REIVINDICACIONES MODIFICADAS ART.34

1. Un dispositivo de deteccidn de enzimas, kit de deteccion de enzimas para

detectar la presencia en una muestra de prueba de la actividad de escisién de una
enzima sialidasa, el dispositivo o kit comprende:
(i) una molécula indicadora que comprende
(@) un péptido que comprende la siguiente secuencia:
X1-Xo-X3[Gal-Sial]-Xs-X5 (SEQ ID NO: 17)
en donde:
Sial es un grupo sialilo;
X3 es un aminoacido que comprende un grupo aceptor de glicosilo y se
selecciona de Ser, Thr, Tyr, Hyl, Hyp, Asn, Arg o fosfoserina (SEP),
preferentemente en donde X3 es Ser; y
X1, X2, Xa y Xs se seleccionan independientemente de cualquier
aminoacido siempre que al menos uno, preferentemente al menos dos
o tres, de Xi, X2, X4 y X5 sea un p-aminoacido y/o un aminoacido no
estandar o un aminodacido no natural; y
b) un sitio de captura que permanece intacto tras la escision del grupo
sialilo de la molécula indicadora por una enzima sialidasa presente en la
muestra;
(i) una zona de captura para recibir la muestra de prueba, en donde la zona de
captura comprende moléculas de captura capaces de unirse al sitio de captura de la
molécula indicadora, independientemente de si la molécula indicadora se ha escindido
0 no, para inmovilizar la molécula indicadora; y
(iii) moléculas de unién capaces de unirse al derivado desialilado de la molécula
indicadora, en donde las moléculas de unién son incapaces de unirse a la molécula
indicadora a menos que y hasta que ha ocurrido la escision del grupo sialilo de la

molécula indicadora por la enzima sialidasa presente en la muestra.

2. El dispositivo, kit de la reivindicacion 1, en donde al menos uno de Xi, Xz, X4 ¥y
Xs es Ala, preferentemente en donde X1y X2 son ambos Ala, y/o preferentemente en
donde Ala es pAla o BAla.

3. El dispositivo o kit de cualquiera de las reivindicaciones 1-2, en donde al menos
uno de Xj, Xz, X4 ¥ X5 €s un aminoacido cargado, opcionalmente en donde cada

aminoacido cargado se selecciona de Arg, pAsp y LOrn.



4, El dispositivo o kit de cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde al menos
uno de Xy, X2, X4 ¥y Xs €s un aminoacido polar, opcionalmente en donde cada

aminoacido polar se selecciona de Ser, pSery Thr.

5. El dispositivo o kit de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en

donde el péptido comprende la siguiente secuencia:
X1-X2-X3-X4-X5-Xo-X7-Xg-Xo-X10-X11-X12[ Gal-Sial][-X13-X14-X15-X16-X17-X18-X19-X20

(SEQ ID NO: 10) en donde:

Sial es un grupo sialilo

X1 esta ausente o es Thr

X2 esta ausente o es pAla

X3 esta ausente o es Nle

X4 esta ausente o es Glu

Xs esta ausente o es pAla

Xs esta ausente o es Arg

X7 esta ausente o se selecciona de Glu, Arg, Ser, Nva, RAla

Xg esta ausente o se selecciona de pSer, pAla, SEP, Cyc

Xo esta ausente o se selecciona de Nva, BIP, pAla, RAla, Orn

X10 se selecciona de Cyc, Ser, lle, pAla, pSer

X11 se selecciona de pAla, Pro, Orn, Nle

X12 se selecciona de Ser, Thr, Tyr, Hyl, Hyp, Asn, Arg o SEP, preferentemente Ser

X113 se selecciona de pAla, BIP, RAla

X14 se selecciona de Arg, pAsp, Nle, Orn, Nva

X5 esta ausente o se selecciona de Phe, BIP, Ser, Glu, pAla, p Ser

X6 esta ausente o se selecciona de pSer, Glu

Xi7 esta ausente o se selecciona de Val, Ser, Thr

Xi1g esta ausente o es Cha

X1g estd ausente o es pSer

Xoo esta ausente o es Val.

