unién al analito,

en el que dicha molécula de deteccién de proteinas es una proteina modificada de unién a glucosa/galactosa que
contiene un residuo de cisteina en las posiciones 26 y 182 y en el que un colorante donante reactivo con tiol y un
colorante aceptor reactivo con tiol estan unidos a dichos residuos de cisteina respectivamente en las posiciones 26 y
182.

6. El sensor de la reivindicacién 5, en el que el analito es glucosa o galactosa.
7. El sensor de la reivindicacion 5, en el que la calidad detectable es un cambio espectral detectable.

8. El sensor de la reivindicacién 7, en el que el cambio espectral detectable se selecciona del grupo que esta
constituido por un cambio en el tiempo de relajacion fluorescente; un cambio en la intensidad fluorescente; un cambio
en la anisotropia fluorescente; un cambio en la polarizacién fluorescente; un desplazamiento espectral del espectro de
emisién o un cambio en la relajacion de la anisotropia resuelta en el tiempo; y el cambio en el tiempo de relajacién
fluorescente o en la degradacién de la anisotropia resuelta en el tiempo se determina preferentemente por la medicién
del dominio del tiempo o por la medicién del dominio de la frecuencia.
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