6. El dispositivo o kit de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en
donde el péptido comprende, o consiste en, la siguiente secuencia:
(i) Cyc-pAla-Ser[Gal-Sial]-pAla-Arg (SEQ ID NO: 11)
(i) Glu-pSer-Nva-Cyc-pAla-Ser[Gal-Sial]- pAla-Arg-Phe-pSer-Val (SEQ ID
NO: 12)



(iii) Arg-pAla-BIP-Ser-Pro-Ser[Gal-Sial]-pAla-pAsp-Ser (SEQ ID NO: 13)

(iv) Ser-SEP-pAla-lle-Orn-Ser[Gal-Sial]-pAla-Nle-Glu (SEQ ID NO: 14)

(v) pAla-Arg-Nva-pSer-RAla-pAla-Nle-Ser[Gal-Sial]-BIP-Orn-pAla-Glu-Ser
(SEQ ID NO: 15); 0

(vi) Thr-pAla-Nle-Glu-pAla-Arg-RAla-Cyc-Orn-pSer-Pro-Ser[Gal-Sial]-RAla-
Nva-pSer-Glu-Thr-Cha-pSer-Val (SEQ ID NO: 16).

7. El dispositivo o kit de cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en donde el
péptido se predispone a la escision por una o mas sialidasas especificas,
opcionalmente en donde una 0 mas sialidasas especificas son de origen bacteriano,
opcionalmente en donde las bacterias son especies Prevotella, Bacteroides y/o

Mobiluncus y/o Gardnerella vaginalis.

8. El dispositivo o kit de cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en donde la
molécula de unién es especifica para la forma desialilada del péptido definido en la
reivindicacion 6, preferentemente es especifica para un epitopo que esta presente en
el motivo peptidico Cyc-pAla-Ser[Gal]-pAla-Arg y que esta ausente o es criptico en el

correspondiente motivo peptidico sialilado Cyc-pAla-Ser[Gal-Sial]-pAla-Arg.

9. El dispositivo o kit de cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en donde la
molécula de unién es un anticuerpo que tiene una cadena pesada con 3 CDR y una
cadena ligera con 3 CDR, en donde la CDR1 de cadena pesada tiene SEQ ID NO: 1;
la CDR2 de cadena pesada tiene SEQ ID NO: 2; la CDR3 de cadena pesada tiene
SEQ ID NO: 3; la CDR1 de cadena ligera tiene SEQ ID NO: 4; la CDR2 de cadena
ligera tiene SEQ ID NO: 5; y la CDR3 de cadena ligera tiene SEQ ID NO: 6,
preferentemente en donde la cadena pesada tiene SEQ ID NO: 7 y/o la cadena ligera
tiene SEQ ID NO: 8.

10. El dispositivo o kit de cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en donde la
molécula de unién se marca con una molécula indicadora, preferentemente una

particula de oro.

11. El dispositivo o kit de cualquiera de las reivindicaciones 1-10, en donde el sitio
de captura de la molécula indicadora comprende o consiste en una molécula de biotina

0 una porcion de oxima; y/o esta en el extremo N o C terminal del péptido.



12. El dispositivo o kit de cualquiera de las reivindicaciones 1-11, en donde el sitio
de captura de la molécula indicadora se une al péptido mediante un enlazador,
opcionalmente en donde el enlazador comprende una porcion polietilenglicol (PEG),
opcionalmente en donde el péptido se une a un grupo biotina en su extremo No C
terminal a través de un enlazador que comprende, o consiste en, una porcion de

polietilenglicol.

13. El dispositivo o kit de cualquiera de las reivindicaciones 1-12, en donde la
molécula indicadora comprende, o consiste en, la siguiente estructura:
(i) Cyc-pAla-Ser[Gal-Sial]-pAla-Arg-PEG-Biotina
(i) Biotina-PEG-Asp-Glu-pSer-Nva-Cyc-pAla-Ser[Gal-Sial]- pAla-Arg-Phe-
pSer-Val
(iii) Biotina-PEG-Asp-Arg-pAla-BIP-Ser-Pro-Ser[Gal-Sial]-pAla-pAsp-Ser
(iv) Biotina-PEG-Asp-Ser-Ser(POz3)-pAla-lle-Orn-Ser[Gal-Sial]-pAla-Nle-Glu
(v) Biotina-PEG-Asp-pAla-Arg-Nva-pSer-3Ala-pAla-Nle-Ser[Gal-Sial]-BIP-
Orn-pAla-Glu-Ser; o
(vi) Biotina-PEG-Asp-Thr-pAla-Nle-Glu-pAla-Arg-RAla-Cyc-Orn-pSer-Pro-
Ser[Gal-Sial]-RAla-Nva-pSer-Glu-Thr-Cha-pSer-Val.

14. El dispositivo o kit de cualquiera de las reivindicaciones 1-13, en donde la
molécula indicadora comprende (i) un péptido que comprende o consiste en la
secuencia Cyc-pAla-Ser[Gal-Sial]-pAla-Arg; y (ii) un sitio de captura que comprende o
consiste en una molécula de biotina o una porcién de oxima que se une opcionalmente
al extremo N o C terminal del péptido mediante un enlazador que comprende o
consiste en una porcion de polietilenglicol; y en donde la molécula de unién es un
anticuerpo como se define en la reivindicacién 8 o 9 y preferentemente se marca con

una molécula indicadora, con la maxima preferencia una particula de oro.

15. Un anticuerpo capaz de unirse especificamente a (i) el derivado desialilado de
un péptido como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1-7; o a (ii) una
molécula indicadora como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1-7 u 11-14,
en donde el anticuerpo se une preferentemente al derivado desialilado sobre el péptido

sialilado o la molécula indicadora.



16. El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 15, en donde el anticuerpo es

como se define en las reivindicaciones 8, 9 y/o 10.

17. Una molécula indicadora adecuada para su uso en la deteccién de la presencia
en una muestra de prueba de la actividad de escisiéon de una enzima sialidasa, que
comprende la molécula indicadora:
a) un péptido como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1-7; y
b) un sitio de captura que permanece intacto después de la escision del
grupo sialilo de la molécula indicadora por una enzima sialidasa presente en la
muestra, en donde la molécula indicadora es preferentemente como se define

en cualquiera de las reivindicaciones 1-7 u 11-14.

18. La molécula indicadora de acuerdo con la reivindicaciéon 17, en donde la

molécula indicadora es como se define en la reivindicaciéon 13.

19. Un péptido que comprende o consiste en la siguiente secuencia:

(i) Cyc-pAla-Ser[Gal-Sial]-pAla-Arg (SEQ ID NO: 11)

(i) Glu-pSer-Nva-Cyc-pAla-Ser[Gal-Sial]- pAla-Arg-Phe-pSer-Val (SEQ ID
NO: 12)

(iii) Arg-pAla-BIP-Ser-Pro-Ser[Gal-Sial]-pAla-pAsp-Ser (SEQ ID NO: 13)

(iv) Ser-SEP-pAla-lle-Orn-Ser[Gal-Sial]-pAla-Nle-Glu (SEQ ID NO: 14)

(v) pAla-Arg-Nva-pSer-RAla-pAla-Nle-Ser[Gal-Sial]-BIP-Orn-pAla-Glu-Ser
(SEQ ID NO: 15); 0

(vi) Thr-pAla-Nle-Glu-pAla-Arg-RAla-Cyc-Orn-pSer-Pro-Ser[Gal-Sial]-Ala-
Nva-pSer-Glu-Thr-Cha-pSer-Val (SEQ ID NO: 16)

20. El péptido de acuerdo con la reivindicacion 19, en donde el péptido
es un péptido que comprende o consiste en la secuencia Cyc-pAla-Ser[Gal-Sial]-pAla-

Arg.

21. Un péptido para su uso en la generacion de un anticuerpo de acuerdo con la
reivindicacion 15 o 16, en donde el péptido es un derivado desialilado del péptido

como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1-7.



22. Un método para detectar la presencia o ausencia en una muestra de prueba de
la actividad de escision de una enzima sialidasa, el método comprende:

(i) poner en contacto una molécula indicadora como se define en cualquiera de las
reivindicaciones 1-7 u 11-14 con la muestra de prueba;

(i) anhadir a la muestra de ensayo moléculas de unién capaces de unirse al derivado
desialilado de la molécula indicadora, en donde las moléculas de unidn son incapaces
de unirse a la molécula indicadora a menos que y hasta que ha ocurrido la escision del
grupo sialilo de la molécula indicadora por la sialidasa enzima presente en la muestra
y en donde las moléculas de unién son preferentemente como se define en las
reivindicaciones 8, 9 y/o 10;

(iii) capturar el derivado desialidado de la molécula indicadora en una zona de captura
mediante la union de moléculas de captura en la zona de captura al sitio de captura,
dichas moléculas de captura pueden unirse al sitio de captura independientemente de
si la molécula indicadora se ha escindido; y

(iv) detectar la escision del grupo sialilo de la molécula indicadora por la determinacién
de la union de las moléculas de unién al derivado desialilado de la molécula indicadora

capturada en la zona de captura.

23. Un método para detectar la presencia o ausencia en una muestra de prueba de
la actividad de escision de una enzima sialidasa, el método comprende:

(i) afadir la muestra de prueba a una zona de captura que comprende moléculas de
captura, dichas moléculas de captura estan unidas al sitio de captura de una molécula
indicadora como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1-7 u 11-14, en donde
dichas moléculas de captura permanecen unidas al sitio de captura
independientemente de si ocurre la escision del grupo sialilo de la molécula indicadora
por la enzima sialidasa presente en la muestra;

(i) anadir moléculas de union capaces de unirse al derivado desialilado de la molécula
indicadora, en donde las moléculas de unién son incapaces de unirse a la molécula
indicadora a menos que y hasta que ocurra la escisién del grupo sialilo de la molécula
indicadora por la enzima sialidasa presente en la muestra y en donde las moléculas de
unién son preferentemente como se definen en las reivindicaciones 8, 9 y/o 10;

(iii) detectar la escision del grupo sialilo de la molécula indicadora por la determinacion
de la union de las moléculas de unién al derivado desialilado de la molécula indicadora

capturada en la zona de captura.



24. Un método para diagnosticar la vaginosis bacteriana en una muestra de prueba
mediante la deteccion de la actividad de escision de una enzima sialidasa en la
muestra, el método comprende:

(i) poner en contacto una molécula indicadora como se define en cualquiera de las
reivindicaciones 1-7 u 11-14 con la muestra de prueba;

(i) anhadir a la muestra de ensayo moléculas de unién capaces de unirse al derivado
desialilado de la molécula indicadora, en donde las moléculas de unidn son incapaces
de unirse a la molécula indicadora a menos que y hasta que ha ocurrido la escisién del
grupo sialilo de la molécula indicadora por la sialidasa enzima presente en la muestra
y en donde las moléculas de unién son preferentemente como se define en las
reivindicaciones 8, 9 y/o 10;

(iii) capturar el derivado desialidado de la molécula indicadora en una zona de captura
mediante la union de moléculas de captura en la zona de captura al sitio de captura,
dichas moléculas de captura pueden unirse al sitio de captura independientemente de
si la molécula indicadora se ha escindido; y

(iv) detectar la escision del grupo sialilo de la molécula indicadora por la determinacién
de la union de las moléculas de union al derivado desialidado de la molécula
indicadora capturada en la zona de captura en donde un mayor nivel de escisién en

comparacion con un control diagnostica vaginosis bacteriana.

25. Un kit de deteccion de enzimas para detectar la presencia en una muestra de
prueba de actividad de escision de una enzima sialidasa, el kit comprende:

(i) una molécula indicadora como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1-7,
en donde la molécula indicadora se liofiliza preferentemente sobre un portador;

(i) moléculas de captura capaces de unirse al sitio de captura de la molécula
indicadora, independientemente de si la molécula indicadora se ha escindido o no, en
donde las moléculas de captura comprenden preferentemente estreptavidina;

(iif) un soporte sdélido al que las moléculas de captura pueden unirse, o se unen, para
formar una zona de captura para recibir la muestra de prueba, en donde el soporte
sélido preferentemente comprende nitrocelulosa; y

(iv) moléculas de union capaces de unirse al derivado desialilado de la molécula
indicadora, en donde las moléculas de unién son incapaces de unirse a la molécula
indicadora a menos que y hasta que ha ocurrido la escision del grupo sialilo de la

molécula indicadora por la enzima sialidasa presente en la muestra y en donde las



moléculas de union son preferentemente como se definen en las reivindicaciones 8, 9
y/o 10; y opcionalmente
(v) un tubo de extraccion y/o un tampon; y/o

(vi) moléculas de deteccion de control y ligandos de deteccion de control.

26. El uso de un dispositivo de deteccidén de enzimas o kit de deteccién de enzimas
de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-14, el método de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 22-24 o el kit de deteccion de enzimas de acuerdo
con la reivindicacién 25 para diagnosticar vaginosis bacteriana en una muestra de

prueba.



